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RESUMEN

Se reseina el empleo de los ensayos de corta dura-
cion para la caracterizacion de los residuos orgéni-
cos, en especial de algunos de los métodos de eva-
luacién toxicoldgica, mutagénica, genotoxica y cito-
toxica (Vibrio fischeri, Salmonella typhimurium y
Allium cepa) que son empleados en la caracteriza-
cién de lixiviados de mezclas complejas ambienta-
les. Estos métodos forman parte, junto a otros bio-
ensayos, de la valoracién por identificacion toxicolo-
gica (VIT), que permite la valoracién de otros tipos
de efectos ecotoxicolégicos: a) inhibicién de la bio-
luminiscencia en Vibrio ficheri; b) tasa de germina-
cion y longitud de las raices en Lepidum sativum; c)
longitud de las raices en Allium cepa y Tradescantia
sp.; d) inhibicién de la movilidad en Daphnia magna;
y e) anormalidades en el desarrollo en Oryzias lati-
pes, o pez medada. Todos estos ensayos forman
parte de la bateria de bioensayos empleada en la UE,
que se aplican para discriminar y seleccionar las ma-
trices ambientales que deben ser objeto de una es-
pecifica caracterizacién quimica mas compleja.

Se hace una revisiéon de los métodos de evaluacion
toxicolégica que se emplean en la caracterizacién de
los compuestos o las mezclas complejas, asi como
de la utilizacién de sus resultados en la evaluaciéon
del riesgo para el ser humano y el medio ambiente.
Esta evaluacién consta, en sintesis, de la identifica-
ciéon de los peligros, la evaluacion de la relacién
dosis-respuesta, la valoracién de la exposicion y la
caracterizacién del riesgo, con el consecuente anali-
sis, manejo y comunicacién del mismo. Se destaca
de alguno de estos bioensayos el alto valor predicti-
vo que tiene sobre la carcinogenicidad de un pro-
ducto.

Se indica la utilidad y oportunidad de emplear los
ensayos de corta duracion a la hora de evaluar sus-
tancias, productos y mezclas de sustancias, lo que
contribuiria a un incremento en el conocimiento to-
xicolégico de un mayor nimero de sustancias. Esta

ABSTRACT

It is pointed out the importance of short term assays
for the characterization of organic residues, spe-
cially some methods for toxicological, mutagenic,
genotoxic and cytotoxic evaluation (Vibrio fischeri,
Salmonella typhimurium and Allium cepa), used in
the characterization of environmental complex mix-
tures lixiviates. These methods take part together
with other bioassays in the evaluation by toxicologi-
cal identification (VIT), which allows the evaluation
of other ecotoxicological effects: a) bioluminescen-
ce inhibition of Vibrio fischeri; b) germination and
root length of Lepidum sativum; c) root length of
Allium cepa and Tradescantia sp.; d) inhibition of the
mobility of Daphnia magna; and e) abnormalities in
the development of Oryzias latipes, or medaka fish.
All these assays take part in the EU battery of bioas-
says, applied to discriminate and select between
those environmental matrixes which must be sub-
ject to more complex and specific chemical charac-
terizations.

We make a review of the methods for toxicological
evaluation, used for the characterization of chemi-
cal compounds or complex mixtures, as well as the
use of its results for the human and environmental
risk assessment. This evaluation consists, in short,
of the identification of dangers, evaluation of dose-
response ratio, evaluation of exposure and risk cha-
racterization, resulting in the analysis, use and com-
munication of this risk. It is emphasized the high
predictive value for carcinogenicity of some of
these bioassays.

It is shown the utility of short term assays for the
evaluation of substances, products and complex
mixtures, which would contribute to improve the
toxicological knowledge of a greater number subs-
tances. This is a vital need in the EU, due to the
lack of complete toxicological information of
about the 70% of the 106.000 existing and used
substances.
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es una necesidad imperiosa en la UE, dada la caren-
cia de datos toxicologicos completos del 70% de las
106.000 sustancias ya existentes y empleadas.

