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RESUMEN

Esta investigacion determino el potencial de toxicidad de los lixiviados de la
mezcla de colillas de cigarro, de las marcas con mayor participacion en el
mercado peruano, en Daphnia magna (Straus 1820) y Artemia franciscana
(Kellog 1906). Se realizaron ensayos de toxicidad considerando las
recomendaciones estandarizadas para D. magna y para la A. franciscana. Se
utilizé el software TRAP (Toxicity Relationship Analysis Program) para
determinar la CLso (concentracion letal media) considerando limites de confianza
del 95% vy el programa Past 3.2 para determinar la menor concentracion que
produce efectos observables, (LOEC) y la mayor concentracion en la cual no se
ve efecto, NOEC. Los resultados mostraron una CLso de 1.29 + 0.09 colillas/L
(449.7 £31.9 mg/L) parala D. magnay de 4.27 + 0.53 colillas/L (1482.54 + 185.28
mg/L) para la A. franciscana. Los parametros NOEC y LOEC para la D. magna
fueron de 0.84 colillas/L (293.16 mg/L) y 1.12 colillas/L (389.14 mg/L),
respectivamente, y los mismos parametros para la A. franciscana fueron de 2
colillas/L (694.9 mg/L) y 4 colillas/L (1389.8 mg/L), respectivamente. Se
establecio la concentracidon sobre la cual se esperan efectos adversos por parte
de las colillas de cigarro (PNEC), cuyo valor para la D. magnay la A. franciscana
fue de 0.001 colillas/L y 0.004 colillas/L, respectivamente. En Perd, se propone
que, en agua dulce, las colillas de cigarro no deben sobre pasar los 1.29 x 103
colillas/L (0.45 x mg/L) , y en agua de mar las colillas de cigarro no deben sobre
pasar los 4.27 x 107 colillas/L (1.48 x mg/L); ya que podria generar dafios al
ecosistema.

Palabras clave: Artemia franciscana, colillas de cigarro, Daphnia magna,

Evaluacion de Riesgo Ambiental, nicotina, toxicidad.
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ABSTRACT

The present investigation determines the potential for toxicity of the leachates
from the mixture of cigarette butts (CB’s) of the brands with the largest
participation in the Peruvian market in Daphnia magna (Straus 1820) and Artemia
franciscana (Kellog 1906). The tests were carried out according to standards to
D. magna and A. franciscana. The software TRAP (Toxicity Relationship Analysis
Program) was used to determine the mean lethal concentration (LCso)
considering 95% confidence limits and the software Past 3.2 was used to
determine the lowest observed effects concentration (LOEC) and no observed
effect concentration (NOEC). The results showed a LCso for D. magna of 1.29 +
0.09 Cigarettes Butts/L (449.7 = 31.9 mg/L) and for A. franciscana was 4.27 *
0.53 Cigarettes Butts/L (1482.54 = 185.28 mg/L). The NOEC and LOEC
parameters for D. magna were 0.84 Cigarette butts/L (293.16 mg/L) and 1.12
Cigarette butts/L (389.14 mg/L), respectively, and the same parameters for A.
franciscana was 2 cigarette butts/L (694.9 mg/L) and 4 cigarette butts/L (1389.8
mg/L), respectively. Finally, the concentration over which damage to the
environment would be expected (PNEC) was established, which values for D.
magna and A. franciscana were 0.001 butts/L and 0.004 butts/L, respectively. In
Peru, it is proposed that cigarette butts should not exceed 1.29 x 10 cigarette
butts/L (0.45 x mg/L). and, in marine water, cigarette butts should not exceed
4.27 x 1078 cigarette butts/L (1.48 x 103 mg/L); since this could cause damage to
the ecosystem.

Keywords: cigarette butt, nicotine, toxicity, Daphnia magna, Artemia
franciscana, environmental risk assessment.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se consumen seis trillones de unidades de cigarro anualmente
alrededor del mundo, generandose como residuos las colillas de cigarros
(Novotny y Zhao, 1999; Granda, Giron y Lépez, 2016). S6lo en Australia,
hasta el 2006, se han generado entre 24 billones y 32 billones de colillas de
cigarros anuales (Micevska et al, 2006; Kurmus y Mohajerani, 2020) y, hasta
el 2010, entre 4.5 trillones y 5.5 trillones de unidades de colillas de cigarros
anuales alrededor del mundo (Slaughter, 2010; Montalvao et al., 2019) o, su
equivalente en peso, 1°200.000 t de colillas de cigarros, cantidad que se
espera aumente un 50% para el 2025 (Abdul, 2015). Las colillas de cigarro
representan un problema frecuente en la gestién de residuos sélidos al no
reconocer sus caracteristicas de peligrosidad y al no existir una forma
adecuada de disponerlas (Rebischung et al., 2018; Montalvao et al., 2019).
El BM (2012) concuerda con lo antes mencionado al determinar, a través de
su informe, que no hay datos exactos de la disposicion final de los residuos
producidos hasta ese momento a nivel mundial, pero en la mayoria de paises
de ingresos medios y bajos, gran parte de sus residuos se disponen en
botaderos. Peru confirma este enunciado, con el VI Informe Nacional de
Residuos Sélidos de la Gestion del Ambito Municipal y no Municipal 2013, al
comunicar que el 55,17% de los residuos generados a nivel nacional, en
donde se incluye las colillas de cigarro, se dispone en lugares inadecuados
(MINAM, 2016). Respecto a las colillas de cigarro, la gestion de este residuo
se dificulta més con el mal habito de los fumadores de lanzar sus colillas,
generando que estas se acumulen en distintos ambientes y aumentando el

11
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riesgo de que sus lixiviados lleguen a interactuar con su entorno (Abdul,

2011).

La particularidad de las colillas de cigarro es que tardan demasiado tiempo
en poder degradarse, se estima que tardarian mas de 10 afios (Bananomi et
al., 2015; July y Coulis, 2018; Kurmus y Mohajerani, 2020) y durante todo
ese tiempo liberan cerca de 4000 sustancias que se generan durante la
combustion del cigarrillo (Monzonis, 2011) y también las sustancias que se
utilizaron en el proceso de produccion del cigarrillo (Slaughter; 2010). Otro
de los impactos ambientales es la contaminacion visual por ser uno de los

residuos sélidos mas abundantes (Monzonis, 2011).

Esto originé que se lleven a cabo diferentes investigaciones alrededor del
mundo para determinar el potencial de toxicidad de las colillas de cigarro.
Asi encontramos informacién como la que brindan Register (2000), Warne
et al. (2002), Micevska et al. (2006), Slaughter (2010) y Parker y Rayburn
(2017), quienes, por medio de ensayos de toxicidad aguda, concluyeron que
la presencia de las colillas de cigarro en ecosistemas marinos o de agua
dulce pueden ser capaces de generar dafos a las poblaciones con las que
lleguen a interactuar, en ocasiones con concentraciones letales medias
(CLso) de 0.125 Colillas de cigarro/L. Micevska et al. (2006), afirman que la
toxicidad que pueden generar los lixiviados de las colillas de cigarro varia en
cada marca y no necesariamente por el contenido de nicotina en cada una.
Estados Unidos incluyo dentro de la clasificacion de residuos sélidos a
aguellos que contengan una concentracion de nicotina de 1 mg/ Kg de; sin

embargo, se encuentra discutiendo la inclusion de los residuos de los
12
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productos de tabaqueras, como los cigarros, dentro de su estandar para
gestionar residuos farmacéuticos peligrosos (P075); sin embargo, aun
considera insuficiente la cantidad de estudios para poder incluirlos en el
estandar citado (EPA, 2019). Por otro lado, la union europea, bajo sus
estandares, considera a las colillas de cigarro como residuos peligrosos, bajo
la caracteristica de peligrosidad HP 6 (toxicidad Aguda) (Rebischung et al.,
2018). En el caso de Peru, la Ley de Gestion Integral de Residuos Solidos
(D.L. N° 1278) y su respectivo reglamento (D.S. N° 014-2017-MINAM) aun
no contempla residuos que contengan nicotina, por lo que no se lleva un
control de estos tipos de residuos, a pesar de tener productos de la industria

tabacalera.

1.1Formulacion del Problema

¢,Cual es el potencial toxico de los lixiviados de las colillas de cigarro de
las cuatro marcas mas consumidas en el Pera sobre la Daphnia magna 'y

Artemia franciscana?

1.2 Justificacion

Ambiental

Las colillas de cigarros son el principal problema de las playas a nivel

mundial ya que su produccion aumenta cada afio (Novotny y Zhao, 1999;
13
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Micevska et al., 2006; Slaughter, 2010 y Abdul, 2015), generando cambios
fisicos y quimicos en los cuerpos de agua (Garcia et al., 2014). Las colillas
de cigarros son residuos toxicos que podrian afectar toda la cadena trofica
(Garcia et al., 2014); Razon por la cual, es importante evaluar la toxicidad
por medio de bioensayos para comprender los efectos de estos
contaminantes en la calidad del agua y en la diversidad de organismos que
esta sostiene; en un contexto donde las investigaciones en este tema aun
son escasas e insuficientes (Micevska et al., 2006; Slaughter, 2010; Ashall y
Tefera, 2016).

En Peru no existen estudios que detallen los efectos de los lixiviados de las
colillas de cigarro en el ambiente; por tanto, esta investigacion generara
informacion, direccionada a conocer el impacto de estos contaminantes en
los ecosistemas acuaticos, fomentando nuevas alternativas de reduccion,
valorizacion y disposicion de estos residuos; ademas de representar nuevas
oportunidades de negocio, principalmente incluyéndolos en la fabricacion de
ladrillos, atenuantes de ruido y/o extraccion de pulpa de celulosa

(Abdul y Mohajerani, 2010; D'Heni et al., 2017).

