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1. INTRODUCCION

La intensificaciéon de la actividad industrial y tecnoldgica ha venido teniendo un
impulso en el desarrollo y uso de nanoparticulas de cobre (Cu-NPs) en multiples
aplicaciones, estas van desde la electronica hasta la biomedicina. Pero este avance también
plantea desafios ambientales, en especial en los ecosistemas de agua dulce, donde las
propiedades Unicas de las Cu-NPs pueden llegar a generar impactos ecoldgicos de una gran
escala, esto debido a su alta capacidad de interactuar con los componentes bioldgicos y
fisicoquimicos del medio ambiente, estas particulas de cobre pueden causar efectos
desfavorables que exceden los alcances de las evaluaciones ambientales tradicionales,

resaltando una necesidad de una comprensién mas profunda de sus implicancias ecoldgicas.

El riesgo ecoldgico asociado a las Cu-NPs se define como la probabilidad de que
estas particulas acten como agentes estresores y alteren la estructura y funcionalidad de los
ecosistemas acuaticos. el crustdceo Daphnia magna, una especie importante en las cadenas
tréficas de cuerpos de agua dulce, ha sido altamente vinculado como un organismo modelo
en estudios eco toxicoldgicos, esto debido a su sensibilidad a contaminantes, que lo convierte
en un bioindicador perfecto para evaluar los impactos agudos y cronicos de las Cu-NPs en el
ambiente acuético, estos estudios son importantes para identificar concentraciones peligrosas
que afectan la movilidad, reproduccion y bioacumulacion en esta especie, proporcionando

informacion para establecer niveles de exposicion seguros.

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar una evaluacién integral del riesgo
ecologico asociado a la exposicion a Cu-NPs en ecosistemas de agua dulce, la metodologia
propuesta combina mediciones experimentales con revisiones bibliogréaficas, incluyendo
tanto los efectos directos en Daphnia magna como las implicaciones mas amplias para la

biodiversidad.

2. HIPOTESISy OBJETIVOS
2.1 Hipotesis

La incorporacién de nanoparticulas de cobre (Cu-NPs) en el medio acuatico induce efectos

adversos en Daphnia magna que se manifiestan de forma dependiente de la concentracion.



Se prevé que debido a la alta toxicidad que tienen las Cu-NPs es posible que los niveles

ambientales de estas particulas tienen un alto riesgo ecolégico para los organismos acuaticos.

2.2 Objetivo general

Evaluar el riesgo ecoldgico de la presencia de nanoparticulas de cobre (Cu-NPs) en
ecosistemas de agua dulce, mediante la determinacion de sus efectos toxicos, agudos y
cronicos, sobre Daphnia magna.

2.3 Obijetivos especificos

e Determinar la concentracion letal media (LCso) de nanoparticulas de cobre que inhibe la
movilidad del 50 % de los neonatos de Daphnia magna tras 48 horas de exposicion.

e Establecer las concentraciones sin efecto observable (NOEC) y con efecto observable
minimo (LOEC) de nanoparticulas de cobre sobre la reproduccion de Daphnia magna en
un bioensayo cronico de 21 dias.

e Determinar el riesgo ecoldgico de la presencia de nanoparticulas de cobre en los

ecosistemas acuaticos.



3. MARCO TEORICO

Riesgo ecologico

La evaluacion de riesgo ecoldgico (ERE) puede ser definida como el proceso que
evalla la probabilidad de que se produzcan (o se estén produciendo) efectos ecoldgicos
contraproducentes, como resultado de la exposicion a uno o mas agentes factores que pongan
en estrés al ecosistema, producto del desarrollo de actividades humanas en los ecosistemas
(MMA,2014), en su abordaje se pretende realizar una determinacion de la probabilidad de
que un estresor genere 0 haya generado un efecto adverso sobre el ecosistema, asi como
establecer las medidas adecuadas para su control, a lo que se pretende llegar con este proceso
es el permitir a los gestores de riesgos identificar, priorizar y, en Gltima instancia, gestionar

los riesgos (Demetrio,2012).
Riesgo ecolodgico en cuerpos de agua dulce

Los cuerpos de agua dulce son comprendidos como concentraciones de agua con baja
salinidad (Torres Nifio & Manrique Sandoval, 2019). Estos cuerpos de agua ubicados en la
superficie terrestre y en algunas ocasiones del subsuelo incluyen dentro de su definicién a:
lagos, estanques, rios, arroyos, ciénagas, marismas, pantanos, humedales y manantiales, y su
importancia se centra en la sobrevivencia de distintos organismos. Es pilar fundamental del
ecosistema en el desarrollo de la vida, la energia y alimentacion (Horacio & Maria Laura,
2022), en el escenario actual y futuro de cambio climatico, la biodiversidad de ecosistemas
de agua dulce en Chile enfrenta amenazas sin precedentes y su conservacion depende

constantemente de la mantencion y manejo de sus cuencas hidrograficas (Habit et al.,2019).
Determinacién del riesgo ecolégico

C=CA/EC500 LC500 LOEC 0 NOEC

Contaminantes emergentes

Se logra definir como contaminantes emergentes a todas las sustancia quimicas que

logran bajo ciertas condiciones y caracteristicas crear contaminacion en el medio ambiente
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(Medran Rangel et al., 2023), y que ademas de esto sea dificultoso el poder ejecutar una
vigilancia o control de forma sisteméatica o programada (Aguinaga Martinez, 2023). Los
contaminantes emergentes, en su mayor proporcion, son compuestos quimicos que provienen
de origen industrial, farmacéuticos, pesticidas, formacion natural por la degradacién de otros
compuestos, concentraciones de hormonas, drogas, entre otros compuestos que con el tiempo

pueden ir aumentando esta lista de contaminantes emergentes.

Esto dicho en otras palabras, son sustancias de preocupacion emergente, que se
producen por actividades humanas que afectan sistemas o ecosistemas terrestres y/o
acuaticos y las intensidad en que se afectan dichos ecosistemas pueden ser variables (Montilla
et al., 2004), los contaminantes emergentes incluyen en la actualidad grandes desafios para
el manejo del agua y otros recursos naturales, ya que estos pueden tener efectos desfavorables

en la salud de los humanos, en la vida silvestre y en los ecosistemas acuaticos y terrestres.

El deber y desarrollo de las futuras lineas de investigacion deben focalizarse los
avances de la tecnologia en lograr mejorar los métodos de seguimiento y monitoreo ante la
presencia de estos elementos quimicos emergentes, que permitan desarrollar estrategias de
prevencion, manejo y regulacion para mitigar de forma efectiva posibles afecciones al medio
ambiente (Stilten et al., 2008).

Nanoparticulas

Las nanoparticulas son una gran clase de materiales que incluyen sustancias
particuladas que tienen una dimension inferior a 100 nm como minimo, dependiendo de la
forma general, estos materiales pueden ser 0D, 1D, 2D o 3D (Khan et al., 2019). Su
clasificacion se realiza segun su forma, tamafio y caracteristicas quimicas, estas incluyen:
nanoparticulas basadas en carbono, metal, ceramica, lipidos, semiconductores y poliméricas
(Altammar, 2023).