Se destaca el gran valor que los ensayos de mutage-
nicidad representan dentro de las pruebas toxicol6-
gicas de nivel basico, que se emplean en la evalua-
cién de las sustancias nuevas y existentes. También
con ello se contribuye a un mejor conocimiento del
elevado nimero de las sustancias con datos toxico-
légicos incompletos. Otro aspecto a considerar de
estos métodos es que son una alternativa a la experi-
mentacién animal, cumpliendo con ello uno de los
requisitos basicos que establece la nueva politica
sobre sustancias en la UE, que se denomina y reco-
noce como REACH (acrénimo de registro, evalua-
cién y autorizacion de sustancias quimicas), parte
fundamental de la estrategia europea sobre medio-
ambiente y salud (SCALE).

PALABRAS CLAVE: Residuos. Toxicidad. Ecotoxici-
dad. Fitotoxicidad. Mutagenicida. Genotoxicidad. Ci-
totoxicidad. VIT. SCALE. REACH.

INTRODUCCION

La utilizacion de los residuos organicos en la agricul-
tura (lodos, material compostado, etc.) es una prac-
tica muy usual en Espafia, dada la carencia en mate-
ria organica que tienen la mayoria de los suelos es-
panoles, siendo por ello empleados como
enmiendas organicas en la practica agricola. Desde
hace tiempo se realiza la caracterizacion de estos re-
siduos y tradicionalmente se viene valorando la pre-
sencia de metales pesados, pero esta valoracién y su
sensibilidad no son las mismas con respecto a los
productos quimicos contaminantes organicos, cuya
carga o presencia en estas enmiendas practicamente
se desconoce.

Es un hecho que los problemas de medio ambiente
se acaban transformando en problemas de salud
(Marti-Bosca, 2004)', lo que nos lleva a considerar de
méxima prioridad la evaluacién toxicolégica de los
productos quimicos presentes en los residuos orga-
nicos.

El objetivo de este trabajo es hacer una llamada de
atencion a la necesidad de una evaluacion toxicol6-
gica de los residuos que entran dentro de la valoriza-
cion, de forma previa a su uso. “Es mejor conocer
que un compuesto no tiene un efecto toxico, que ig-
norar si un compuesto tiene un efecto téxico”. La uti-
lizacién de una bateria de bioensayos permite valo-
rar el efecto t6xico de una matriz ambiental o mezcla
compleja, sin necesidad de conocer qué sustancias
o compuestos estan presentes, que s6lo podria co-
nocerse a través de una estricta, compleja y costosa
caracterizacion quimica (Carballo et al., 2002?; Agua-
yo et al., 2004%; de la Pefia 2004%).

La Ley de Residuos (Ley 10/1998)° de 21 de abril, es-
tablece en el anexo I el sistema de identificacién de
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It is emphasized the great value that mutagenicity
assays represent inside the toxicological tests in the
basic level, which are used in the evaluation of new
and existing substances. It also helps to improve the
knowledge about substances with incomplete toxi-
cological data. Another aspect to consider about
these methods is that they represent an alternative
to animal experimentation, carrying out one of the
basic requirements that the EU establishes in the
new policy about substances, which is known as
REACH, the acronym of record, evaluation and aut-
horization of chemical substances. This policy is a
basic part of the European strategy on environment
and health (SCALE).

KEYWORDS: Residues. Toxicity. Ecotoxicity. Phyto-
toxicity. Mutagenicity. Genotoxicity. Cytotoxicity.
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residuos téxicos y peligrosos, que permite clasificar
los residuos en base a sus caracteristicas potencial-
mente peligrosas, mediante el cédigo H. Asi, descri-
be estas caracteristicas con un sistema alfanuméri-
co, con la letra H y un niimero correlativo del 1 al 14
(por ejemplo: H6 - Téxico, H7 - Cancerigeno, H11 -
Mutagénico,y H14 - Ecoto6xicos).

El Real Decreto 363/1995° establece las caracteristi-
cas de las sustancias mutagénicas y cancerigenas,
sefala el conjunto de pruebas toxicolégicas y, de
entre ellas, las utilizadas para clasificar a los resi-
duos, que son las mismas que se aplican a las sus-
tancias quimicas peligrosas. Este decreto sobre noti-
ficacion de sustancias nuevas y clasificacién, enva-
sado y etiquetado de sustancias peligrosas,
establece los criterios y caracteristicas que van a
permitir clasificarlos como téxicos y peligrosos.