Legal

Los Estandares de calidad Ambiental de Perd, consideran parametros
quimicos, fisicos y microbioldgicos para determinar la calidad de los cuerpos
receptores en forma general, dejando de considerar que cada lugar tiene
distintas condiciones y en ocasiones hasta organismos diferentes. Es por ello
gue se considera como una herramienta complementaria la utilizacion de
bioensayos para determinar la calidad de los cuerpos receptores.

Los resultados de este trabajo pueden ser considerados por instituciones

encargadas de garantizar que el ambiente goce de buenas condiciones,
14

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

como el MINAM, ayudando a esclarecer incertidumbres respecto a las
caracteristicas de las colillas de cigarros, tal y como lo establece el D.S. N°
014-2017-MINAM que aprueba el reglamento de la Ley de Gestion Integral
de Residuos Sdlidos, y direccionando esfuerzos a la generacion de

recomendaciones para disminuir o controlar la contaminacion.

. MARCO TEORICO

2.1Ecotoxicologia

Ecotoxicologia es aquella ciencia que, combinando conocimientos de
Ecologia, Quimica, Biologia, Bioquimica, Fisiologia, Estadistica,
Oceanografia, Limnologia y otras disciplinas, se determina los efectos que
pueden tener distintas sustancias quimicas sobre los organismos,
poblaciones y comunidades. Asi como la interaccion que tiene la sustancia
con el entorno y su mecanismo de accion sobre los organismos (Cap6, 2007;

Bertoletti y Zagatt (2008); Planes y Fuchs (2015). Entre los efectos que se

15
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pueden encontrar estan la toxicidad, la alteracion de especies, la reduccién
de la productividad, etc. (Capo, 2007).

Gagne (2014) aumenta aun mas el alcance de la ecotoxicologia, afirmando
gue su campo de estudio abarca el destino y efectos de los contaminantes
desde el nivel molecular hasta el nivel del ecosistema. Es por esta razén que,
segun Gagne (2014), la ecotoxicologia se subdivide en tres campos:
Exposicion y biodisponibilidad de los contaminantes, evaluacion de la
toxicidad de las sustancias con sus mezclas y biomarcadores para
determinar el riesgo de polucion a largo plazo en organismos y sus
correspondientes poblaciones. Ademas, agrega que los contaminantes no
son sOlo sustancias quimicas sino también pueden ser la radiacion, la

temperatura y agentes biolégicos.

2.2Ensayo bioldgico

Es la exposicién de un organismo a distintas concentraciones de sustancias,
compuestos quimicos y mezclas de estos por un determinado periodo de
tiempo. Los ensayos también se pueden realizar con muestras ambientales,
gue generalmente contienen muchas sustancias quimicas diferentes, como
las aguas residuales domesticas e industriales, los lixiviados, las aguas
superficiales o subterraneas, el agua potable, suelos, sedimentos y otros
(Planes y Fuchs, 2015).

Castillo (2004), define el ensayo biolégico como una herramienta que, bajo
condiciones controladas y especificadas, permite determinar las respuestas
de los organismos frente a la exposicion de agentes quimicos Yy fisicos,
Advirtiendo que los resultados obtenidos de las especies ensayadas pueden

trasladarse a otras especies resaltando el peligro que podria representarles,
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pero que no todas las especies pueden ser ensayadas. Solo unas pocas
especies que representen funciones ecoldgicas importantes pueden ser
ensayadas. Las pruebas pueden ser agudas o crénicas e incluso se puede
considerar el efecto que tienen los organismos expuestos sobre las agentes
fisicos y quimicos, como la degradacion microbiana o biodegradacion.
Después de la exposicion se suele medir la proporcion de organismos
afectados (efecto cuantal) o el grado de efecto (graduado) luego de la
exposicion a la muestra.
Cuando se realiza un ensayo de ecotoxicidad, suelen definirlos con los
siguientes criterios (Castillo, 2004):

- Duracion: Corto, mediano o largo plazo.

- Metodologia utilizada para incorporar la muestra al sistema de ensayo:

Estatico, con renovacion, de flujo continuo.

- Proposito para el cual son utilizados: Control de calidad de vertidos,
evaluacion de compuestos especificos, toxicidad relativa, sensibilidad

relativa, etcétera.

2.3Efectos toxicos

Planes y Fuchs (2015) lo definen como la capacidad que tiene una sustancia
para generar efectos adversos sobre cualquier organismo, por ejemplo,
muerte, inmovilidad, inhibicion del crecimiento e inhibicibn de la
reproduccion. Estos efectos se originan debido a que el organismo esta
expuesto a distintas concentraciones de las sustancias toxicas.

Castillo (2004), complementa lo anteriormente expuesto afirmando que la

manifestacion de dichos efectos dependera de las caracteristicas de
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contaminante como la de su concentracion, frecuencia de interaccion entre
el contaminante y el organismo, asi como su relacién con el ciclo de vida del
organismo. Este ultimo influye en la respuesta que tendra el mismo
organismo frente al contaminante ya que el sistema bioldgico puede
contrarrestarlo a partir de reacciones metabdlicas, detoxificacion, excrecion
de toxicos, etcétera.

Castillo (2004), agrega que los efectos no sdlo se ven influenciados por las
caracteristicas del contaminante y el sistema bioldgico, sino también por el
medio en el cual se encuentra (en donde se pueden encontrar otros
contaminantes), ya que el medio puede afectar las caracteristicas fisicas y
quimicas del contaminante, como del sistema. Los efectos que se
mencionaron anteriormente se pueden clasificar en efectos agudos y
cronicos, entre los primeros podemos encontrar la muerte, inmovilidad y la
disminucién del ritmo cardiaco (lannacone y Alvarifio, 2009). Estos efectos
se los podra encontrar a una determinada concentracion, los cuales tomaran
el nombre de Concentracion Letal, Concentracion Efectiva, Menor
Concentracion que produce Efectos Observables (LOEC, por sus siglas en
inglés) y mayor concentracion en la cual no se ve efecto (NOEC, por sus

siglas en inglés), respectivamente.

a. Concentracion letal

Proporcion de una sustancia toxica en Agua, Suelo o Sedimento,
gue causa la muerte después de un cierto periodo de exposicion

(AET, 1995; Castillo, 2004).
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b. Concentracion letal media (CLso)

Segun Planes y Fuchs (2015), “es la concentracion del téxico que

mata al 50% de los individuos expuestos”.

c. Concentracion efectiva

La AET (1995) lo define como la proporcién de una sustancia en

un medio que causa un determinado efecto en un sistema dado.

d. Concentraciéon efectiva media

La Asociacion Espafiola de Toxicologia (1995) lo define como la
concentracion, calculada estadisticamente, de una sustancia en el
medio, que se espera que produzca un determinado efecto en el
50% de los organismos de experimentacion de una poblacion

dada, bajo un conjunto de condiciones definidas.

2.4Evaluacién del riesgo ambiental

La evaluacién de riesgo ambiental (ERA) sirve para poder determinar si una
sustancia puede considerarse segura para su aplicacion o para clasificar a
tal como peligroso; también ayuda a precisar los posibles impactos al
ambiente por lo que es una herramienta importante para toma de decisiones
y manejo de riesgos ambientales (lze et al., 2010; Hickey 2010). La
Evaluacion de Riesgo Ambiental se basa en tres componentes: el PNEC
(Evaluacioén de la relacion concentracion-efecto), que es la concentracion por
debajo de la cual no se esperan efectos adversos, el PEC (Evaluacion de la

exposicidn), que es la concentraciébn que se estima en el ambiente, y la
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caracterizacion del riesgo, que es la relacion entre el PEC y el PNEC. Si la
caracterizacion del riesgo supera el valor de uno (01), la sustancia u
elemento evaluado puede generar un gran riesgo de causar dafos al

ambiente (UNEP/IPCS, 1999).

2.5 Daphnia magna

La D. magna es un miembro de la clase crustacea, dentro del grupo de
cladoceros; mide entre 0,2 mm y 5 mm de largo, mientras nadan parecen dar
saltos como las pulgas comunes, viven en todo tipo de agua dulce, la
mayoria del cuerpo esta cubierto por un carapacho con una abertura ventral
donde se alojan cinco o seis patas, tienen 0jos compuestos, antenas y un
par de pelos abdominales. El carpacho suele ser transparente y se puede
llegar a ver a través del microscopio el tubo digestivo, el corazén (que late
alrededor de 200 veces por minuto a los 20°C, disminuyendo su frecuencia
al disminuir la temperatura) y los corpusculos sanguineos circulando. Suele
alimentarse filtrando del agua algas unicelulares, detritos organicos,
protistas, bacterias y en algunos casos de crustaceos mas pequefios (Ebert,
2005; Barcat, 2009). Son uno de los organismos mas utilizados para las
pruebas de toxicidad. Entre los principales criterios que se consideran para
utilizarlo como organismo de prueba son la amplia distribucién geogréfica, el
importante papel que cumplen como consumidores primarios en la cadena
trofica de cuerpos de agua dulce, la facilidad de cultivo en el laboratorio, la
reproduccion partenogénica (donde los genes provienen solo de la madre y
garantiza la uniformidad de las respuestas) y el corto ciclo de vida con la

produccion de un alto nimero de crias (Castillo, 2004 y Ebert, 2005).
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Debido a su utilizacion universal se ha generado una amplia gama de
informacion respecto a sus distintas caracteristicas, como las técnicas de
cultivo, los requisitos de temperatura, luz y nutrientes. Es una de las especies
gue mas se les ha hecho interactuar con distintas sustancias toxicas, por lo
gue también hay abundante informacién de su respuesta al ser expuesta a
estos. El motivo por el cual se le suele exponer a esta variedad de sustancias
quimicas es para poder determinar sus letalidades potenciales cuando se
encuentra en estado puro, en las aguas residuales domesticas e industriales,
en lixiviados, en aguas superficiales o subterraneas, agua potable y agua de

poro de sedimentos, entre otros (Castillo, 2004).