Las nanoparticulas basadas en metales estan formadas Unicamente por precursores
metalicos, estos corresponden a, cobre, plata, oro, zinc, aluminio, e hierro (Khan et al., 2019).
A continuacion, se presenta la siguiente tabla, la cual muestra algunas caracteristicas de las

nanoparticulas basadas en metales



Nanoparticula

Cobre

Plata

Zinc

Hierro
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Tabla 1: Caracteristicas de nanoparticulas basadas en metales

Tamano 6ptimo

1-100 nm

1-100 nn

1-100 nm

1-100 nm

Forma

Cubos, bastones,

tetraedro, esferas

Esférica, bastones,
triangulo, hexgonal,

flor

Estructura
hexagonal

policristalina

Esferas,

bastones

Toxicidad

Baja

Baja

Baja

Baja

Solubilidad

Minima a pH 9-11, aunque por encima
de un pH de 11, la solubilidad de CuO
aumenta debido a la formacion de
complejos con iones de hidroxido

Buena solubilidad en agua y

estabilidad coloidal a largo plazo

0,3-3,6 mg/L en medio acuoso

Insoluble en agua y soluciones

inorganicas
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Aluminio 1-100 nm Nanoesferas, Baja Insoluble en agua y soluble en
nanocubos acetona y etanol
Oro 1-100 nm Esférica, Baja Gran solubilidad en disolventes
triangulo, hexagono y organico
bastines

Nota: Adaptado de “A review on nanoparticles: characteristics, synthesis, applications, and challenges”, por Altammar (2023).



Aplicaciones de las nanoparticulas

Las aplicaciones de las nanoparticulas son varias, estas incluyen aplicaciones en la
industria del medioambiente, industria farmaceutica, industria alimentaria, industria electronica y

automotriz e industria de defensa (Altammar, 2023).

e Industria medioambiental: En esta industria, las nanoparticulas son efectuadas en
proceso de biorremediacion, sensores en el entorno y catalizadores en el medio ambiente
(Altammar, 2023).

e Industria farmacéutica: Las nanoparticulas tienen propiedades fisicas y quimicas
especiales debido a su pequefio tamafio, esto las convierte en factores interesantes para su
uso en algunas aplicaciones farmaceéuticas, las cuales incluyen: administracion de

farmacos, ingenieria de tejidos, antimicrobianos, etc. (Altammar, 2023).

e Industria agricola: estas al poseer una capacidad de alterar el sector agricola, las
nanoparticulas se utilizan en diversas razones, entre ellas: pesticidas y herbicidas,
fertilizantes, seguridad alimentaria, purificacion del agua, conservacion de alimentos y

fortificacion de alimentos (Altammar, 2023).

e Industria electrénica: Utilizadas en aplicaciones eléctricas como: tecnologia de
visualizacion y almacenamiento, procesamiento quimico, separacion y purificacion
(Altammar, 2023).

e Industria de defensa: Se pueden utilizar para realizar mejoras en la eficiencia y en el
rendimiento de las operaciones de procesamiento y sintesis de sustancias quimicas. Sus
potencias incluyen: sensores, recubrimientos protectores, armas, fabricacion y

almacenamiento de energia (Altammar, 2023).



Problemas ambientales asociados

La emision de nanoparticulas a base de metales comienza desde la produccion de materia
prima, la fabricacion del producto, el uso y la gestion de residuos. El aumento de la produccion de
esta, las cuales son liberadas al medio ambiente puede tener consecuencias toxicoldgicas graves
(Tabla 2). Ademas, la falta de conocimiento sobre las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas limita el desarrollo de enfoques sistematizados para el analisis de las nanoparticulas
en medios ambientales complejos. Al final del ciclo de vida del producto, es poco probable que
las nanoparticulas permanezcan ligados a los productos. La evidencia indica que las nanoparticulas
alcanzan aguas residuales, lodos de depuracion vy lixiviados de vertederos (Ameen et al., 2021)
mediante tres escenarios de emision: liberadas durante la produccion de productos y materias
primas habilitados para nanotecnologia, durante la aplicacion y después de la eliminacion de

productos que contienen nanoparticulas (Tolaymat et al., 2017).

Tabla 2: Efectos medioambientales de las nanoparticulas a base de metales

Tipo de Modelo Impacto en el medio
nanoparticula ambiente
ZnO Muestra de suelo y semillas de soja Estrés oxidativo, influencia

dependiente del tamafio de la
particula y la concentracion en
el rendimiento de las semillas

y peroxidacion lipidica

Agy CeO2 Especies acuaticas: Neonatos de Ambas particulas pueden
Daphnia magna, peces, carpa (Cyprius  ingresar al cuerpo después de

carpio) la ingestion
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Agy Fe203 Trifolium repens Reduccion de la biomasa, de
la adquisicion de nutrientes y

del contenido de glomalina

Cu Suelo cambisols Disminucién de actividad

enzimatica en cambios

Au Raton Fatiga, pérdida de apetito,
pérdida de peso, columna
torcida, pérdida de integridad

pulmonar

Nota: Adaptado de: “Impact of Metal-Based Nanoparticles on Cambisol Microbial
Functionality, Enzyme Activity, and Plant Growth”, por Kolesnikov et al. (2021), “Human and
environmental impacts of nanoparticles: a scoping review of the current literatura”, por Kumah
etal. (2023) y “Assessment of the In Vivo Toxicity of Gold Nanoparticles”, por Y. S. Chen et al.
(2009).

Estimaciones elaboradas en 2010, mencionan que, entre 260000 y 390000 toneladas de
materiales nanoestructurados, de los cuales entre el 63% - 91% terminaron en rellenos, mientras
que entre el 8%-28% terminaron en suelos y entre un 0,4%-7% terminaron en cuerpos de agua
(Medina et al., 2015).

Nanoparticulas de cobre

Las nanoparticulas de cobre son reconocidas por ser pequefias particulas de cobre con
dimensiones en el rango de la nanotecnologia, tamafios que van desde 1 a 100 nanometros, se
identifican por presentar propiedades distintas, si se realiza una comparacion con las mismas
particulas, pero de mayor tamafio en el cobre, estas nanoparticulas, tienen caracteristicas

bactericidas antimicrobianas que son capaces de poder eliminar microorganismos (Sanchez
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Sanhueza & Bello Toledo, 2018), esto ha llevado a la investigacién y aplicacion en diversas
situaciones por su amplio uso en diferentes materias de la ciencia, como; superficies, textiles,
medicina, cuidado personal y ambiental, electrénica, como la catalisis, y otros campos debido a su
mayor area superficial y propiedades electrdnicas Unicas asociadas con su tamafio nanométrico
(Guzmén Duxtan et al., 2020).

En algunas ocasiones, el uso de nanoparticulas tiene posibilidades de producir efectos
adversos para la salud y el medio ambiente, es por ello de la importancia de considerar fuentes de
investigacion que tomen consideraciéon de los comportamientos, propiedades, impactos, costos

beneficios, y del mayor uso que se le podria otorgar a las nanoparticulas de cobre.
Sintesis de nanoparticulas de cobre

La sintesis de nanoparticulas de cobre debe realizarse mediante un método apropiado, para
realizar esta sintesis existe una gran cantidad de métodos, entre estos se incluyen: sintesis fisica y
quimica y sintesis verde (mediada por extracto de plantas y frutas, bacterias y hongos y algas)
(Harishchandra et al., 2020).