La Orden de 13 de octubre de 19897, por la que se de-

terminan los métodos de caracterizacion de los resi-

duos téxicos y peligrosos, en su anexo, especifica

que un residuo se identificard con el c6digo H si

cumple alguna de las siguientes condiciones:

¢ Contener productos cancerigenos o probablemen-
te cancerigenos, de acuerdo con el IARC, con una
concentracioén igual o superior al 0,01%.

¢ Se consideraran sustancias cancerigenas, mutagé-
nicas y toéxicas para la reproduccion (teratogéni-
cas) las asi definidas en el Real Decreto 2216/1985°,
por el que se aprueba el Reglamento sobre decla-
racion de sustancias nuevas y clasificacién, enva-
sado y etiquetado de sustancias peligrosas, y que
en su anexo Il relaciona el listado de sustancias
con riesgos especificos (el Real Decreto 725/1988 y
la Orden de 7 de septiembre de 1988, modifican al
Real Decreto 2216/1985 y actualizan los anexos
técnicos del mismo).
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* Presentar, en conejo, una toxicidad DL50 para
dosis oral igual o inferior a 2000 mg/Kg o una toxi-
cidad DL50 por contacto con la piel para una dosis
de 400 mg/Kg; o, en rata, una toxicidad CL50 por
inhalacién para una dosis de 2 mg/1/4 horas.

® Que los lixiviados obtenidos segtn alguno de los
métodos de lixiviacién descritos en el apéndice III
de este anexo presenten una CL50 a concentracién
inferior o igual a 750 mg/l, o inferior a 3000 mg/1,
seglin los bioensayos homologados de inhibicién
de la movilidad en Daphnia magna®y de la biolumi-
niscencia en Vibrio fischeri® respectivamente.

En la Comunidad de Madrid, la Ley 10/1993, de 26 de
octubre’, sobre vertidos liquidos industriales al sis-
tema integral de saneamiento, tiene como fin prote-
ger las instalaciones de saneamiento, los recursos
hidraulicos y, por tanto, el medio ambiente y la salud
de las personas. Establece los métodos analiticos
para el andlisis de los vertidos, contemplando los es-
tudios de toxicidad que deben emplearse para valo-
rar los efectos adversos, siendo éstos los mismos
bioensayos de luminiscencia y de toxicidad aguda,
en V. fischeriy D. magna respectivamente.

Los resultados obtenidos mediante estos bioensa-
yos determinan la necesidad de llevar a efecto una
caracterizacion quimica exhaustiva de los diferentes
analitos de las muestras, mucho mas compleja y cos-
tosa, ya que al tratarse de muestras complejas y con
variabilidad estacional podrian poseer un marcado
potencial téxico y genotéxico, representando un
riesgo tanto para el hombre como para el medio am-
biente.

Existen trabajos que estudian la relacion ecotoxica y
genotoxica en otros paises con condiciones climati-
cas muy diferentes, por lo que proponemos la eva-
luaciéon conjunta de la ecotoxicidad y la genotoxici-
dad de los residuos organicos. Por un lado, el estu-
dio en paralelo de la actividad tdxica con dos
bioensayos (Vibrio fischeri y Daphnia magna), y ge-
notoéxica en Salmonella, permite controlar la posible
descontaminacion de los residuos a causa de los tra-
tamientos térmicos o de otra indole a los que son so-
metidos de forma previa a su potencial utilizacién
agricola, que comprenden la valoracion de los resi-
duos sé6lidos urbanos y de los lodos de depuradoras.
Por otro lado, el seguimiento de la toma de medidas
paliativas contribuye a la conservaciéon del medio
natural, de gran relevancia para la salud humana.

La evaluacion ecotoxica y genotoxica que aplicamos
al estudio de los residuos organicos se lleva a cabo
mediante los bioensayos de valoracion de la ecotoxi-
cidad, con los métodos anteriormente descritos, y la
valoracioén de los efectos genotéxicos con S. typhi-
murium y Allium cepa (Barrueco et al., 1999)".