2.6 Artemia franciscana

La A. franciscana es un crustaceo Branquiopodo con una gran extension en
el mundo, el cual puede llegar a medir 10mm. Su cuerpo muestra una ligera
transparencia y toma un color rojo, rosado o verdoso. Sus poblaciones estan
compuestas de hembras y machos por lo que su reproduccion es sexual,
pero en algunas ocasiones cuando en las poblaciones hay un mayor
porcentaje de hembras la reproduccién puede ser asexual, por medio de la
partenogénesis. Su dispersion alrededor del mundo, en su mayoria, se ha
llevado a cabo por medio del viento y las aves acuéticas, pero el hombre
también ha tenido una gran importancia en su dispersion, principalmente en
Ameérica y Australia, ya que las empezaron a utilizar en la acuicultura por su
alto valor nutritivo. Se Alimenta principalmente de microalgas y materia
organica particulada, no mayor a 50 um (Cisneros, 2002; Cisneros y Vinetea,
2009; Ministerio de Agricultura, 2009). En Peru existe informacion sobre la

presencia de Artemia en diferentes lugares que van desde Tumbes hasta las
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cercanias de Chilca, principalmente los lugares que poseen un clima tropical
y subtropical con una gran presencia cloruro de sodio. La A. franciscana
puede soportar un amplio rango de diferentes condiciones, por esta razén se
la considera euriterma (amplios rangos de temperatura), eurihalina (amplios
rangos de salinidad) y euroxibionte (amplios rangos de niveles de oxigeno),
respecto al pH no se conoce la influencia que puede tener en juveniles y
adultos, pero puede afectar la eficiencia de la eclosién de quistes si es que
su valor se encuentra por debajo de ocho (Cisneros, 2002).

Los mecanismos de adaptacion que mas se resaltan en la A. franciscana son
la osmorregulacion, a la cual se le atribuye su gran capacidad de soportar
amplios rangos de salinidad; los pigmentos de respiracion, al cual se le
atribuye su gran capacidad de tolerar diferentes niveles de concentracion de
oxigeno disuelto, y por ultimo la oviparidad, la cual ha preservado la especie
por miles de afios ya que permite que los quistes de Artemia permanezcan
en estado de diapausa por muchos afios (Cisneros, 2002). Este altimo
mecanismo de adaptacion es una de las principales razones por la cual se
le selecciona como organismo de prueba en los bioensayos, ademas de ser
barato, simple y de conocerse muy bien su ciclo de vida, ya que asegura la
disponibilidad de la Artemia en cualquier momento y en cualquier lugar y sus
resultados son considerados como criterio para la biota marina (Vanhaecke

y Persoone, 1984; lannacone y Maguifia, 2000).

2.7Colillas de cigarro.

Las colillas de cigarro son los desechos que quedan al terminar de consumir
el cigarro, generalmente estan acompafnados de papel y tabaco remanente

(Slaughter, 2010). Estan compuestos principalmente por acetato de celulosa
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que se obtiene a partir de una reaccion de acetilacion entre la celulosa y el
anhidrido acético (Pérez et al., 2014), lo cual le da su peligrosidad por la
acumulacién de sustancias toxicas (D’Heni et al., 2017; Novotny et al., 2009),
y persistencia ya que tarda demasiado tiempo en poder degradarse, solo el
37,8% se desintegra después de dos afios (Bananomi et al., 2015). El
acetato de celulosa se lo puede encontrar dentro de los filtros con una
apariencia de hilos delgados (de 20 um de diametro aproximadamente),
como si fuesen algoddn y unidos por triacetato de glicerol (Slaughter, 2010;
APYMA, 2016). La principal funcién del filtro es retener la mayor cantidad de
sustancias que lleva el tabaco y las que suelen producirse al combustionar
el cigarro, como el alquitran, el cadmio, arsénico, nicotina, tolueno, metanol,
acido acético, amoniaco, acido estearico, etcétera (APYMA, 2016; Slaughter,
2010).

Otro elemento importante en el cigarro es el papel, ya que la porosidad que
posee determinara el flujo de aire a través del filtro. Los cigarros que se
venden regularmente suelen tener una envoltura no muy porosa, esto para
inhibir el flujo de aire a través del filtro, mientras que los cigarros “light” suelen
tener envolturas mas porosas para proporcionar un mayor flujo de aire a
través del filtro. El Flujo de aire influye mucho en la produccién de humos,
por lo que, a mayor flujo de aire, menor es la produccién de humos y a menor
flujo de aire mayor es la produccién de humo. El papel de cigarro también
contiene diferentes sustancias quimicas para mantener la combustion del
cigarro, como el acetato de sodio y colas para mantener el papel unido
(Slaughter, 2010).

Por otro lado, Slaughter (2010) menciona que las principales sustancias

quimicas liberadas al ambiente por parte de las colillas de cigarros son el
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arsenico, metales pesados, nicotina e hidrocarburos aromaticos poli ciclicos
(HAP’S).

El Afio 2017, en Peru y otros ocho paises, se realizé una iniciativa ciudadana
llamada “HAZla por tu playa” coorganizada con L.O.O.P. (Life Out of Plastic)
y Conservemos por Naturaleza, en alianza estratégica con el Ministerio del
Ambiente, en la cual un grupo de voluntarios, todos los primeros fines de
semana de marzo, limpiaban las playas, pantanos, puertos fluviales, rios y
mares a lo largo y ancho de la costa, sierra y selva de los paises,
recolectando todo tipo de residuos. Dentro de las 84 toneladas recolectadas,
la mayoria correspondia a los plasticos y a las colillas de cigarros
(Exactamente, 10 626 unidades), situacion que alarmé mucho debido a que
estos residuos no suelen degradarse completamente, formando micro-
plasticos, reemplazando al fitoplancton y siendo ingeridas por los peces
(L.O.O.P. y Conservemos por Naturaleza, 2017). Slaughter (2010), afirma

gue el 80% de estos residuos provienen de fuentes terrestres.

2.8Lixiviados de colillas de cigarro.

Los lixiviados son liquidos que se generan por la liberacion del exceso de
agua contenido, en este caso, en un residuo. El agua que se libera pudo
haber sido de origen pluvial o de cualquier otro medio con el cual haya
interactuado el residuo, arrastrando consigo todos los componentes que
pueden disolverse en el agua. Los lixiviados tienen una gran capacidad para
hacer interactuar sus componentes con el medio, siendo esta la principal
razon por la que se le considera uno de los principales contaminantes
generados en los rellenos sanitarios (Corena, 2008). En el caso de las colillas

de cigarro, los compuestos que pueden lixiviarse son los que contiene el
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tabaco remanente y los que retuvo el acetato de celulosa. Entre estos
elementos encontramos los metales pesados (Micevska, 2006), la nicotina y

el Etilfenol. Estos dos ultimos como los mas importantes (Slaughter, 2010).

a. Tabaco

El tabaco, Nicotina tabacum, es un miembro de la familia de las
solanaceae. N. tabacum es la especie utilizada para la fabricacion
de los cigarros, estimandose una cantidad del 80% de su
produccion para la industria del tabaco. Toma importancia para las
instituciones mundiales de la salud, debido a que la cantidad de
los quimicos que contiene naturalmente, los quimicos utilizados
para su crecimiento y los agregados para la manufactura de
cigarros. En total llegan a contabilizarse 4 000 de los cuales se han
identificado 23 carcinogénicos (Slaughter, 2010).

Las sustancias quimicas antes mencionadas han sido
caracterizadas e identificadas previamente a ser fumado el cigarro,
pero muchas de ellas cambian al ser combustionadas. Por
ejemplo, los productos de la combustibn de aminoacidos y el
extracto de raiz de ragaliz son sustancias carcinogénicas y esto es
solo mencionando productos de la combustién de dos sustancias,
en realidad se estima que se pueden superar las 4000 sustancias
producto de la combustion del cigarro, de los cuales 50 son
carcinogénicas para humanos. El alquitran y la nicotina, que
también se encuentran después de la combustion, son el material

particulado que se puede encontrar en el humo del cigarro y
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también esta compuesto de sustancias organicas e inorganicas

gue son consideras carcinogénicas (Slaughter, 2010).

b. Nicotina.

Segun Slaughter (2010), el tabaco aproximadamente contiene el
0.6% - 3% de su peso seco total en nicotina. El uso de la nicotina
proviene desde los inicios del siglo XV, donde su principal uso era
de pesticida. Los efectos que puede causar a la salud de las
personas ya han sido demostrados por muchos estudios, donde
también mencionan las rutas por las cuales puede ser incorporado
al cuerpo, entre los que encontramos la via dermal, oral e
inhalacion. EL cigarro produce aproximadamente entre 1 mgy 2.3
mg de nicotina. Ademas, Slaughter (2010) afirma que los estudios
gue se estuvieron realizando hasta el afio 2007 encontraron un
incremento de la cantidad de nicotina que contienen los cigarrillos.
Este aumento progresivo tiene un ratio de 1.6% anualmente. El
grupo amino influye en su toxicidad, es por esta razén que se lo

utilizaba como insecticida (Micevska et al., 2006).

c. Etilfenol

El etilfenol es una sustancia utilizada como saborizante en la
industria del tabaco, pero en otras industrias se suele utilizar para
la producciéon de farmacos, resinas y barnices. El etilfenol puede
concentrarse en los organismos acuaticos y puede tener efectos

agudos si se encuentra en grandes concentraciones en el medio o
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si son grandes dosis, pero cuando se analiza el humo de cigarro
solo se puede encontrar una concentracion no mayor a los 10 mg
(Ashall y Tefera, 2016). Esto, segun slaughter (2010), no puede
eliminar al etilfenol como un agente potencialmente toxico, ya que
el acetato de celulosa ha demostrado tener una gran eficiencia al
remover etilfenol del humo de cigarro, por lo que el etilfenol se
podria encontrar en mayor concentracién dentro de las colillas de

cigarro.