Sintesis fisica y quimica

Los principales métodos implementados para la produccién a gran escala se realizan a
través de métodos fisicos (fresado mecanico, ablacion laser y pulverizacién catddica) y métodos
quimicos (estado solido, estado liquido, fase gaseosa, métodos bioldgicos y otros métodos), el
método Top-down es un método en el que el material a granel es el material inicial que se
cataboliza para volver mas pequefio el tamafio de la particula, el método mecanoquimico requiere
precursores de cobre, sales para la dilucién y como material de partida que se muelen en un molino

de bolas a temperatura ambiente, lo que da como resultado, nanoparticulas de 6xido de cobre (I1).
Sintesis verde

Es un método alterno, el cual es simple, rentable y reproducible, y que ademas de esto,

proporciona un producto estable, este es un método que no requiere alta energia, presion,

16



temperatura o productos quimicos tdxicos, ya que el enfoque ascendente para la sintesis verde es
similar al de la reduccion quimica de nanoparticulas, la diferencia es que el agente reductor

quimico se reemplaza con extractos de plantas, frutas, flores y algas (Harishchandra et al., 2020).
Sintesis mediada por extractos de plantas y frutas

Proceso que inicia con la mezcla de extractos naturales con una solucién de metal. con la
reduccion bioquimica de la sal se observa un cambio de color en la solucion que indica la sintesis

de nanoparticulas (Harishchandra et al., 2020).
Sintesis mediada por bacterias y hongos

Proceso que involucra algunos mecanismos por los cuales los microorganismos prosperan
para crecer con metales toxicos que pueden conducir a la sintesis de nanoparticulas como
subproducto del mecanismo de reduccién, debido a que estos microbios tienden a producir enzimas
que reducen el metal toxico asi se da un resultado de la formacion de nanoparticulas
(Harishchandra et al., 2020).

Sintesis mediada por algas

Estudio llamado como ficonanotecnologia, el cual consiste en la formacion extracelular de
nanoparticulas mediadas por algas, es un método econdémico, ecoldgico, energéticamente eficiente

y menos toxico para reducir las nanoparticulas metalicas (Harishchandra et al., 2020).
Toxicidad de nanoparticulas de cobre en el ambiente

Las emisiones antropogénicas de nanoparticulas de cobre incluyen relaves mineros,
fundiciones, fundiciones de hierro y combustion de fuentes incidentales, estas emisiones
incorporan la mayor parte del cobre elemental e idnico en el medio ambiente, existen dos fuentes
principales que se liberan al medio ambiente, estas corresponden a, el flujo de las plantas de
tratamiento de aguas residuales y los sistemas agricolas, los productos de cuidado personal que
contienen cobre se eliminan a través del proceso que debe de tener las aguas residuales y

alcantarillado también llamadas aguas servidas, donde algunas particulas se eliminan, pero otras
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vuelven a ingresar al suministro de agua potable, en la industria de la agricultura, las nanoparticulas
de cobre se utilizan como fertilizantes y pesticidas para controlar patdégenos debido a su capacidad
de unirse a la pared celular, estando adheridas a las paredes celulares, liberan iones e inducen la

aparicion de membranas permeables (Ameh & Sayes, 2019).

En un ambiente acuético, la toxicidad de las nanoparticulas difiere en un entorno de agua
de mar o agua dulce, esto debido a sus propiedades fisicoquimicas, las aguas de mar tienen una
alta alcalinidad y una gran fuerza iénica, Ademas de esto, también contienen diversas materias
organicas naturales y coloides. Se pueden esperar altas concentraciones de materia organica en la
zona costera. Las nanoparticulas agregadas pueden hundirse hasta el fondo del océano debido a
que el peso especifico es mayor que el del agua, posteriormente estas podrian acumularse en las
microcapas superficiales de los océanos. Los animales marinos y los organismos acuéaticos que
viven en la microcapa superficial estan expuestos a las nanoparticulas. Con el tiempo, también se
acumulan en el sedimento y se exponen a los organismos que viven en el sedimento. La alta fuerza
i6nica en el agua de mar provocara un aumento en la agregacion, en comparacion con el agua dulce
(Akalin, 2021)

Mecanismo de accion

Las nanoparticulas pueden causar un dafio fisico a los humanos y a los animales, como
blogueo de intestinos, alteracion de la alimentacién y producir efectos téxicos, cuando se ingieren,
pueden interactuar con macromoléculas biolégicas e interferir en el proceso normal de transmisién
de sefiales de membrana, e incluso pueden provocar nanoagujeros en la membrana celular o
bloquear canales i6nicos en la membrana celular, afectando la absorcidn de nutrientes y la salida

de excrementos (Hu et al., 2017).

Al cambiar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de cobre se puede cambiar
la respuesta tdxica de estas (Ameh & Sayes, 2019), algunos mecanismos de toxicidad consisten
en: estrés oxidativo, dafio al ADN, peroxidacion lipidica, dafio a la membrana, dafio mitocondrial,
posible lixiviacion de iones meta y disolucion (Crisan et al., 2021). La generacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y el estrés oxidativo son mecanismos toxicologicos que también son
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comunes para el dafio celular generado por las nanoparticulas. Pequefias cantidades de
nanoparticulas de cobre pueden generar grandes cantidades de ROS como 0%, OH y H,0,. Una
vez que las nanoparticulas de cobre ingresan a las mitocondrias, desencadenan la perturbacion de
la membrana y la generacion de ROS. Las nanoparticulas de cobre que ingresan al acido nucleico

pueden liberar mas Cu?* que provoca dafio oxidativo y dafio al ADN (Crisan et al., 2021).
Daphnia Magna y Hormesis.

Se debe comprender que la Daphnia magna, es un crustaceo plancténico de agua dulce.
Clasificado como un organismo fundamental en los ecosistemas acuaticos, debido a su importante
rol en el ciclo alimenticio de organismos superiores (Capaul & Ebert, 2003). Se comprende su
taxonomia como: Reino; Animalia, Filo; Arthropoda, Subfilo; Crustacea, Clase; Branchiopoda,
Orden; Diplostraca, Suborden; Cladocera, Familia; Daphniidae, Género; Daphnia, Especie; D.
magna (Zhang & Tan, 2023). Su tipo de reproduccion es mediante un proceso llamado

partenogénesis (Zarria-Romero et al., 2023), que es una forma de reproduccion asexual.

En la partenogénesis, las hembras producen descendencia sin necesidad de fertilizacion por
parte de los machos. En concepto simple, la reproduccion de los 6vulos no fertilizados por medio
de este proceso, los embriones son viables y pueden convertirse en individuos completamente
formados. Sus condiciones ambientales deben comprender caracteristicas puntuales como la
temperatura, la reproduccién de daphnia magna se reconoce por la influencia de temperaturas
calidas las que generalmente promueven su desarrollo y una aceleracién en la reproduccion,
mientras que en bajas temperaturas se ve relentecido el proceso reproductivo (Sanchez et al.,
1998).

Se entiende por hormésis de daphnia magna al fendmeno biologico en el cual la exposicion
a un agente toxico resulta en beneficio o con una serie de respuestas adaptativas positivas en dicho
organismo realizados por la daphna magna, al mismo tiempo, se comprnde que a niveles mas altos
de exposicion logran ser resultados negativos (Stanley et al., 2013). La daphnia magna, que es un
pequefio crustaceo acuatico, la hormesis hace referencia a situaciones en las que la exposicion a

bajos niveles de las sustancias toxicas podrian tener efectos positivos sobre su salud, reproduccion
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0 resistencia a futuros estresores o la evaluacion de factores negativos dependiendo el tiempo de

la exposicién (Li & Tan, 2011).

Nanoparticulas de cobre en Daphnia Magna

(Tabla 3).