La evaluacién genotéxica y mutagénica es una de las
tres piezas fundamentales de la evaluacion toxicol6-
gica de las sustancias quimicas (de la Pefa et al.,
1995" y 1999'%; Barrueco et al., 1999"; Herrero y de la
Peina, 2005%). En este tltimo trabajo se muestran los
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ensayos reconocidos por la IARC en sus monografi-
as, utilizados en la evaluacion del riesgo cancerige-
no para el hombre dado el alto valor predictivo de
los datos de genotoxicidad y mutagenicidad sobre la
carcinogenicidad de las sustancias y productos qui-
micos.

Actualmente, la manera 6ptima de llevar a cabo una
evaluacion toxicolégica es, inicialmente, mediante
baterias de bioensayos de corta duracion, que per-
miten obtener resultados de distintos estudios en un
corto espacio de tiempo y, por tanto, reducir el
coste de dicho estudio. Ademas, en caso de que al-
guna de las pruebas no sea concluyente por si
misma, se pueden complementar con otros bioensa-
yos (Daphia magna, Artemia salina, Chlorella vulga-
ris, Oryzias latipes) con el objetivo de llegar a una de-
terminacién toxicolégica y ecotoxicoldgica precisa
(Herrero et al., 2005"; de la Pefia y Gémez, 2005").

Son varios los autores que indican que una evalua-
cion toxicologica se puede realizar mediante distin-
tos ensayos con procariotas (Shen et al., 2003)', con
células vegetales (Monarca et al., 2003"; Knasmiiller
et al., 2003"), con células de mamifero (Lu et al.,
2002)" o mediante la combinacién de cualquiera de
ellos (Biscardi et al., 2003)*. Ello permite afinar al
maximo a la hora de determinar las caracteristicas
toxicologicas de una mezcla compleja, como son las
muestras de tipo medioambiental (Rams et al.,
1997)%.

Segin el Programa de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente, los bioensayos con plantas son
unos de los mas sensibles a la hora de detectar efec-
tos genotoéxicos de agentes medioambientales y pue-
den servir como una primera alerta ante la presen-
cia de riesgos medio ambientales en aguas, suelos y
aire (Sanz et al., 1980)*. Entre ellos se encuentran los
bioensayos con Allium cepa y Tradescantia sp.
(Hazen, 1999%; de la Pena et al., 2005*), recomenda-
dos y reconocidos por la EPA en el Programa Interna-
cional de Seguridad Quimica (Sandhu et al., 1994)%.
Los bioensayos de ecotoxicidad se integran en la
evaluacion del riesgo ecotoxico de los productos
quimicos sobre el medio ambiente (Koéter, 1995)%.

El borrador del nuevo proyecto de Real Decreto®
—Cartera de Servicios Basicos y Comunes del Siste-
ma Nacional de Salud- propone para la proteccién y
promocién de la sanidad ambiental: 1) Vigilancia y
evaluacion de riesgos ambientales para la salud; y 2)
Identificacién y evaluacién del riesgo para la salud
inducido por agentes fisicos, quimicos o biolégicos,
mediante el disefio, implantacién y desarrollo de
programas de intervencion orientados a disminuir
los riesgos para la salud relacionados con las si-
guientes acciones que estan relacionadas con el ob-
jeto de este trabajo y que son de nuestro interés:
¢ Contaminacioén del agua ligada a actividades hu-
manas: agua de consumo humano, zonas de bafio
continentales y maritimas, piscinas y otros usos
recreativos del agua, aguas mineromedicinales y
reutilizacion de aguas residuales depuradas.
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Figuras I y II. Se muestran resultados obtenidos con distintos tipos de residuos de depuradoras en los ensa-
yos con las cepas TA 98 y TA102 de S. typhimurium, para la valoracién de varias enmiendas organicas apli-
cadas en los cultivos agricolas (Herrero O., Fernandez J.M., Hernandez D., Montes P., Polo A., de la Pefia E. Fva-
luacion mutagénica y ecotoxicologica de muestras de residuos de depuradora de utilidad en agronomia, Actas de
la XIV Reunio6n Cientifica de la Sociedad Espaiola de Mutagénesis Ambiental SEMA, Oviedo, 2005: 38)".

¢ Toxicologia y seguridad quimica: actividades rela-
cionadas con el uso de biocidas y la clasificacion,
envasado y etiquetado de sustancias y preparados
quimicos.