[lIl.  OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.10bjetivo general

Determinar el potencial de toxicidad de los lixiviados de la mezcla de las
colillas de cigarro de las cuatro marcas mas consumidas en el Peru sobre

la D. magnay A. franciscana.

3.20bjetivos Especificos

- Determinar el potencial de toxicidad de los lixiviados de la mezcla de las
colillas de cigarro, de las cuatro marcas mas consumidas en el Perq,
para causar la muerte del 50% de la poblacion de la D. magna en un

tiempo de exposicion de 48 h, en g y unidades de colillas de cigarro.

- Determinar el potencial de toxicidad de los lixiviados de la mezcla de las
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colillas de cigarro, de las cuatro marcas mas consumidas en el Perq,
para causar la muerte del 50% de la poblacién de la A. franciscana en

un tiempo de exposicion de 24 h en g y unidades de colillas de cigarro.

- Establecer la concentracién sobre la cual se evidenciaria dafos al

ambiente (PNEC) en cuerpos de agua de mar y de agua dulce.

3.3Hipotesis

Ho: El aumento de la concentracion de los lixiviados de la mezcla
de las colillas de cigarro, de las cuatro marcas mas consumidas
en el Perd, no causara efectos letales en D. magna y A.

franciscana.

Ha: El aumento de la concentracion de los lixiviados de la mezcla
de las colillas de cigarro, de las cuatro marcas mas consumidas

en el Perq, causara efectos letales en D. magnay A. franciscana.

IV. METODOLOGIA

4.1Estandarizacion de las colillas de cigarro

Para evitar la variabilidad en los resultados, se estandariz6 una dilucién
considerando una mezcla con las colillas de cigarro de las cuatro marcas

mas consumidas en el mercado peruano, y sus cantidades siguieron las
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preferencias de su consumo a nivel nacional (25.1% Pall Mall, 29.4%
Lucky Strike, 29.9% Hamilton, 5.1% Marlboro y 10.5% otros;
Euromonitor, 2017). Para efectos de esta investigacion se considero6 a la
marca Marlboro con el porcentaje de 15.6% que represento también a
las marcas menos consumidas (otros). Por otro lado, los productos
elegidos para la experiencia correspondieron a las variantes de mayor
demanda: Pall Mall Blue, Hamilton, Lucky Strike Click and Roll y

Marlboro.

4.2Determinacion de la cantidad de unidades de colillas de cigarro

utilizados en los ensayos bioldgicos.

Para determinar la cantidad de unidades (colillas de cigarro) necesarias
para la prueba final; se elabor6 una prueba preliminar, que consistio en
seis diferentes concentraciones de colillas de cigarro. La concentracion
de 100% (Tabla 1) representé una mezcla de 1L de disolucion (1L de
agua reconstituida para D. magna, o 1L de agua marina declorada para
A. franciscana) y 16 colillas de cigarro (con un cm de tabaco remanente)
como soluto; a partir de esta concentracion de realizaron las disoluciones
para 10%, 1%,0.1% y 0.01%.

Tabla 1. Colillas de cigarro en una solucién preliminar al 100%, en agua dura

reconstituida, o agua marina declorada; para determinar el nimero de unidades de cigarro

en el ensayo bioldgico con Daphnia magna y Artemia franciscana.

Pall Lucky Strike
Mall Click And Marlboro Hamilton Total
Blue Roll
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Cantidad de Unidades ~ 4.02 4.70 2.50 4.78 16
Masa promedio de colillas 0.31 0.39 0.38 0.32 -
(9).
Masa promedlg dgl tabaco 014 0.19 0.18 0.15 -
remanente sin filtro (g)
Masa Promedio del filtro 0.17 0.2 0.2 0.17 -
sin tabaco remanente (g)
Masa tota_l promedio de 1.26 1.83 0.95 1.52 5.56
colillas (g)
Masa total promedio de
tabaco remanente sin filtro 0.58 0.88 0.45 0.71 2.62
(@)
Masa total promedio de
colillas de cigarro sin 0.68 0.94 0.50 0.81 2.97

tabaco remanente(g)

Para la D. magna la prueba preliminar consistié en colocar 10 neonatos
en recipientes de acrilico con 30mL de cada una de las concentraciones;
24 h después de haber iniciado el ensayo se registrd el nimero de
organismos muertos. De esta forma se registré las concentraciones que

provocaron el 0% y 100% de mortalidad (Castillo, 2004).

Para la A. franciscana, la prueba preliminar consistio en colocar 10
nauplios del Il estadio en recipientes de acrilico con 10mL de cada una
de las concentraciones; 15 h después de haber iniciado el ensayo, se
registré el niumero de organismos muertos. De esta forma se registro las
concentraciones que provocaron el 0% y 100% de mortalidad

(Vanhaecke y Persoone, 1984; lannacone, et al., 2016).
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Las pruebas preliminares dieron como resultado el uso de dos unidades
de colillas de cigarro para 1L de agua dura reconstituida en el caso de
D. magna, y 16 unidades de colillas de cigarro en 1L de agua marina

declorada para el caso de A. franciscana.

4.3Preparacion de agua con lixiviado

Para el test de D. magna los lixiviados de las colillas de cigarro se
prepararon adaptando la metodologia de Micevska et al. (2006). Se
mezclaron dos unidades de colillas de cigarro (Tabla 2) en un matraz de
1L conteniendo 1L de agua dura reconstituida (capitulo 4.4.) y un
agitador magnético que rotaba a 125 rpm. La agitacion se realiz6 por un
periodo de 24 h. Los cigarros fueron fumados artificialmente utilizando
una botella de 1 L cortada desde la base y una tina llena de agua, la cual
fue utilizada como embolo. Se utilizé el mismo tapon de la tapa de la
botella para colocar los cigarros encendidos, debido a que este tapén
cuenta con un agujero del didmetro del filtro del cigarro; la botella se
sumergia desde la base cortada hasta que el agua llegaba al cuello de
la botella; para posteriormente sellar el extremo de la botella con la
chapa y el cigarro acoplado en esta. Una vez sellada la botella, se
procedia a elevar la botella lentamente para que, con el agua, se creara
una succion dentro de la botella y asi simular la accion de inhalar por
parte de los fumadores. Esta actividad se repitid hasta consumir el

cigarro 1 cm antes de que se llegue al filtro.

Para el test de la A. franciscana los lixiviados de las colillas de cigarro se
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prepararon adaptando la metodologia de Micevska et al. (2006). Se
colocé una mezcla de colillas de cigarros equivalente a 16 unidades
(Tabla 3) en un matraz de 1 L conteniendo 1 L de agua de mar declorada,
proveniente del laboratorio de larvicultura de la Universidad Cientifica del
Sur, y, agitado con un agitador magnético que rotaba a 125 rpm, se
procedid a producir los lixiviados. Los cigarros fueron fumados
artificialmente con el mismo procedimiento que se detall6 para los

lixiviados usados en el test de la D. magna.

Tabla 2. Colillas de cigarro en una solucion final al 100%, en agua dura reconstituida,

del ensayo bioldgico de la Daphnia magna.

Pall )
Lucky Strike .
Mall Click And Roll Marlboro  Hamilton Total
Blue
Cantidad de 0.50 0.59 0.31 0.60 2
Unidades
Masa total
promedio de 0.16 0.23 0.12 0.19 0.70
colillas (g).

Tabla 3. Colillas de cigarro en una solucion final al 100%, en agua dura reconstituida,

del ensayo biologico de la Artemia franciscana.

Pall
Lucky Strike .
Mall Click And Roll Marlboro  Hamilton Total
Blue
Cantidad de 4.02 4.70 250 4.78 16
Unidades
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Masa total
promedio de 1.26 1.83 0.95 1.52 5.56
colillas (g).

4.40rganismos de prueba

Daphnia magna

Se obtuvo hembras adultas de D. magna del acuario Cleo, las cuales
fueron transportadas en recipientes de 3 L de plastico hasta el laboratorio
de larvicultura de la Universidad Cientifica del Sur (LLCS). En el
laboratorio de larvicultura se procedi6 a acondicionar los organismos en
recipientes de 2 L de capacidad conteniendo agua dura reconstituida con
un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, la iluminacion se realizé
con un fluorescente LEDVANCE de 800 LUM y 600 lux de intensidad en
la superficie del agua. Se aire6 suavemente los recipientes a una
temperatura de 22°C. La densidad utilizada fue de 10 organismos/L para

evitar estrés en los organismos (EPA, 2018).