Tabla 3: Factores relacionados con la toxicidad de las nanoparticulas de cobre en Daphnia Magna

Autor

Xiao et al. (2018)

Xiao et al. (2018)

Xiao et al. (2018)

Adam et al. (2015)

Song et al. (2015)

Song et al. (2015)

Saif et al. (2016)

Factor Efecto

Ph A menor pH mayor

toxicidad y viceversa

Carbono organico disuelto Aumento de carbono
organico disuelto disminuye

toxicidad

Cationes de Cu Aumento de
concentraciones, aumenta

toxicidad

lones de Cu Toxicidad influenciada por

iones de Cu

Tamafio de Daphnia Magna Menor longitud, mayor
toxicidad de nanoparticulas

de Cu

Forma de nanoparticula Forma de baston causa

menor toxicidad

Tipo de sintesis La sintesis a partir de

extracto acuoso de hojas de
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Pterospermum acerifolium

es menos téxico

Nota: Adaptado de: “The chronic toxicity of CuO nanoparticles and copper salt to
Daphnia magna” , por Adam et al. (2015), “Impact of water chemistry on the particle-specific
toxicity of copper nanoparticles to Daphnia magna” ,por Xiao et al. (2018), “Assessing toxicity of
copper nanoparticles across five cladoceran species”, por Song et al. (2015) y “Plant Mediated
Green Synthesis of CuO Nanoparticles: Comparison of Toxicity of Engineered and Plant Mediated

CuO Nanoparticles towards Daphnia magna” por Saif et al. (2016).

Ademas de esto, las investigaciones encontradas apuntan a varios efectos en la interaccion
nanoparticulas de cobre y Daphnia Magna la cual varia segun el grado de exposicion. En la

siguiente tabla se observan algunos de ellos.

Tabla 4: Efecto agudo y crénico de nanoparticulas de cobre

Autor Tipo de exposicion Efecto
Adam et al. (2015) Crénica (1,04 mg Cu/L x 21 Alteracién de reproduccion
dias) y crecimiento
Wu et al. (2017) Cronica (0,07 y 0,15 mg Mayor mortalidad, menor
Cu/L x 14 dias) reproduccion
Sgrensen et al. (2016) Aguda (0,2 — 2y 20 mg Menor reproduccion,

Cu/L) por 1-2-3 horas inmovilidad



Nota: Elaboracion propia a partir de articulos citados.

Una particularidad importante de las concentraciones de las nanoparticulas de cobre, es
que concentraciones por debajo de 0,05 mg/L, se acumulan, mientras que en altas concentraciones
(mayores a 0,1 mg/L), las particulas en lugar de los iones, desempefian un papel dominante en el
proceso de acumulacién (Xiao et al., 2015), siendo estas nanoparticulas, mucho menos toxicas
para Daphnia magna en comparacion con iones disueltos (Arratia et al., 2019).

Bioacumulacion en Daphnia Magna

La bioacumulacion de nanoparticulas en Daphnia magna es importante para lograr
comprender sus efectos ecoldgicos, las particulas, al dispersarse y suspenderse en el agua, ingresan
a través de la boca, llegando al intestino tras formar agregados con coloides 0 microorganismos,
las nanoparticulas mas pequefias pegadas a la superficie de Daphnia magna también pueden
penetrar directamente en las células a través de la piel (Hu et al., 2017). En el caso de las
nanoparticulas de cobre, se han reportado niveles de bioacumulacién de 59,52 pg/g (Tao et al.,
2013), 439 pg/g y 641 pg/g (Fan et al., 2012).

Nanoparticulas durante la pandemia de COVID-19

Durante la pandemia de COVID-19, las nanoparticulas se destacaron como herramientas
de vital importancia para lograr abordar muchos de los desafios propuestos en la contencion del
virus, la proteccion de la salud publica y el tratamiento de la enfermedad, lascompara, como las de
cobre y plata, fueron las méas sobresalientes por su actividad antimicrobiana y antiviral, estas
particulas demostraron la capacidad de generar especies reactivas de oxigeno (ROS) y
desestabilizar membranas lipidicas, logrando inactivar microorganismos como el SARS-CoV-2
(Chircov et al., 2021). Debido al descubrimiento de estas propiedades, se incorporaron en
mascarillas, guantes, recubrimientos hospitalarios y sistemas de filtracion, logrando reducir la

posibilidad de propagacion del virus y mejorando los materiales preventivos.

En el ambito del diagnostico, las nanoparticulas potenciaron biosensores y pruebas rapidas,

incrementando la sensibilidad y precision en la deteccion del virus, esto permitid una identificacion

22



oportuna del SARS-CoV-2 y contribuy6 a contener su transmision (Zhu et al., 2021). Por otro
lado, en el &rea terapéutica, nanoparticulas como las de 6xido de cobre se investigaron como
vehiculos para liberar farmacos de manera dirigida y controlada, mostrando un gran potencial para

desarrollar tratamientos mas efectivos.
Bioensayos

Los bioensayos de toxicidad son experimentos biol6gicos enmarcados en un disefio
estructurado especifico de evaluacién para medir los efectos toxicos de sustancias quimicas o
agentes presentes en el ambiente de los organismos vivos (Ulloa Ewert, 2011), este tipo de ensayos
son utilizados especialmente en algunos tipos de evaluaciones las cuales buscan determinar la
seguridad ambiental y la salud humana (Rodriguez et al., 2022). Los bioensayos de toxicidad son
realizados en una variedad de organismos, desde microorganismos, plantas y especies mas dificiles
de analizar (R. Nelson & C.G. Couto, 2010).

Se entiende que los bioensayos de toxicidad son una parte importante de las evaluaciones
de riesgos ambientales, se observa la importancia de su proceso, ya que permiten medir diferentes
concentraciones de una sustancia, ademas de esto también se logra analizar el como afectan la
viabilidad, el crecimiento, la reproduccion y otros aspectos bioldgicos de los organismos en donde

son expuestos(Vera Delgado et al., 2016).

Desde su aplicacion, los bioensayos de toxicidad se llevan a cabo de diferentes formas y
niveles de organizacion biolégica, comenzando desde el nivel molecular hasta el nivel de
diferentes poblaciones (Angel Juarez-Maya et al., 2021). Los bioensayos de toxicidad permiten
evaluar los efectos a niveles celulares, en cambio otros tipos de bioensayos se han utilizado en
organismos enteros (Garcia-Alcalde et al., 2023). Elegir el tipo de organismo y los parametros con
que se realizara la medicion, dependen de los objetivos del estudio y también del tipo de sustancia
ala cual se le planea realizar la medicién (Stadler, 2009). Estos objetivos planteados en los ensayos
son importantes para entender los riesgos ambientales y poder identificar los limites de seguridad
para la exposicion a diferentes sustancias quimicas (Hernandez-Valencia et al., 2017). Ademas de

esto, los ensayos son principalmente usados para evaluar las distintas regulaciones y medidas de

23



control necesarias para proteger la salud, el ambiente y diferentes factores que pueden verse
interferidos por efectos toxicos (Vera Delgado et al., 2016).

Bioensayo de toxicidad aguda

El bioensayo de toxicidad aguda se define como un tipo especifico de investigacion que
utiliza organismos vivos para evaluar los efectos desfavorables de una sustancia en un corto
periodo de exposicion, este método permite determinar las concentraciones de una sustancia que
generan respuestas toxicas inmediatas, como letalidad o alteraciones fisioldgicas, en un organismo
modelo. (Diaz etal., 2021), la cual es disefiada para evaluar los efectos toxicos en periodos
inmediatos o también conocidos como momentos agudos de una sustancia quimica que tiene
proceso en un organismo vivo (Castafiedo et al., 2019). Este tipo de experimento es disefiado para
evaluar efectos adversos que ocurren en un lapso corto de tiempo después de la exposicién a una
sustancia tdxica, debe realizarse en un periodo breve y controlado, permitiendo identificar
respuestas inmediatas en el organismo expuesto. (Jeannette Silva et al., 2003). Mayormente este
tipo de bioensayo comprende una exposicion de un grupo de organismos en distintas
concentraciones de sustancias en observacion durante un periodo transitorio o agudo (Vivien
Pentreath et al., 2015). Los organismos normalmente utilizados en este tipo de ensayos varian
desde microorganismos, bacterias y algas hasta organismos mas complejos, como invertebrados
acuaticos o vertebrados pequefios, seleccionados en funcion de su sensibilidad a la sustancia a la
cual son expuestos y su representatividad ecoldgica. (Ramirez et al., 2009). Para ello, se debe
evaluar una amplia variedad de pardmetros biol6gicos, que se han descrito como la mortalidad, los
tipos de comportamientos, capacidad de reproduccion y variables propias de los organismos que

impacta la salud posterior a la exposicion(Gomez--Beltran et al., 2023).