¢ Contaminacion del suelo.

¢ Vivienda y entornos saludables; alojamientos tu-
risticos.

Se promueve la proteccién de la sanidad ambiental
mediante la puesta en marcha de programas de in-
tervencion intersectoriales orientados a disminuir,
paliar o evitar los riesgos para la salud relacionados
con la aguas de consumo y continentales, la conta-
minacién del suelo, los residuos, y los productos
quimicos. Remarcamos la importancia de evaluar el
efecto adverso de los compuestos presentes en di-
chos residuos, mediante una evaluaciéon de la pre-
sencia de contaminantes, dada la repercusion que
estos contaminantes en enmiendas agricolas puede
tener en la contaminacion de suelo.

Estas acciones se suman a las actuaciones que se vie-
nen llevando adelante en la Unién Europea mediante
la nueva estrategia sobre productos quimicos del
Libro Blanco (UE, 2001)*" y la puesta en marcha del
Programa de Registro, Evaluacion, Autorizacién, Sus-
titucién y Restricciéon de los Productos Quimicos
(REACH), donde se propone una politica de reduc-
cion de los animales de ensayo mediante la aplicacion
de las 3 R. Sin olvidar el programa SCALE, enmarcado
en el Programa de Salud y Medio Ambiente de la OMS.

METODOLOGIAS

Los lixiviados, o diluciones acuosas, obtenidos de
un producto o residuo permiten conocer analitica-
mente la concentracion de las sustancias toxicas
que el residuo contiene (caracterizacién), pudiendo
asi determinar de forma previa su toxicidad median-
te la realizacion de distintos bioensayos.

1. Ensayo de mutacién reversa con
Salmonella/microsoma, o Test de Ames

El ensayo de Salmonella typhimurium permite medir

la reversion de his™ a his* de las cepas TA100, TA102,

TA104 y TA98, deficientes para la histidina, inducida

por sustancias quimicas. Asimismo, permite detec-
tar mutaciones de sustituciones de bases C-Gy A-Ty
mutaciones de desplazamiento de la lectura (Maron
y Ames, 1983%; Barrueco et al., 1991%). El ensayo se
realiza con y sin activacion metabdélica, utilizando el
sobrenadante de la fraccién microsomal de animales
tratados con un inductor enzimatico.

La evaluacién genotoxica se realiza mediante el mé-
todo de Salmonella/microsoma, o test de Ames, em-
pleando el ensayo cualitativo en disco y/o el ensayo
cuantitativo en placa, métodos descritos por Ames
et al. (1975)* y Maron y Ames (1983)*. Hemos utiliza-
do estos ensayos en la evaluacién de plaguicidas
(Barrueco et al., 1989%, 1991* y 1999"; de la Peia et
al., 1995"; Guadaino et al., 1998%; de la Pena, 2004%;
Herrero et al., 2005*) (figuras I y I).

2. Ensayo de Allium cepa

El ensayo se realiza mediante el estudio en los meriste-

mos radiculares de bulbos de Allium cepa, cuando las

raices alcanzan una longitud de 15-20 mm. En ese mo-
mento se analizan las metafases, observando el name-
ro de intercambios de cromatidas hermanas (Hazen,

1999)%. También permite analizar otros parametros:

1) inhibicién del crecimiento radicular (calculo de
CE50, concentraciéon a la que se inhibe el creci-
miento de la raiz en un 50%);

2) indice mitético (efectos sobre la division de célu-
las meristematicas), y

3) indice de anafases y telofases anémalas (conse-
cuencia de efectos graves en el huso mitético) (fi-

guras I y IV).

3. Ensayo de Tradescantia sp

Se valora el crecimiento longitudinal de las rai-
ces, los intercambios de cromatidas hermanas, el
indice mitético y el indice de ana-telofases ano-
malas, al igual que en ensayo de Allium cepa (figu-
ras Vy VI).