El agua dura reconstituida se prepard utilizando Sulfato de magnesio (1.2
g), Bicarbonato de sodio (1.91999 g), Cloruro de potasio (0.08000 g) y
Sulfato de calcio (1.2 g) y 10 litros de agua Tri Desionizada o ultra pura
(0.055 uS/cm). La preparacion se realizé tal y como estipula el protocolo
de la EPA (2018), el cual consiste en diluir en 9.5 L de agua las tres
primeras sales mencionadas y en 0,5 L el Sulfato de calcio. Al terminar
de diluir las sales, estas dos soluciones se mezclaron y se oxigeno por
24 h antes de ser usado como medio de cultivo. Antes de usar el medio
se realiz6 medidas de pH (7,39), Temperatura (22 -C), oxigeno disuelto

(7,74 ppm) y conductividad (0,65 m/S). También se hicieron pruebas de
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control de este, el cual consistio en poner 30 neonatos de D. magna en
recipientes de 30 mL conteniendo el medio recientemente preparado (10
en cada uno) y al cabo de 48 h se observo la mortalidad de los neonatos,
la cual no debi6 superar el 10 % (Castillo et al, 2004). D. magna fue
alimentada con la microalga Chlorella sp. La microalga fue cultivada en
las instalaciones del laboratorio de larvicultura, utilizando 2 L de agua de

grifo y la misma cepa que se utiliza en el mismo laboratorio.

Al recipiente, que contenia el agua de grifo con las algas, se le oxigeno
fuertemente y se le agregd 1 mL de F/2 Algae Food Part Ay 1 mL de F/2
Algae Part B, ambos de la marca ProLine (Anexo 3.). Para establecer la
cantidad de cultivo algal que se suministré a cada recipiente de cultivo;
primero se determind la concentracidon de microalgas, utilizando una
camara de Neubauer, y posteriormente se utilizé la siguiente formula

(Castillo et al, 2004):

V=(AxB)/C
Donde:
V= Volumen del concentrado algal
A= Numero de Daphnias por acuario

B= Dosis optima recomendada (1,5x10° células por daphnia/dia)
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C= Concentracion (nimero de células.mL™) de la suspension de algas

(para su determinacion se usa camara de newbauer)

En promedio la concentracion de Chlorella sp. suministrado, en el medio
de cultivo de la D. magna, fue de 1.560625 x 108 Células.mL™1. Al cabo
de ocho dias los organismos adaptados tuvieron los primeros neonatos,
los cuales fueron puestos en recipientes individuales para hacer el
control de calidad, respecto al ciclo de vida (tiempo tardado en alcanzar
la madurez sexual y longevidad), obteniendo por cada una de las D.
magna hembras adultas un promedio de 7 - 10 neonatos en las primeras
2 semanas y 15 — 18 neonatos las siguientes. También tuvieron una
longevidad de 29 dias. El control de los organismos se realiz6 todos los
dias para evitar que no se formen Epifias (reproduccion sexual de las
daphnias), por medio del estereoscopio. EI medio de cultivo era

renovado todos los dias sabado de la semana.

Artemia franciscana

Quistes de A. franciscana fueron obtenidas en el acuario Cleo, ubicado
en el distrito de Lince, Lima, Perl. Se trasladaron hasta el laboratorio de
Larvicultura de la Universidad Cientifica del Sur; donde se colocaron 10
g de quistes de A.franciscana en un vaso de precipitado de 500 mL
conteniendo agua tri-desionizada y a luz intensa (entre 500 y 1000 lux)
por 1 h; luego se le adicion¢ lejia Clorox® (5.25%), a una concentracion
fisica 1/10 en agua tri-desionizada; se agitdé continuamente y se observo
el cambio de coloracion de los huevos, siendo lavados luego en un tamiz
de 45 pm. Cuando se observd que mas del 50% de los huevos de
coloracion marron inicial cambiaron a coloracion naranja, se lavaron bien
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y se trasladaron a un matraz de 1 L conteniendo agua de mar, a un pH
= 8, agregandole bicarbonato de sodio (7,5g/L) y finalmente se llevaron
a una incubadora a 27°C por 24h. Al término del tiempo mencionado los
huevos fueron sometidos a una fuerte aireacion hasta su eclosion a
temperatura ambiente (19°C — 25°C), dos dias después de dar inicio la
fase de aireacion. Los nauplios del Il estadio con 24 h. de haber
eclosionado, se utilizaron en la prueba de toxicidad aguda, fueron
seleccionados al diferenciar la perforacién anal que esta ausente en el
nauplio | y la ausencia del sistema digestivo lineal que se encuentra en
el nauplio lll (lannacone y Maguifia 2000; Carballo,et al., 2003 lannacone

et al., 2016).

4.5Ensayo de toxicidad aguda

Siguiendo el protocolo de la EPA (2018) para el ensayo con D. magna, cada
test fue llevado a cabo con seis concentraciones que descendian
geométricamente desde la concentracion mas alta (100% = 2 colillas de
cigarro/L) a razén de 0,75 y un control negativo, con cuatro replicas. Los
neonatos de D. magna, con menos de 24 h de haber nacido, se incorporaron
en cada recipiente del ensayo, fueron 10 por cada recipiente de 25 mL de
solucién por un tiempo de 48 h. Para evitar la variacion de la concentraciéon
de los contaminantes provenientes de las colillas se coloco un film en la
superficie para evitar la evaporacion del agua. El pH, la Temperatura, la
conductividad y el contenido de oxigeno disuelto se registraron en la udltima
repeticion de cada concentracion al inicio (0 h.) y al final (48 h) del ensayo
(tabla 2). Se uso la carencia de movilidad o la ausencia de ritmo cardiaco

como criterios de mortalidad. Antes de efectuar las lecturas se agito los
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envases para estimular a la D. magna y responda con movimientos en caso
se hayan depositado en el fondo. Los ensayos fueron considerados validos
cuando la mortalidad en el control negativo no superara el 10% (Castillo,

2004; Persoone et al. 2009; Torres y Quintero, 2010).

Para el Ensayo con A. franciscana la prueba siguié el procedimiento de
lannacone y Maguifia (2000) y lannacone et al. (2016), considerando
recomendaciones de Vanhaecke y Persoone (1984), el cual consiste en dejar
pasar 18 h después de la eclosion de los quistes, para su posterior uso en el
ensayo. Al pasar el tiempo que se menciond anteriormente se colocaran 10
de los nauplios del Il estadio (el volumen que contengan las pipetas que
trasladan los nauplios no debe exceder los 0,05 ml) en recipientes de 25 mL
de cada una de las 5 concentraciones, las cuales descendian
geométricamente desde la concentracidon mas alta (100% = 16 colillas de
cigarro/L) a razon de 0.5, y un control negativo, los cuales contaran con
cuatro réplicas. A las 24 h de exposicién se contara el numero de larvas
muertas en cada una de las diluciones. Los ensayos seran considerados

validos cuando la mortalidad en el control negativo no sea mayor al 10%.

4.6 Procesamiento Estadistico de datos

Para los test de la D. magna y A. franciscana, los valores de las CLso y sus
limites de referencia con 95% de confianza se determinaron por medio del
programa Toxicity Relationship Analysis Program (TRAP), que utiliza el
método numérico Newton Raphson (EPA, 2016). Con el programa PAST se
determiné el NOEC y el LOEC, identificando las diferencias significativas

entre los tratamientos, para cada especie, aplicando el método de Kruskal-
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Walllis y posteriormente el método Mann-Withney para los tratamientos con

diferencias significativas (Hammer et al, 2001).

4.7Evaluacion del Riesgo Ambiental

Para determinar el riesgo ambiental aproximado se siguid las
recomendaciones del Programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente y el Programa Internacional sobre seguridad Quimica (1999),

donde se determinan 3 componentes:

a. Evaluacién de larelacién concentracion efecto (PNEC)

Que es la concentracion sobre la cual el las sustancias podrian causar un
dafo al ambiente. Este se suele determinar a través de la concentracion letal
media (CLso), la concentra maxima en la que no observan efectos (NOEC) o
la concentra minima en la cual se observan efectos (LOEC), a los cuales se
les aplicara un factor de evaluacion. Este factor de evaluacion fue de 1000 y
se aplicé a la CLsode la D. magna y de la A. franciscana (UNEP y ICPS,
1999). Se estimé la cantidad de nicotina que se pudo lixiviar en el medio;
para esto, se consider6 que una colilla de cigarro, sin tabaco remanente,
puede lixiviar 0,22 mg/g de nicotina, mientras que el tabaco remanente
puede lixiviar entre el 81% y 95% del contenido total de nicotina. El contenido
total de nicotina se consider6 como el 1.5% del peso seco del tabaco, segun
la concentracion media de las 20 marcas con mayor participacion en el

mercado de los Estados Unidos (Kozlowski et al, 1998; Green et al ,2014).
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b. Evaluacién de la exposicion (PEC)

Que es la concentracion que se estima en el ambiente, puede ser tomado
del ambiente o puede ser calculado inicialmente de documentos elaborados
por parte de la industria o cifras obtenidas de otras organizaciones e
investigaciones. El presente estudio hizo uso de esta ultima fuente de

informacion (UNEP y ICPS, 1999).

c. Caracterizacion del Riesgo

La caracterizacion del riesgo involucra las evaluaciones de exposicion (PEC)
y las evaluaciones de concentracion — Efecto (PNEC). Si la PEC es mayor a
la PNEC o la relacion PEC/PNEC > 1, significaria que la sustancia puede

generar riesgos de dafio al ambiente (UNEP y ICPS, 1999).

V. RESULTADOS

5.1. Determinacion de parametros de control y validacién de los test

En el medio de agua dura reconstituida, los tratamientos, a las 0 h, iniciaron con
una concentracion superior a los 7.68 ppm; sin embargo, al finalizar el ensayo, a
las 48 h, se evidencio una reduccion en la concentracion de oxigeno; siendo el
control la que mayor reduccion mostro al finalizar con una concentracion de 6.2
ppm (Tabla 4). En los tratamientos para la D. magna, la reduccion de la
concentracion de oxigeno es menor, mientras se aumente la concentracion de

colillas de cigarro (Tabla 4). En el medio salino los tratamientos, a las O h, iniciaron
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con una concentracion superior a los 7.72 ppm; sin embargo, al finalizar el ensayo,
a las 24 h, se evidencio una reduccion en la concentracion de oxigeno, siendo el
control la que mayor reduccion mostro al finalizar con una concentracion de 6.9
ppm (Tabla 5). En los tratamientos para la A. franciscana, el comportamiento de
la concentracion del oxigeno es similar al de la D. magna, mientras se aumente la
concentracion de colillas de cigarro, la reduccion de la concentracion de oxigeno

es menor (Tabla 5).