Los bioensayos de toxicidad aguda son investigaciones disefiadas para evaluar los efectos
adversos rapidos provocados por una sustancia tras una Unica exposicion o, en algunos casos,
exposiciones periddicas de corta duracion, estos ensayos son importantes para lograr identificar y
analizar parametros de seguridad, permitiendo establecer limites de exposicion que garanticen la
proteccion de la salud humana y del medio ambiente, la relevancia de estos bioensayos radica en

su capacidad para responder a situaciones relacionadas con exposiciones quimicas, documentando
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y clasificando sustancias peligrosas, ademas de esto también facilitan la toma de decisiones
responsables y la implementacién de medidas rapidas que disminuyan riesgos potenciales y

mitigan consecuencias graves en escenarios criticos. (Alvarez Reyes et al., 2023).
Bioensayo de toxicidad aguda

Un bioensayo de toxicidad crdénica, como su nombre lo indica, es un tipo de
experimentacion bioldgica disefiado para evaluar las posibles consecuencias toxicas que pueden
generarse por la exposicion prolongada a una sustancia quimica en un organismo, este ensayo
permite analizar efectos acumulativos o de largo plazo, que podrian no ser evidentes en
exposiciones agudas. (Albizzi et al., 2021). A diferencia del concepto del bioensayo de toxicidad
aguda presentado anteriormente, los de exposicion crénica se centran en los efectos o impactos a
lo largo o durante todo el periodo prolongado de tiempo (Jara Miranda, 2021). Este tipo de
experimentacién expone a los organismos a bajas concentraciones de la sustancia durante un
periodo prolongado, que puede extenderse desde semanas hasta meses, esto permite evaluar los
efectos acumulativos y las posibles alteraciones bioldgicas que ocurren con el tiempo. (Pérez
Aragon et al., 2021), Al igual que lo presentado en los bioensayos agudos, se debe observar y
registrar diferentes variables y pardmetros biologicos durante el tiempo de exposicion;

crecimiento, reproduccion, longevidad y otras composiciones propias del organismo expuesto.

La importancia de este tipo de bioensayo es utilizado para comprender efectos
acumulativos y/o sumativos que ocurren en un periodo largo de exposicién a sustancias quimicas
en los organismos como también en los ecosistemas (Legator, 1983). Estos ensayos son
fundamentales para evaluar los riesgos potenciales que pueden surgir en la salud humana y el
medio ambiente debido a la exposicion continua a ciertas sustancias quimicas durante largos
periodos de tiempo, permiten identificar efectos acumulativos y cronicos que podrian pasar
desapercibidos en estudios de corto plazo. (Schultz & Kennedy, 1976). Al igual que los bioensayos
agudos, los bioensayos de toxicidad cronica permiten establecer limites de exposicion seguros y
aportan a la formulacion de las regulaciones para proteger la salud humana y ambiental. Estos

ensayos se llevan a cabo en diferentes formas y niveles troficos, utilizando organismos
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caracteristicos de la cadena alimentaria, esto es importante para comprender el como una sustancia

quimica puede afectar los ecosistemas y sus interacciones bioldgicas.
Bioensayo de toxicidad cronica

Un bioensayo de toxicidad crénica es un tipo de experimento bioldgico disefiado para
evaluar los efectos tdxicos de una sustancia quimica en un organismo durante un periodo
prolongado de exposicion (Albizzi etal., 2021). A diferencia del concepto del bioensayo de
toxicidad aguda presentado anteriormente, los de exposicion cronica se centran en los efectos o
impactos a lo largo o durante todo el periodo prolongado de tiempo(Jara Miranda, 2021). En este
tipo de experimentacion, los organismos son expuestos a bajas concentraciones de una sustancia
durante un periodo que puede variar desde semanas hasta meses (Pérez Aragon et al., 2021),
Durante este tiempo, se registran diversos parametros biolégicos como el crecimiento, la
reproduccion, la longevidad y otras caracteristicas especificas del organismo. Estos datos permiten

evaluar como la exposicién crénica afecta su bienestar y funcionamiento.

Estos ensayos son importantes para comprender los efectos acumulativos y sumativos de
la exposicidn prolongada a sustancias quimicas, tanto en los organismos individuales como en los
ecosistemas (Legator, 1983), estos ensayos y analisis son de gran utilidad para evaluar posibles
riesgos en la salud y en el medio ambiente que tenga posibilidades exposicidn continua a ciertas
sustancias quimicas por un largo tiempo (Schultz & Kennedy, 1976). Al igual que en los
bioensayos agudos, permiten determinar los limites de exposicién con margenes de seguridad y en
la formulacion de regulaciones para la salud, cabe resaltar que se debe mencionar que este tipo de
bioensayo son llevados en ejecucion de distintas formas y niveles troficos, empleando organismos
de la cadena alimentaria principalmente para comprender; codmo una sustancia puede afectar a los

ecosistemas.
4. MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 Preparacion de la solucion stock de nanoparticulas de cobre

Se utilizd una suspension comercial de nanoparticulas de cobre (Cu-NPs) identificada
como stock N°8, con una concentracion nominal de 256 mg/L. Para los bioensayos, se prepard una
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solucién base de 10 mg/L a partir del stock original. Para ello, se diluyeron 39 mL del stock en
961 mL de agua reconstituida (segun norma NCh2083.0f1999), obteniendo un volumen total de
1L

5.2 Preparacion de las concentraciones de exposicion

A partir de la solucion base (10 mg/L), se prepararon las concentraciones necesarias para
los bioensayos agudos y crénicos mediante diluciones seriadas con agua reconstituida. El agua
reconstituida se prepard segun la norma chilena NCh2083.0f1999, disolviendo los siguientes
reactivos en 1 L de agua destilada:

e NaHCOs: 2,59 g

e MgSO47H20:4,93 g
e KCI:0,23¢g

e CaCl2'2H20: 11,76 g

El pH final del medio fue ajustado a 7,8 £ 0,2 y el oxigeno disuelto se mantuvo por sobre
el 80 % de saturacion.

Bioensayo agudo:

Se establecieron cinco concentraciones de exposicion:

e 0,6 mg/L

e 0,3mg/L

e 0,15 mg/L
e 0,05 mg/L
e 0,025 mg/L

Ademas, se incluy6 un control negativo compuesto Gnicamente por agua reconstituida sin
nanoparticulas.

Bioensayo crénico:

Se prepararon cinco tratamientos a partir de diluciones volumétricas del stock original en
agua reconstituida:

e 6,25 % (25 mL stock en 400 mL)
e 12,59% (50 mL en 400 mL)

e 259% (100 mL en 400 mL)

e 50 % (200 mL en 400 mL)

e 100 % (400 mL en 400 mL)
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El control consisti6 en 400 mL de agua reconstituida mas alimento (microalgas
Selenastrum capricornutum y suplemento proteico).