4. Ensayo de inhibicién de la luminiscencia en Vi-
brio fischeri
Con el método Microtox©, se comprueba el poten-
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Figuras III y IV. Evaluacion de los efectos citotéxicos
de ftalatos (DEHP y DEP) mediante la valoracion
del indice mitdtico en el ensayo con células meris-
tematicas de Allium cepa (Herrero O., Aguayo S., de
la Torre A., Carballo M., Muiioz M.J., Hazen M.J., de la
Pefa E. Estudio de los efectos mutagénicos, genotoxi-
cos y ecotoxicos del dietil ftalato, el Di(2-etilhexiDftala-
to y sus mezclas. Actas XIII Reuni6én Cientifica de la
SEMA, Universidad S.E.K, Segovia, 2004: 61)*.

cial citotéxico y genotdxico de una muestra (Dizer et
al., 2002)* mediante las bacterias luminiscentes ma-
rinas, gram(-) y anaerobias facultativas (Vibrio fishe-
ri, antes denominada Photobacterium phosphoreum).
Estas se comercializan liofilizadas y tienen la propie-
dad de generar luz fria mediante procesos metabdli-
cos. La relacion entre la bioluminiscencia y los pro-
cesos metabolicos de las bacterias permite detectar

Muestra - Control
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cualquier limitacién del metabolismo bacteriano a
causa de agentes toxicos y calcular la CEs, (concen-
tracion a la cual disminuye en un 50% la luminiscen-
cia de las bacterias, medida de su mortalidad) (figu-
ra VI).

El procedimiento del test de fotobacterias esta basa-
do en la determinacién de la influencia de una serie
de diluciones de la muestra en la luminiscencia de
las bacterias. Dichas diluciones se ponen en contac-
to con las fotobacterias y, tras incubar a 15 °C duran-
te 30 minutos, se determina el valor final mas o
menos disminuido de lumiscencia. Paralelamente se
mide la luminiscencia de las bacterias como prepa-
racion control.

El mecanismo de produccién de luz en estos micro-
organismos es el resultado de la interaccion del enzi-
ma luciferasa, oxigeno y la forma reducida del mono-
nucleétido de Flavina. Esta reaccién bioquimica
parte del sistema de transporte de electrones de la
cadena respiratoria y la emision de luz depende de
este flujo de electrones. La emision de luz es una
forma de liberacion de energia como resultado del
metabolismo del organismo (DIN 38412 parte 34;
AFNOR T-90-320).

5. Evaluacion de la biodegradabilidad aerobia
final de compuestos organicos en medio acuoso
determinando la demanda de oxigeno en un
respirometro cerrado

Método para la evaluacion, en medio acuoso, de la

biodegradabilidad final de los compuestos organi-

cos y de las aguas residuales a una concentracion

dada, bajo la accién de microorganismos aerobios y

mediante la determinacion de la demanda de oxige-

no en un respirémetro cerrado. Se realiza el segui-

miento de la degradacién durante un periodo de 28

dias, determinando el consumo de oxigeno.

La cantidad de oxigeno consumida por el compuesto
organico se expresa como porcentaje de la demanda
tedrica de oxigeno (DTO), calculada a partir de la
féormula del compuesto, o bien como porcentaje de
la demanda quimica de oxigeno (DQO).

Muestra

Dia 1

Dia 37

Figuras V y VI. Efecto cualitativo de un residuo sé6lido sobre el crecimiento de dos plantas de Tradescan-
tia sp. (de la Pena, E. Ponencia Marco: Evaluacién del riesgo medioambiental. residuos orgéanicos. Il Encuen-
tro Internacional de Gestion de Residuos Organicos, Universidad de Navarra, 28-29 de Octubre, 2004)*.
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Figura VI. Muestra del efecto sobre la inhibicién de la luminiscencia de Vibrio fisscheri (de la Pefia E.. Po-
nencia Marco: Evaluacion del riesgo medioambiental. residuos organicos. Il Encuentro Internacional de Ges-
tiéon de Residuos Orgéanicos, Universidad de Navarra, 28-29 de octubre, 2004)*.

6. Determinacidon de la respiraciéon microbiana
Este método sirve para determinar la respiraciéon mi-
crobiana del suelo mediante el calculo del consumo
de oxigeno, afadiendo o no un sustrato. De esta
forma, se pueden analizar los efectos del producto
sobre el metabolismo de los microorganismos.