Tabla 4. Parametros fisicos y quimicos de los distintos tratamientos con colillas de

cigarro en agua dura reconstituida para el ensayo con Daphnia magna

Oxigeno Disuelto

pH Temperatura (°C) (ppm)

Oh 48 h Oh 48 h Oh 48 h
control 7.39 7.39 22 22 7.73 6.2
23.68 6.95 6.94 22 22 7.65 6.4
31.64 6.93 6.95 22 22 7.68 6.37
42.188 6.89 6.88 22 22 7.72 6.7
56.26 6.89 6.89 22 22 7.68 6.75
75 6.88 6.89 22 22 7.7 7.21
100 6.87 6.88 22 22 7.7 7.67
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Tabla 5. Parametros fisicos y quimicos de los distintos tratamientos con colillas de

cigarro en agua de mar declorada para el ensayo con Artemia franciscana

Oxigeno Disuelto

H Temperatura (°C
p p (°C) (ppm)
Oh 24 h Oh 24 h Oh 24 h
control 7.81 22 22 7.72 6.9
6.25 7.9 79 22 22 7.72 6.88
12.5 7.8 7.8 22 22 7.72 7.4
25 75 7.7 22 22 7.72 7.3
50 75 75 22 22 7.74 7.2
100 7.2 7.2 22 22 7.72 7.6

5.2. Ensayos de toxicidad aguda

El valor de la CL50 para la D. magna fue de 64.72% (1.29 Colillas/L) y el obtenido
por la A. franciscana fue de 26.67% (4.27 Colillas/L), siendo este ultimo 0.3 veces
menos sensible a los lixiviados de las colillas de cigarro (Tabla 6 y 7). El valor del
NOEC y LOEC para la D. magna es de 42.19% (0.84 Colillas/L) y 56.25% (1.12
Colillas/L), respectivamente, y para la A. franciscana es de 12.5% (2 Colillas/L) y
25% (4 Colillas/L), mostrando a la D. magna como la especie que muestra mayor
sensibilidad a bajas concentraciones (Tabla6y 7).

Tabla 6. Efecto de los lixiviados de colillas de cigarro sobre Daphnia magna y Artemia

franciscana a las 48 h'y 24 h, respectivamente en porcentaje de supervivencia.

Daphnia magna Artemia franciscana
Tratamiento | % Supervivencia Sig. Tratamiento | % supervivencia Sig.
48 h 24 h
0 100 a 0% 100 a
23.68 97.5 a 6.25% 97.5 a
31.64 95 a 12.50% 92.5 a
42.19 90 ab 25% 35 b
56.25 52.5 bc 50% 5 cd
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75 325 c 100% 0 d
100 0 d
ClLso 64.72% ClLso 26.67%
LOEC 56.25% LOEC 25%
NOEC 42.19% NOEC 12.5%
CLso 1.29 +0.09 CLso 4.27 +0.53
(Calillas/L) (Calillas/L)
CLso (mg/L) 449.7 £31.9 CLso (g/L) 1482.54 +185.28
NOEC 0.84 NOEC 2
(Colillas/L) (Colillas/L)
NOEC (mg/L) 293.16 NOEC (g/L) 694.9
LOEC 1.12 LOEC 4
(Colillas/L) (Colillas/L)
LOEC (mg/L) 389.14 LOEC (g/L) 1389.8

SIG: significancia. Letras iguales en sentido vertical sefiala promedios estadisticamente iguales

Effect “aridle

0 20 40 &0 &0 100 120
Exposure Variable

Figura 1. Toxicidad aguda de los lixiviados de las colillas de cigarro sobre la
Daphnia magna después de 48 horas de exposicion
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Figura 2. Toxicidad aguda de los lixiviados de las colillas de cigarro sobre la
Artemia franciscana después de 24 h de exposicion

Al comparar las CLso, en colillas/L, de las colillas de cigarro obtenidas de diferentes
estudios llevados a cabo hasta el momento, se puede apreciar que, en cuerpos
de agua dulce, la D. magna del presente estudio es el organismo que presenta la
menor sensibilidad a las colillas de cigarro (siendo hasta 7 veces menos sensible
en un caso) y, con respecto a los cuerpos de agua marina, la A. franciscana del
presente estudio también es el organismo que presenta la menor sensibilidad a

las colillas de cigarro (siendo hasta 7 veces menos sensible en un caso) (Table

7).

Tabla 7. Potencial de toxicidad de los lixiviados de colillas de cigarro en otros

organismos.
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Especies Autores CLso de Colillas de ciggarro
fumadas con tabaco
remanente (colillas/L)

Vibrio Fischeri (Beijerinck 1889) Micevska et al (2006) 0.582
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) Dieng et al. (2013) 1-3
Artemia franciscana (Kellog, Marco Liza 4.267
1906)
Daphnia magna (Straus, 1820) Resgister (2000) 0.18
Daphnia magna (Straus, 1820) Marco Liza 1.294
Ceriodaphnia cf. Dubia Micevska et al (2006) 0.04417
Atherinops affinis (Ayres, 1860) Slaughter (2010) 1.1
Pimephales promelas Slaughter (2010) 1.1
(Rafinesque, 1820)
Xenopus leavis (Daudin, 1802) Parker y Rayburn 1.14
(2017)

Se observa una mayor resistencia de la A. franciscana al observarse una
concentracion letal media (CLso) 3 veces superior que la concentracion letal media
(CL50) de la poblacién de D. magna. La concentracién de nicotina y colillas de
cigarro en la cual se empieza a ver efectos en la A. franciscana (LOEC) supera 3
veces la concentracion que causa el 50% de las muertes en la poblacion de D.
magna. A la concentracion de nicotina y colillas de cigarro en la cual se empiezan
a observar muertes en la D. magna (LOEC) no supera la concentracion mas alta

en la cual no se observan efectos en la A. franciscana (NOEC).

Tabla 8. Cantidad de masa y nicotina lixiviada de colillas de cigarro en la CLsp, NOEC y

LOEC de Artemia franciscana y Daphnia magna.

Masa de Masa de Masa de filtro  Nicotina total
colillas de tabaco sin tabaco lixiviada
(mg/L)
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cigarro remanente remanente
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Ensayo de D. 449.7 212.2 237.5 2.85
magna (CLs0)
Ensayo de D. 293.16 138.33 154.83 1.86
magna (NOEC)
Ensayo de D. 389.14 183.62 205.52 2.47
magna (LOEC)
Ensayo de 1482.54 699.57 782.98 9.4
A.franciscana
(CL50)
Ensayo de 694.9 327.9 367 4.40
A.franciscana
(NOEC)
Ensayo de 1389.81 655.81 734 8.81
A.franciscana
(LOEC)

5.3. Determinacion del PNEC (Evaluacion de la relacion

Concentracion Efecto)

Para el bioensayo de D. magna y utilizando la CL50 obtenida, se obtuvo un PNEC
de 1.29 x 102 colillas/L (0.45 xmg/L) y para la A. franciscana se obtuvo un PNEC
de 4.27 x 103 colillas/L (1.48 x mg/L). Respecto a la concentraciéon de nicotina
proveniente de la CL50 de la D. magnay A. franciscana, el PNEC tendria un valor

de 2.85 x 10-3 mg/L y 9.40 x 10-3 mg/L, respectivamente.

Por otro lado, para el bioensayo de D. magna y utilizando el NOEC obtenido, se
obtuvo un PNEC de 0.84 x 102 colillas/L (0.3 x mg/L) y para la A. franciscana se

obtuvo un PNEC de 2 x 10-3colillas/L (0.69 x mg/L). Respecto a la concentracion
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de nicotina proveniente del NOEC de la D. magna y A. franciscana, el PNEC

tendria un valor de 1.86 x 10-3 mg/L y 4.4 x 10-3 mg/L, respectivamente.

Para poder realizar la tesis, el principal inconveniente que se encontré fue la
escasa informacién a nivel nacional e internacional sobre ensayos biologicos, con
organismos de cuerpos de agua de mar y cuerpos de agua dulce, que determinen
los efectos agudos o cronicos de la exposicion a los lixiviados de las colillas de
cigarro y la metodologia a seguir con las colillas de cigarro. Solo se encontré una
fuente de informacidn sobre la caracterizacion de residuos en las orillas de rios y
el mar, proveniente de la iniciativa “HAZla por tu playa”. No se encontro
informacion sobre concentracién de nicotina en cuerpos de agua, que si tienen
otros paises. Tampoco se encontro limites de la concentracion de nicotina en

cuerpos de agua ni en residuos.