5.3 Organismo modelo: Daphnia magna

Se utilizaron neonatos de Daphnia magna (Fig. 4), obtenidos de cultivos mantenidos en el
Laboratorio de Bioensayos del CREA. Los cultivos se realizaron segun los lineamientos de la
norma NCh2083.0f1999 y ISO 10706:2000. Los organismos se mantuvieron en agua
reconstituida, con renovacion del medio tres veces por semana y alimentacion diaria con
microalgas (S. capricornutum) y suplemento proteico (harina de pescado, levadura y alfalfa). Las
condiciones de cultivo fueron:

e Temperatura: 20+ 1 °C
e Fotoperiodo: 16 h luz / 8 h oscuridad
e Densidad maxima: 10 organismos por 100 mL

Solo se utilizaron neonatos menores de 24 horas de edad, seleccionados al inicio de cada
ensayo para garantizar homogeneidad bioldgica.

5.4 Bioensayo de toxicidad aguda

El bioensayo agudo se realizé siguiendo la norma NCh2083.0f1999. En cada tratamiento,
se introdujeron 20 neonatos de D. magna, distribuidos en cuatro réplicas (5 organismos por
recipiente de 10 mL), lo que garantiz6 una densidad de 5 neonatos por 10 mL. Los recipientes se
mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (20 + 1 °C) y fotoperiodo (16 h luz / 8 h
oscuridad) durante 48 horas, sin renovacion del medio ni alimentacion.

La inmovilidad (ausencia de movimiento de apéndices toracicos durante 15 segundos) se
registr6 a las 24 y 48 horas. Un organismo se considerd inmovil si no respondia a estimulos
mecanicos suaves. Los datos se utilizaron para calcular la concentracion letal media (LCso)
mediante el software Probit (version EPA 1993).

5.5 Bioensayo de toxicidad cronica

El bioensayo cronico se realizo de acuerdo con la norma ISO 10706:2000. Se utilizaron 10
réplicas por tratamiento, cada una con 1 neonato en 40 mL de medio de exposicion. El ensayo tuvo
una duracion de 21 dias, con renovacién del medio y alimentacion cada 48 horas.

La alimentacion consistio en:

e 2 mL de suspension de S. capricornutum (densidad: 1 x 10° células/mL)
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e 1 mL de suplemento proteico
Durante el ensayo, se registraron dia por medio:

e Supervivencia
e NuUmero de crias por hembra

Al finalizar, se calcularon las concentraciones NOEC (No Observed Effect Concentration)
y LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) mediante el test de Dunnett (o = 0,05),
comparando cada tratamiento con el control.

5.6 Caracterizacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas de cobre utilizadas fueron caracterizadas previamente mediante
microscopia electronica de transmision (TEM), confirmando un tamafio promedio inferior a 100
nm y morfologia esférica. La concentracion nominal del stock (256 mg/L) fue verificada mediante
espectrometria de absorcion atomica (AAS).

5.7 Analisis bibliogréafico de niveles ambientales

Para complementar los resultados experimentales, se realiz6 una revision sistematica de
literatura cientifica sobre la presencia ambiental de Cu-NPs. Se utilizaron los siguientes buscadores
académicos:

e Scopus

e Web of Science
e Google Scholar
e ScienceDirect
e PubMed

Las palabras clave empleadas en las busquedas fueron:

e ‘“‘copper nanoparticles environmental concentration”
e “CuNPs freshwater levels”

e “Daphnia magna copper nanoparticles toxicity”

e “LOEC NOEC copper nanoparticles”

Se priorizaron articulos publicados entre 2010 y 2024, en revistas indexadas, con enfoque
en agua dulce, sedimentos y efluentes de plantas de tratamiento. Los datos recolectados se
utilizaron para estimar el cociente de riesgo (RQ = concentracion ambiental / NOEC) y evaluar el
riesgo ecologico potencial.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacion del LCso de nanoparticulas de cobre en Daphnia magna.

Con el fin de evaluar la toxicidad aguda de las nanoparticulas de cobre (Cu-NPs), se realizo
un bioensayo de 48 h siguiendo la norma NCh2083.0f1999, utilizando neonatos de Daphnia
magna menores de 24 h de edad. Las concentraciones ensayadas fueron: 0,6; 0,3; 0,15; 0,05 y
0,025 mg/L, preparadas a partir de una solucién stock de Cu-NPs (256 mg/L).

La inmovilidad de los organismos fue registrada a las 24 y 48 h. Los datos obtenidos a las
48 h se procesaron mediante el software Probit (EPA, 1993) para calcular la concentracion letal
media (LCso), definida como la concentracion que provoca inmovilidad en el 50 % de la poblacion
expuesta.

El analisis arrojé un valor de LCsossn = 0,21 mg/L (ICes%: 0,17 — 0,26 mg/L). Este resultado
indica que concentraciones superiores a 0,21 mg/L generan efectos toxicos agudos significativos
en D. magna.

5.1.1 Procedimiento experimental

e Organismos utilizados:
En cada solucién se introdujeron 20 neonatos de Daphnia magna menores de 24
horas, distribuidos en cuatro recipientes. Esto garantizé una densidad méaxima de 5
neonatos por cada 10 mL de muestra.

e Almacenamiento y condiciones:
Los recipientes fueron colocados en un ambiente controlado con luz y temperatura
constantes.

e Conteos y registro:

> A las 24 horas, se contabiliz6 el nimero de neonatos inmoviles en cada recipiente
y se registraron los datos.

» Los recipientes fueron devueltos al ambiente controlado, y a las 48 horas se realizé

un segundo conteo para evaluar la inmovilidad de los organismos.
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5.1.2 Procesamiento de datos

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Probit, que permiti6 calcular el
LC50, es decir, la concentracion de la sustancia que causa inmovilidad en el 50 % de los

organismos expuestos en el bioensayo.

Figura 1 Estandar de cobre

100 nggf
| — |




100 nm

Figura 2. Solucion Stock de cobre
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Tabla 5 Concentracion letal media

Nanoparticulas Cu-NPs Ag-NPs ZnO-NPs TiO2-NPs

Concentraciéon LC50 210 pg/L 30 pg/L 760 po/L 4.500 pg/L
Nota: Elaboracion propia a partir de articulos citados.

5.2 Determinacion de concentraciones limites de nanoparticulas de cobre en

organismos expuestos (LOEC y NOEC)

Determinacion de NOEC y LOEC en el bioensayo cronico

En el bioensayo cronico (21 dias, norma ISO 10706:2000), se evalud el efecto de las Cu-
NPs sobre la reproduccion de D. magna. Se utilizaron seis tratamientos, expresados como
porcentaje de la solucién base (mg/L): 0 % (control), 6,25 %, 12,5 %, 25 %, 50 % y 100 %,
equivalentes a 0; 0,0975; 0,195; 0,39; 0,78 y 1,56 pg/L , respectivamente.

El parametro medido fue el nimero promedio de crias por hembra. Los datos se
compararon con el control mediante el test de Dunnett (oo = 0,05). Los resultados mostraron que:

e En el tratamiento de 50 % (mg/L), no se observaron diferencias estadisticamente
significativas respecto al control (valor t = 2,47; p > 0,05).

e En el tratamiento de 100% (mg/L), se detectd una reduccidén significativa en la
reproduccion (valor t = 2,97; p > 0,05).

Por lo tanto, se establecieron los siguientes umbrales:

e NOEC (Concentracion sin efecto observable): 50% (mg/L)
e LOEC (Concentracion con efecto observable minimo): 100 % ( mg/L)

Estos valores son fundamentales para la evaluacion del riesgo ecoldgico, ya que definen el
rango de concentracién en el que las Cu-NPs comienzan a afectar funciones vitales de D. magna.



Tabla 6 Concentraciones subletales

Nanoparticulas Cu-NPs Ag-NPs ZnO-NPs TiO2-NPs
Concentracion LOEC 1,56 pg/L 0,5 pg/L 125 pg/L 17,6 pg/L
Concentracion NOEC 0,78 ng/L 0,1 po/L 58 ug/L 8,8 ug/L

Nota: Elaboracion propia a partir de articulos citados.