7. Test de Zucconi

Se realiza con semillas de Lepidum sativum (berro),
cultivado en oscuridad durante seis dias. Transcu-
rrido ese tiempo, se observa el efecto que sobre la
germinacion y el crecimiento radicular tienen las

indice de Germinacion (%)

120,0; :
100,0 w
80,01
60,0

40,04
20,01
0,0

737

Control CTW 0,1 cm2/1 CTW 220 cm2/1 CTW 2200 cm2/1

fracciones acuosas de un producto a estudio (figu-
ras VIl y VII).

8. Ensayo de Toxicidad Aguda con Daphnia
magna S

Ensayo de ecotoxicidad que utiliza como organismo
de prueba el microcrustaceo Daphnia magna Straus.
Se basa en determinar la concentracién de la mues-
tra que en 24 y 48 horas inmoviliza al 50% de las
Daphnia magna, expuestas bajo unas determinadas
condiciones. Se consideran inmovilizados los orga-
nismos que son incapaces de desplazarse durante

Longitud Media de Raices (cm)

4,0 -

35 H J3;,2'

3,0 H
25
20 4
1,5 1

1.0 4 g
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Control CTW 0,1 em2/| CTW 220 em2/I CTW 2200 cm2/I

Figuras VIl y VIII. Efecto sobre el indice de germinacién y longitud de las raices de Lepidum sativum (De la PenaE.,
Herrero O., Aguayo S., de la Torre A., Carballo M., Mufioz M. J., Fernandez J.M., Hernandez D., Montes P. y Polo A. Valo-
racion Toxicologica de Matrices Ambientales, Revista Brasileira de Toxicologia 18 (suplemento outubro), 2005: 224)*.
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los 15 segundos siguientes a una ligera agitacion del
recipiente.

En una serie de recipientes se realizan diferentes di-
luciones y se colocan 10 individuos de Daphnia
magna en cada uno de ellos. La serie problema ten-
dra siempre su correspondiente control. Al final del
test de 24 y 48 horas, se calcula el porcentaje de in-
movilizacién para cada concentracion, relacionado
con el nimero total de individuos de Daphnia magna
usado, y se determina la concentracioén eficaz inhibi-
toria: concentraciéon de muestra que inhibe la movi-
lidad del 50% de los organismos de prueba expues-
tos a ensayo a las 24 y 48 horas de contacto.

Las poblaciones de Daphnia magna deben tener una
edad de mas de 6 y menos de 24 horas al comienzo
del ensayo (ISO 6341) (Gasc6 et al., 1997)%.

9. Ensayo de Toxicidad en Orizyas latipes

Se observan las alteraciones en el desarrollo embrio-
nario de los huevos del pez medaka, dada la transpa-
rencia del corién, lo que facilita el seguimiento del
citado desarrollo embrionario de un modo no invasi-
vo. Esta caracteristica ha hecho del pez medaka un
modelo ideal para su aplicacién en los estudios de
efectos adversos de compuestos (Gonzalez-Doncel,
2000%; Gonzalez-Doncel et al., 2003*, 2005*).

De las figuras IX a la XI se muestra la simplicidad de
este modelo, que nos permite observar como la total
transparencia del corién permite un seguimiento del
desarrollo embrionario. El atlas de dicho desarrollo
se presentd en la memoria de tesis doctoral del Dr.
Gonzalez-Doncel.

El empleo del conjunto de los biensayos que hemos
descrito es una contribucién neta a la aplicacién de
las 3 R, que en la nueva politica sobre los productos
quimicos (REACH) queda como una de las principa-
les recomendaciones en pro de la aplicaciéon y el de-
sarrollo de los métodos alternativos a la experimen-
taciéon con animales, lo que venimos desarrollando
desde hace algunos afos (de la Pena et al., 1995* y
199924, Gascé et al., 1997%; de la Pena y Guadaiio,
2000%).