VI. DISCUSION

La disminucién del oxigeno disuelto en los ensayos no fue menor a los 6 ppm en
el control ni en los tratamientos de la D. magna y A. franciscana, por lo que se
cumple con la condicion establecida en sus respectivos protocolos. De igual
forma, la supervivencia en el control de ambos ensayos fue de 100%, por lo que
los resultados obtenidos son validos (Vanhaecke y Persoone, 1984; lannacone y
Maguifia, 2000; Castillo, 2004; Persoone et al., 2009; Torres y Quintero, 2010;

lannacone et al., 2016;)

La nicotina es una sustancia quimica antiherbivoro, derivado de la planta de
tabaco y que tiende a liberarse en mayores cantidades en medios salinos por su
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alta dureza (Slaughter, 2010). Tanto la D. magna, cuyo medio es el agua dulce,
como la A. franciscana, cuyo medio es el agua marina, son en gran parte
herbivoros y detrivoros por lo que su gran susceptibilidad a la nicotina proveniente
de las colillas de cigarro deberia ser similar en ambas especies o0 en todo caso
mayor en la A. franciscana por estar en un medio salino; sin embargo, la
sensibilidad de la A. franciscana es mucho menor que el de la D. magna. Segun
Pino y Lazo (2010), al comparar los ensayos biolégicos de la Daphnia spp. y A.
franciscana, la repetitividad y reproductividad de los ensayos son muy semejantes,
pero en el test de la A. franciscana se evidencia una menor sensibilidad a los
toxicos. Pudiendo explicar, en parte, la diferencia de las sensibilidades entre los

organismos del presente estudio.

Toxicidad de los lixiviados de la mezcla de colillas de cigarro en

la Artemia franciscana

A diferencia de la D. magna, en el caso de la A. franciscana, no se han encontrado
investigaciones con la misma especie en donde se determine el potencial de
toxicidad de las colillas de cigarro, por lo que los resultados del presente estudio
con esta especie no se podran comparar directamente con otra especie de
Artemia; Sin embargo, se comparara con otro estudio en donde se haya
identificado el potencial de toxicidad de los lixiviados de las colillas de cigarro en
la biota marina, como en Atherinops affinis. Al igual que en la D. magna, se
consideré que los factores de diferencia de género y especie, pueden estar
influyendo en la menor sensibilidad por parte de la A. franciscana (Warne et al,

2002; Micevska et al, 2006; Slaughter, 2011; Dieng et al., 2013; Parker y Rayburn,
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2017). Los cortes realizados a las colillas de cigarro simulan los dafios que podrian
sufrir las colillas de cigarro al ingresar al ambiente o a un relleno sanitario,
liberando asi mayor cantidad de contaminantes (Parker y Rayburn, 2017).

De todos los organismos en los que se han realizado bioensayos, entre ellos
peces, se puede observar que la A. franciscana es el organismo menos sensible
de todos. Al ser la A. franciscana un herbivoro y detrivoro, deberia presentar una
mayor sensibilidad al exponerlo a colillas de cigarro, a comparacion de los peces
(Slaughter, 2010); sin embargo, la A. franciscana en el presente estudio tiene una
resistencia mucho mayor frente a las especies de peces de otros trabajos. Esto
puede deberse a que los mismos tipos de cigarro utilizados para la D. magna
fueron utilizados para la A. franciscana y el mentol que contienen las “capsulas de
sabor” podrian estar inhibiendo la metabolizacién de la nicotina por parte de la A.
franciscana, a pesar de ser un medio salino (Benowit, Herrera y Jacob, 2004;

Alsharari et al, 2015; Parker y Rayburn, 2017).

Por otro lado, esta menor sensibilidad, respecto a la mortalidad, por parte de la D.
magna y A. franciscana al ser expuestas a los cigarros mentolados consumidos
en PerU, no deberia tomarse como un indicador que represente un menor dafio a
los ecosistemas acuaticos; ya que los efectos subletales, como teratogenocidad,
malformacion e inhibicion de crecimiento, pueden presentarse a menor
concentracion en los cigarros mentolados que en los cigarros no mentolados

(Parker y Rayburn, 2017).
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Toxicidad de los lixiviados de la mezcla de colillas de cigarro en

la Daphnia magna

Las diferencias entre nuestros resultados y la bibliografia citada, pueden
sustentarse en que los autores trabajaron con especies diferentes del género
Daphnia (D magna y C. Cf. dubia), organismos de género diferente (Pimephales
promelas), o niveles troficos distintos (Warne et al, 2002; Micevska et al, 2006;
Slaughter, 2011; Dieng et al., 2013; Parker y Rayburn, 2017); estas
investigaciones fueron consideradas en el analisis, debido a la escasa informacion

cientifica disponible sobre este tema.

Las causas de la toxicidad de las colillas de cigarro estan relacionadas a la
cantidad de particulas como el alquitran en la solucién, y a la cantidad de
sustancias organicas polares y apolares presentes (Micevska et al., 2006). La
concentracion del alquitran presenta una relacion directa con otras sustancias
como la nicotina y el etilfenol principalmente (Micevska et al., 2006), aunque se
descartan como la causa de la diferencia significativa con nuestros resultados, ya
gue no se utilizaron filtros de plancton, como lo reportado por la mayor parte de
los autores, debido a que se procuré generar un ambiente de condiciones

similares a las encontradas en la realidad.

La concentracion de la nicotina en las colillas de cigarro, principalmente en el
tabaco, tiene una relacion directamente proporcional con la respuesta de los
organismos (Ko4720nar, 1977; Micevska et al, 2006) y podria estar influenciando
en la menor sensibilidad de la D. magna frente a otros organismos; sin embargo,

las marcas de cigarro utilizadas en el presente estudio no han variado de forma
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significativa su contenido de nicotina y otras sustancias con gran participacion en
su toxicidad, por lo que es muy probable que hayan otras sustancias en los
tratamientos del presente trabajo que estén inhibiendo los téxicos, dando asi, la
impresion de una menor sensibilidad por parte de la D. magna (Kozlowski et al.,

1998; Loureiro et al, 2011; Green et al., 2014; Parker y Rayburn, 2017).

La aparente menor sensibilidad por parte de la D. magna frente a los otros
organismos de agua dulce de otros estudios, se puede deber a que los cigarros
utilizados en el presente estudio contenian “capsulas de sabor’ que fueron
introducidos a Estados unidos en el 2008 y en México en el 2011, por lo que se
estima que llegaron al Peru durante esos afios (Trasher et al, 2015). Estas
capsulas, segun Trasher et al (2015), contienen mentol con otros saborizantes de
uso frecuente en la industria del tabaco, como lo son los azucares, acetaldehido,
acido levulinico, clavo, entre otros. ElI mentol inhibe de forma significativa el
metabolismo de la nicotina por parte de la isoenzima CYP2A6 y, al menos en las
ratas y los humanos, esto evitaria la generaciéon de Cotinina, sutancia a la cual se
le podria atribuir la induccién a la adiccion y demas efectos del consumo de cigarro
(Benowit, Herrera y Jacob, 2004; Alsharari et al, 2015). Asi como en las ratas 'y en
los humanos el mentol, que contienen las “capsulas de sabor”, podria estar
interfiiendo en las vias de metabolizacién de la nicotina en la D. magna,
reduciendo de esta manera los efectos toxicos. Resultados similares se pudo
evidenciar en el trabajo de Parker y Rayburn (2017), en donde se concluye que
las colillas de cigarro no mentolados tenian un mayor potencial de toxicidad que
los cigarros mentolados; esto después de evidenciar que el X. Leavis empezaba
a mostrar sensibilidad por las colilas de cigarro no mentoladas en

concentraciones 3 veces menores de los que se evidenciaban en los cigarros
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mentolados. Para el caso del etilfenol y los metales, no se ha encontrado suficiente
evidencia que pueda indicar la inhibicién del etilfenol o la formacion de quelantes
con los metales, a causa del mentol y/u otras sustancias provenientes de las

“capsulas de sabor”.

Evaluacion del Riesgo Ambiental de las colillas de cigarro

consumidas en Peru

Para evaluar la exposicion de las colillas de cigarro en agua dulce (PEC), se utilizé
las observaciones y mediciones que se realizaron en campo por parte de distintos
investigadores alrededor del mundo. Solo se encontr6 un estudio cuyas
mediciones se hicieron utilizando la cantidad de colillas de cigarro como unidades
de medida de concentracibn en agua. Segun Montalvao et al (2019), La
concentracion real de colillas de cigarro en cuerpos de agua dulce cercanos a
Urutai, Brasil, podria aproximarse a 0.023 colillas/L y en el peor de los casos 0.23
colillas/L. Al caracterizar el riesgo (PEC/PNEC), se encontré una relacion de
17.7743, lo que significaria que las colillas de cigarro evaluadas en el presente
estudio, podrian generar dafio en el ambiente en Uruti, Brasil (UNEP y ICPS,

1999).

Por otro lado, en los demas estudios no se utilizo la cantidad de colillas de cigarro
como parametro de medicién, sino la concentracién de nicotina en los cuerpos de
agua. Para determinar el PEC en agua dulce, respecto a nicotina, se utilizaron las
mediciones que se realizaron en campo por parte de distintos investigadores
alrededor del mundo. En Madrid, Espafia se encontraron concentraciones de 1.9

x 102 mg L (Valcarcel et al., 2011); en agua subterranea de reino unido se
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encontré concentraciones de 8.1 x 102 mg L* (Stuart et al., 2011); en aguas
superficiales de Estados unidos se encontraron concentraciones desde 2.5 x 10+
mg L1 hasta 6 x 10* mg L (Benotti y Brownawell, 2007); en agua potable de 30
ciudades con concentraciones en promedio de 1.9 x 10°° mg/L (Boleda et al.,
2011); en Miami también se encontraron concentraciones cercana a 3 x 103 mg/L
(National Research Council, 1977) y en Alemania se estimé la concentracion de
nicotina en las escorrentias de agua dulce cercanas a 0.62 mg/L (Green et al

2014).