Anélisis de los controles y promedio de efectos en el bioensayo crénico

En el desarrollo del bioensayo cronico, se realiz6 un analisis detallado de las
concentraciones de nanoparticulas de cobre y su impacto en los organismos expuestos, destacando
la importancia de los controles y los promedios de efectos obtenidos en cada nivel de toxicidad

cronica.

5.2.1 Configuracién experimental
Se establecieron cinco concentraciones de nanoparticulas de cobre, acompafiadas de un
control sin nanoparticulas, en un ambiente controlado y siguiendo la normativa 1SO 10706:2000.

Las concentraciones utilizadas fueron:

e 400 mL en 400 mL, 200 mL en 400 mL, 100 mL en 400 mL, 50 mL en 400 mL y
25 mL en 400 mL.
e EI control consistié Gnicamente en agua reconstituida con alimento para las

Daphnia magna.

5.2.2 Resultados y analisis REVISAR LA EDICION DE LOS RESULTADOS. HAY
MEZCLA DE NUMERACION

1. Control de Referencia:
e El control permiti6 establecer una linea base de comparacion, asegurando que los
efectos observados en los tratamientos con nanoparticulas de cobre fueran

atribuibles Gnicamente a la presencia de estas particulas.
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e El promedio de efectos en el control mostro valores consistentes y sin variaciones

significativas, confirmando la estabilidad de las condiciones experimentales.
2. Promedio de Efectos por Nivel de Toxicidad Cronica:

e Los niveles de toxicidad cronica se analizaron agrupando los datos segun las
concentraciones y observando el promedio de efectos (reproduccion) en las
Daphnia magna.

e Los valores se presentan en la tabla resumen adjunta, que incluye el promedio de
efectos y la desviacion estandar para cada nivel de toxicidad cronica.

3. Relacion entre Toxicidad y Efectos:

e Se observé una relacion dosis-respuesta, donde el aumento de la concentracion de
nanoparticulas incrementd los efectos adversos en los organismos.

e El control mostré un promedio minimo de efectos, mientras que las concentraciones

mas altas exhibieron mayores impactos en la reproduccién de los organismos.

Tabla 7: Resumen de datos de ensayo de toxicidad cronica.

Muestra =~ Agua de

dilucién
Control 0 400 41.8 5.05 25.51
6.25% 25 375 41.6 5.14 26.48 0.05
12.5% 50 350 40.2 11.7 136.62 0.44
25% 100 300 34.8 9.22 85.06 1.96
50% 200 200 33.0 6.23 38.88 247
100% 400 0 31.2 8.24 67.95 2,97

Fuente: Elaboracion propia
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Los datos de la tabla resumen incluyen tratamientos con diferentes concentraciones de

nanoparticulas, junto con los efectos promedio observados, la desviacion estandar (SD), la

varianza, y el valor t obtenido mediante el test de Dunnett. A continuacion, se presenta un analisis

detallado:

1. Control (0%)

Volumen de muestra: 0 mL (sin nanoparticulas).
Promedio de efectos: 41.8.

Desviacion estandar: 5.05 (baja variabilidad).
Varianza: 25.51.

Valor t: No aplica, ya que es el punto de referencia.

Los organismos no muestran efectos adversos en el control, y las respuestas son parecidas.

2. Tratamiento del 6.25%

Volumen de muestra: 25 mL.

Promedio de efectos: 41.6.

Desviacion estdndar: 5.14 (similar al control).
Varianza: 26.48.

Valor t: 0.05.

Los efectos observados son practicamente iguales al control, donde la variabilidad que se

muestra es baja y sin diferencias significativas (valor t cercano a 0).

3. Tratamiento del 12.5%

VVolumen de muestra: 50 mL.
Promedio de efectos: 40.2.
Desviacion estandar: 11.7 (incremento significativo en la variabilidad).

Varianza: 136.62 (la més alta de todas las concentraciones).
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Valor t: 0.44.

Se empieza a observar una ligera disminucion en el promedio de efectos, con un aumento

notable en la variabilidad. Esto indica que algunos organismos comienzan a ser afectados por las

nanoparticulas.

4. Tratamiento del 25%

Volumen de muestra: 100 mL.
Promedio de efectos: 34.8.
Desviacion estandar: 9.22.
Varianza: 85.06.

Valor t: 1.96.

Hay una disminucion méas pronunciada en el promedio de efectos, con una variabilidad

intermedia. El valor t indica una diferencia significativa respecto al control.

5. Tratamiento del 50%

VVolumen de muestra: 200 mL.

Promedio de efectos: 33.0.

Desviacion estandar: 6.23 (reduccion en la variabilidad).
Varianza: 38.88.

Valor t: 2.47.

La disminucion en el promedio de efectos continta, pero la variabilidad se reduce,

indicando respuestas mas consistentes entre los organismos.

Tratamiento del 100%

Volumen de muestra: 400 mL.

Promedio de efectos: 31.2.

Desviacion estandar: 8.24 (ligero incremento en la variabilidad).
Varianza: 67.95.



e Valort: 2.97.

El promedio de efectos es el mas bajo, indicando un impacto duro en los organismos, la
variabilidad aumenta ligeramente, pero las diferencias respecto al control son las mas significativas

(valor t més alto).
Concluyendo lo anteriormente hablado.
e Tendencia General:

Los datos muestran que a medida que aumenta la concentracion, el promedio de efectos en
los organismos disminuye, lo que indica una mayor toxicidad. Esto sugiere que las concentraciones

mas altas tienen un impacto mas severo en los organismos expuestos.
e Variabilidad:

La desviacion estandar alcanza sus valores mas altos en las concentraciones intermedias
(12.5% y 25%), lo que refleja una mayor heterogeneidad en las respuestas de los organismos. Esto
podria deberse a factores individuales o a variaciones en la sensibilidad bioldgica frente a esas

concentraciones.
e Significancia:

Los valores de t aumentan con la concentracion, siendo mas altos en el tratamiento de
100%, lo que confirma diferencias estadisticamente significativas en comparacién con el grupo

control.
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Figura 1 "Promedio de efectos vs Tratamiento". Fuente: Elaboracién propia
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Figura 2 "Valor t vs Tratamiento". Fuente: Elaboracion propia

5.2.3 Visualizacion de resultados

Se generd un gréafico de barras que ilustra el promedio de efectos en cada nivel de toxicidad
cronica, destacando las siguientes observaciones:

e Los niveles bajos de toxicidad (cercanos al control) mostraron minimos efectos
adversos.

e Las concentraciones mas altas presentaron un aumento progresivo en los efectos,

con margenes de error representados por la desviacion estandar.

6.3 Evaluacidn del riesgo ecoldgico

La evaluacion del riesgo ecologico en este estudio se limita a la determinacion de los
umbrales de toxicidad obtenidos experimentalmente en el laboratorio, tal como se establecio en
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los lineamientos de la investigacion. Este enfoque permite identificar las concentraciones criticas
que representan un peligro potencial para los organismos acuéticos, utilizando a Daphnia magna
como bioindicador.

El analisis se basa en los siguientes valores toxicologicos determinados en los bioensayos:

e Toxicidad Aguda (LCso): 210 pg/L.
e Toxicidad Cronica (NOEC): 0,78 ug/L.
e Toxicidad Cronica (LOEC): 1,56 pg/L.