Al caracterizar el riesgo (PEC/PNEC) con el PNEC obtenido de la CL50, se
encontraron que las colillas de cigarro consumidas en Peru no generarian dafio a
los ecosistemas de agua dulce en todas las regiones en donde se han hecho
mediciones de nicotina, a excepcién de Reino Unido, Miami y Alemania, en donde
se determind relaciones de 2.93, 1.05 y 217, respectivamente; lo que significaria
que las colillas de cigarro consumidas en Peru podrian generar dafio a la aptitud
de los organismos vivos y la dinamica de las poblaciones que componen el
ecosistema acuatico (Montalvao et al, 2019). Por otro lado, si caracterizamos el
riesgo con el PNEC obtenido del NOEC, se encontrara que las colillas de cigarro
consumidas en Peru generarian dafio a los ecosistemas de agua dulce en todas

las regiones en donde se han hecho mediciones de nicotina.

No se pudo encontrar mediciones de nicotina en cuerpos de agua marina, por lo
gue no se pudo comparar el PNEC establecido para estos cuerpos de agua con
mediciones en otras regiones. Esto puede deberse a que estos tipos de residuos
son estudiados principalmente en cuerpos de agua dulce y pocos en ambientes

marinos (Araujo, 2019)
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Legislacion de productos que contengan nicotina.

En el actual reglamento de la Ley de Gestion Integral de Residuos sdlidos, y a
pesar de existir industrias relacionadas a productos de tabaco en el norte del Peru
(MINSA, 2001), no se contempla residuos que puedan contener concentraciones
de nicotina. Sin embargo, segun Green et al. (2014), en la Union Europea y en
Estados Unidos se consideran como peligrosos a los residuos que puedan
contener nicotina por su potencial de toxicidad para los organismos acuéticos. En
Estados Unidos se hace una exclusion de los cigarros electronicos, parches con
nicotina y cualquier otro producto que se vaya a comercializar por parte de la
industria del tabaco, hasta poder tener suficiente informacién toxicolégica que
sustente su inclusién (EPA, 2019). Por otro lado, la uniéon europea es menos
exigente e incluye a todos los residuos que contengan nicotina por encima 0.5
mg/g como peligrosos (Abdul y Amira, 2015; Green et al., 2015; Rebischung et al;
2018). Considerando los datos que brindaron Kozlowski et al. (1998) y Wright et
al. (2015), una de las colillas de cigarro que se utilizé en el presente estudio, con
1 cm de tabaco remanente, contendria, en promedio, mas de 7.012 mg/g de
nicotina, por lo que se consideraria como residuo peligroso en territorio europeo.
Este resultado concuerda con la conclusiébn de Rebischung et al. (2018), al
considerar que las colillas de cigarro deben ser clasificados como residuos
peligrosos, principalmente por su contenido de nicotina y los resultados obtenidos

hasta el momento en ensayos de toxicidad aguda.
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VII.  CONCLUSIONES

e El potencial de toxicidad de los lixiviados de la mezcla de las colillas de
cigarro, de las cuatro marcas méas consumidas en el Peru, para causar la
muerte del 50% de la poblacion de D. magna en un tiempo de exposicion

de 48h es de 1.29 + 0.09 colillas/L (449.7 + 31.9 mg/L)

¢ El potencial de toxicidad de los lixiviados de la mezcla de las colillas de
cigarro, de las cuatro marcas mas consumidas en el Peru, para causar la
muerte del 50% de la poblacion de A. franciscana en un tiempo de

exposicion de 24h es de 4.27 + 0.53 colillas/L (1482.54 + 185.28 mg/L)

e El experimento realizado con ambos organismos revela que los quimicos
en las colillas de cigarro pueden ser toxicos para organismos que ocupan
un lugar critico en comunidades acuéticas, como la D. magna y la A.
franciscana, al estar presentes y sobrepasar la concentracién de 1.29 x
102 colillas/L (0.45 mg/L), en cuerpos de agua dulce, y 4.27 x 103
colillas/L (1.48 mg/L), en cuerpos de agua marina. También se estimo la
nicotina lixiviada de las colillas de cigarro y se determind que si su
concentracion sobrepasa los valores de 2.85 x 10-3 mg/L, en cuerpos de
agua dulce, y 9.40 x 10-3 mg/L, en cuerpos de agua marina, puede ser

toxico para los organismos que habitan dichos ambientes.
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Vill.  RECOMENDACIONES

e Para realizar ensayos biologicos, utilizar el peso de las colillas en vez de
usar la cantidad de unidades. Esto debido a que, en el caso de las colillas
de cigarro, se podré relacionar la cantidad de nicotina, u otra sustancia
que lixivie, encontrada en los ambientes acuaticos con la cantidad de
colillas en ese medio.

e Ultilizar el presente estudio como una de las bases para establecer limites
en la concentracion de nicotina en los residuos soélidos o en los cuerpos
de agua.

e Se recomienda realizar mas estudios que, junto con la informacion del
presente trabajo, permitan tener suficiente informacién toxicologica que
sustente su inclusion o exclusidbn de los residuos “Peligrosos” y
permanezca o no en la clasificacion “Residuos Sdlidos No
Aprovechables”, segun la Norma Técnica Peruana del cédigo de Colores
para el almacenamiento de residuos solidos, NTP 900.058.2019.

e Ultilizar la informacién del presente estudio como material para politicas
de concientizacion y el fomento de nuevas alternativas de reduccion,
segregacion, valorizacion y disposicion de estos residuos.

e Utilizar el cambio de comportamiento, u otro biomarcador, como
parametro a evaluar que indique el fin de los ensayos con los lixiviados de
las colillas de cigarro. De esta forma se podria determinar la magnitud de
los riesgos eco-toxicolégicos mas proximos a la realidad. Estos cambios
de comportamiento serian inducidos por las sustancias que contienen los

lixiviados de las colillas de cigarro.
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X.  ABREVIATURAS

CLso: Concentracion letal media.

CPB'’s: Colillas de cigarro, por su abreviatura en inglés (Cigarettes bultts).

mL: milésima parte de un (01) litro.

mg: milésima parte de un (01) gramo.
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NOEC: Concentracion maxima en la que no se observan efectos (por sus

siglas en ingles).

LOEC: Concentracion minima en la que se observan efectos (por sus

siglas en ingles).
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Anexo 1

Tabla 9. Prueba de Kruskal Wallis para la Daphnia magna
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H (chi2): 19.52
Hc (tie corrected):  21.16
p (same): 0.0007546

Existe, al menos, una diferencia significativa entre los tratamientos

Tabla 10. Prueba de U de Mann Whitney para la Daphnia magna

0% 23.68% |31.64% |42.19% |56.25% |75% 100%

0% 0.4533 | 0.4533 | 0.1859 | 0.03007 | 0.02021 | 0.01312
23.68% | 0.4533 1 0.505 0.04159 | 0.02558 | 0.01771
31.64% | 04533 |1 0.6198 | 0.08571 | 0.02558 | 0.01771
42.19% | 0.1859 | 0.505 0.6198 0.2076 | 0.02843 | 0.02021
56.25% | 0.03007 | 0.04159 | 0.08571 | 0.2076 0.0692 | 0.03007
75% 0.02021 | 0.02558 | 0.02558 | 0.02843 | 0.0692 0.02021
100% 0.01312 | 0.01771 | 0.01771 | 0.02021 | 0.03007 | 0.02021
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XIl. Anexo 2

Tabla 11. Prueba de Kruskal Wallis para la Artemia Franciscana

H (chi2): 19.52

Hc (tie corrected):  21.16

p (same): 0.0007546

Existe, al menos, una diferencia significativa entre los tratamientos

Tabla 12. Prueba U de Mann Whitney para la Artemia franciscana

0% 6.25% 12.5% 25% 50% 100%
0% 0.4533 0.1859 0.02107 0.01771 0.01312
6.25% 0.4533 0.505 0.02652 0.02284 0.01771
12.5% 0.1859 0.505 0.0294 0.02558 0.02021
25% 0.02107 0.02652 0.0294 0.03719 0.02107
50% 0.01771 0.02284 0.02558 0.03719 0.4533
100% 0.01312 0.01771 0.02021 0.02107 0.4533
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XIl.  Anexo 3

Tabla 13. Concentraciones de nutrientes del F/2 Algae FOOD Part Ay B

F/2 Algae Food Part A F/2 Algae Food Part A

Fe =0.82 % N =9.33%
Mn = 0.034 % P205=2.0%
Co =0.002 % Vitamina B1 = 0.07%
711 = 0.0037 % Vitamina 8012 = 0.0002
Yo
Cu =0.0017 % Biotina = 0.0002 %

Mo = 0.0009 % -
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XIV. Anexo 4

Tabla 14. Parametros del modelo de distribucion de los resultados de la Daphnia

magna
Estimacion  Estimacion Error Limite Limite

Inicial final Estdndar inferior superior
(95%) (95%)
CL50 65.590 64.721 2.307 60.120 69.323
Desv. 16.65 17.917 2.0975 14.588 23.288

Estdandar
YO 0.9750 0.9965 0.0088188 0.91119 1

Tabla 15. Parametros del modelo de distribucion de los resultados de la Artemia

franciscana

Estimacion  Estimacion Error Limite Limite
Inicial final Estdndar inferior superior
(95%) (95%)
CL50 36.638 26.668 1.6605 23.34 30.001
Desv. 22.729 11.87 1.3303 9.7416 15.198
Estdndar
YO 0.9875 0.9999 0.015418 0.69134 1
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XV. Anexo 5

Registro fotografico

Figura 3. Tratamientos con lixiviados de colillas de cigarro en Daphnia magna

42.19% : 100% 7%
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Figura 5. Cultivo de Chlorella sp. y nutrientes utilizados.

Figura 6. Recipientes de cultivo de Daphnia magna.
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Figura 7. Cultivo de la Daphnia magna
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