Analisis de la toxicidad aguda El valor de LCso a las 48 horas de 0,21 mg/L indica que las
nanoparticulas de cobre presentan una alta toxicidad aguda para Daphnia magna. Este parametro
establece el limite de concentracidn por encima del cual se espera una mortalidad (o inmovilidad)
significativa inmediata (50 %) en la poblacion expuesta. Desde el punto de vista del riesgo
ecologico, este valor bajo sugiere que liberaciones puntuales de nanoparticulas, incluso en
pequefas cantidades, tienen el potencial de causar impactos letales rapidos en el zooplancton.

Anélisis de la toxicidad crénica En cuanto a la exposicion a largo plazo (21 dias), se
determind una Concentracion Sin Efecto Observable (NOEC) de 0,78 pg/L y una Concentracion
Minima con Efecto Observable (LOEC) de 1,56 pg/L. Estos valores definen el rango de seguridad
para la reproduccion de la especie. El hallazgo de que los efectos reproductivos adversos
(disminucion de crias) solo se manifiestan estadisticamente a partir de los 1,56 ug/L sugiere que,
bajo las condiciones especificas de este bioensayo cronico, Daphnia magna toler6 concentraciones
inferiores a las que resultaron letales en la fase aguda, un comportamiento que podria estar
asociado a factores de agregacion de las particulas o adaptacion fisioldgica durante la exposicion
prolongada.

El objetivo de este analisis es realizar una identificacion las concentraciones ambientales
de nanoparticulas de cobre (CuNPs) y establecer los valores de referencia LOEC y NOEC,
esenciales para la evaluacién del riesgo ecoldgico, este analisis resulta importante para determinar

el impacto potencial de estas particulas en ecosistemas acuaticos, terrestres y atmosféricos.
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Concentraciones ambientales de nanoparticulas de cobre
Las CuNPs estan presentes en diferentes compartimentos ambientales debido a su uso en

productos industriales, agricolas y de consumo. Las concentraciones mas reportadas son:

Agua residual tratada: Hasta 145 pg/L en efluentes cercanos a fuentes industriales, como
plantas de tratamiento de aguas residuales (Bauerlein et al., 2017).

Sedimentos: En ambientes acuaticos, las concentraciones oscilan entre 2 y 80 ug/kg,
dependiendo de la proximidad a fuentes emisoras (Garner et al., 2016).

Suelos agricolas: En suelos tratados con pesticidas y fertilizantes con CuNPs, se registran

niveles de 1 a 5 mg/kg, afectando el microbiota local (Gottschalk & Nowack, 2011).

Valores de referencia: LOEC y NOEC

La evaluacion del riesgo requiere comparar las concentraciones ambientales con los valores

de referencia:

LOEC: Entre 20 y 50 pg/L en sistemas acuaticos, donde se observan efectos en fitoplancton
y microfauna (B&uerlein et al., 2017).

NOEC: Entre 5 y 10 pg/L, niveles sin impactos significativos en organismos acuéticos
sensibles (Garner et al., 2016).

Métodos de Deteccion y Cuantificacion

Para medir y analizar las CuNPs, se utilizan técnicas avanzadas:

SP-ICP-MS: Detecta particulas individuales de 1-100 nm, ideal para medir CuNPs en agua
y sedimentos (Béuerlein et al., 2017).

SEM/EDX: Analiza la morfologia y composicion de CuNPs en sedimentos y suelos (Hao
et al., 2020).

Modelos predictivos como nanoFate: Simulan la acumulacién de nanoparticulas en
diferentes compartimentos ambientales, proporcionando estimaciones regionales (Garner
etal., 2016).
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Tabla 8 Concentraciones de nanoparticulas en agua dulce

CUADRO COMPARATIVO DE NANOPARTICULAS METALICAS

NANOPARTICULA RANGO TIPICO DE CONCENTRACION ESTIMADA
(PEC)
Plata (Ag-NPs) 0.1a10ng/L

Oxido de Zinc (ZnO-NPs)  1a500 ng/L
Dioxido de Titanio (TiO2- 1a20 pg/L
NPs)

Nota: Elaboracion propia a partir de articulos citados.

Evaluacidn de riesgo ecolégico

El riesgo ecoldgico se evalia mediante el indice de cociente de riesgo (RQ):

R _ ConcentracionAmbiental(CA)
Q= LOEC

e SiRQ>1: El riesgo es significativo y requiere intervencion.

e SiRQ<I: El riesgo es bajo o aceptable.
Ejemplo:

e Concentracién ambiental detectada: 145 pg/L.

e LOEC para especies acudticas sensibles: 1,56 pg/L.

145
RQ = = 92,95

1,56

Resultado: Riesgo significativo, justifica medidas de mitigacion.



Tabla 9 Riesgos Bioldgicos

Nanoparticulas Cu-NPs Ag-NPs ZnO-NPs  TiO2-NPs
Concentracion LOEC 156 pg/L 0,5 pg/L 125 pg/L 17,6 pg/L
Concentracién ambiental (CA) 145 pug/L 0,01 pg/L 0,5 pg/L 17,6 pg/L
Cociente de riesgo Q=CA/LOEC 92,94 0,02 0,004 1

Nota: Elaboracion propia a partir de articulos citados.

0. CONCLUSIONES

La presente investigacion permitio evaluar el riesgo ecoldgico de las nanoparticulas de

cobre (Cu-NPs) en ecosistemas de agua dulce utilizando a Daphnia magna como bioindicador. A

partir de los bioensayos realizados y los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente:

Alta toxicidad aguda: Se determiné que las nanoparticulas de cobre poseen una elevada
capacidad para inhibir la movilidad de Daphnia magna en exposiciones de corta duracion.
El valor de la Concentracion Letal Media (LCso) a las 48 horas fue de 210 pg/L, lo que
indica que concentraciones muy bajas de este contaminante son suficientes para afectar la
supervivencia de la mitad de la poblacién expuesta. Este hallazgo identifica a la mortalidad

aguda como el punto critico mas sensible en la evaluacion de riesgo de estas particulas.

Efectos cronicos sobre la reproduccion: En el bioensayo de 21 dias, se establecieron los
limites de toxicidad cronica sobre la capacidad reproductiva. Se determind una
Concentracion Sin Efecto Observable (NOEC) de 0,78 pg/L y una Concentracion Minima
con Efecto Observable (LOEC) de 1,56 pg/L. Estos resultados demuestran que, bajo las
condiciones experimentales de este estudio, Daphnia Magna mostré6 una tolerancia
reproductiva a concentraciones muy inferiores a las que resultan letales en la fase aguda,
observandose efectos adversos significativos en el bioensayo de mayor concentracion (100
%).

Confirmacion de la hipotesis: Se acepta la hipotesis planteada, ya que la exposicion a la

concentracion ambiental observada de Cu-NPs indujo efectos adversos en Daphnia Magna
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que se manifestaron de forma dependiente de la concentracion. Tal como se previd, las
nanoparticulas provocaron tanto toxicidad aguda (inmovilidad) como toxicidad cronica
(reduccion de la reproduccion en altas dosis), confirmando que su presencia constituye una
alta probabilidad de riesgo ecolégico para la estabilidad de los organismos en ecosistemas

de agua dulce.

Evaluacion del riesgo ecoldgico: La determinacion del riesgo ecoldgico, basada
exclusivamente en los datos experimentales obtenidos, sugiere que el peligro principal de
las Cu-NPs para Daphnia Magna radica tanto en su toxicidad letal inmediata (aguda), como
en sus efectos subletales reproductivos a concentraciones bajas. Mientras que el organismo
pudo mantener su reproduccidn en concentraciones de hasta 0,78 pg/L, la mortalidad aguda
ocurrio a niveles mucho mayores (210 pg/L). Por lo tanto, se deben tener en consideracion
ambos parametros para poder gestionar medidas de control para estas Cu-NPs y asi

garantizar la proteccion efectiva del ecosistema acuatico.
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