Todo lo expresado pone de manifiesto la necesidad
de un control de los efectos adversos de los com-
puestos organicos, que estan presentes en los resi-
duos o derivados de los mismos y que se vienen
aplicando como enmiendas organicas en la agricul-
tura. Estos son fruto de la politica de valorizaciéon
de los residuos y, en particular, de la actual y cre-
ciente eliminacién del compostaje de los residuos
s6lidos urbanos y del constante incremento de los
lodos de depuradora mediante el continuo y cre-
ciente empleo de los mismos en la agricultura
como forma de eliminacién por el denominado “sis-
tema de valorizacién”. Esto se pone de manifiesto
en el Perfil Ambiental 2004, del Ministerio de Medio
Ambiente (MMA. 2005)*. Sorprenden los datos del
informe sobre la situacién de las basuras en Espa-

EVALUACION TOXICOLOGICA DE RESIDUOS ORGANICOS

Figura IX. Estadio 5 del desarrollo embrionario del
pez medaka, perteneciente al Atlas de la embriogé-
nesis de Oryzias latines, del trabajo de la memo-
ria de tesis doctoral’ (Gonzalez-Doncel, 2000)*.

Figura X. Estadio 29 de la embriogénesis del pez
medada, perteneciente al seguimiento de los esta-
dios del desarrollo embrionario en Oryzias lati-
pes (Gonzalez-Doncel, 2000)*.

Figura XI. Pez medaka (Oryzias latines) al final de
su embriogénesis (Gonzalez-Doncel, 2000)*.

fia, donde se indica que apenas se recicla el 11% de
las basuras y que su generacion se ha incrementa-
do de 1,06 a 1,38 kilos de basura diaria, lo que in-
cumple el Plan Nacional de Residuos 2000-2006
(Greenpeace, 2005).
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Una revision de toda la legislacion sobre residuos
estd recogida en la tabla I.

CONCLUSIONES

El empleo de los residuos organicos como enmien-
da orgénica de los suelos sin una estimacion de la
potencial toxicidad de los compuestos organicos
presentes en los mismos, sin un planteamiento sis-
tematico de una escueta caracterizacion y desco-
nociendo su posible efecto ecotoxicocolégico ad-
verso, pone de manifiesto la necesidad creciente
de que debemos plantearnos la siguiente afirma-
cién: es mejor conocer que un compuesto no pre-
senta un efecto toxico, que ignorar si un compues-
to presenta un efecto téxico. Por ello debe ser una
exigencia la valorizacion de los residuos urbanos y
de los lodos de depuradora, como paso previo al
uso agricola de los residuos como enmiendas orga-
nicas.
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NOTAS

“Bioensayo de Inhibicion: Toxicidad aguda en D. magna
sobre la inhibicion de la movilidad. En el mismo se con-
sidera que un residuo es toxico si los lixiviados presen-
tan una CL50 inferior o igual a 750 mg/litro.

"Bioensayo de Bioluminiscencia. Ensayo de luminiscen-
cia de la bacteria Vibrio fischeri (Photobacterium phosp-
horeum). De acuerdo con el mismo se considera que un
residuo es toxico si los lixiviados presentan una EC50

Tabla I*. Normativa basica sobre residuos.

Area Normas basicas

Observaciones

Traslado fronterizo Convenio de Basilea

El convenio tiene por objeto reducir el volumen de los
intercambios de residuos para proteger la salud
humana y el medio ambiente, estableciendo un sis
tema de control de las exportaciones e importaciones
de residuos peligrosos y de su eliminacién.

Estrategia y normas integradas

Estrategia comunitaria de gestién de residuos

¢ Comunicacién de la Comisién - COM (96) 399.

e Resolucién del Consejo de 24/2/97 (97/C 76/01).

¢ Comunicacién de la Comisién - COM (2003) 301.

¢ Directiva 2000/53/CE relativa a los vehiculos al final de su vida 1til.

¢ Directiva 2002/95/CE sobre restricciones a la utilizacion de determinadas sus
tancias peligrosas en aparatos eléctricos y electrénicos.

* Ley 16/2002 sobre prevencion y control integrados de la contaminacién

Gestion de los residuos

e Ley 10/98 de Residuos.

® Ley 11/97 de Residuos de Envases.

* R. D. 833/88 aprueba Reglamento Residuos Téxicos y Peligrosos
¢ R. D. 952/97 modifica R.D. 833/88.

e R. D. 782/98 Reglamento de Envases y Residuos de Envases.

¢ R. D. 9/2005 sobre suelos contaminados.

e R. D. 1310/90 regula utilizacién de lodos en agricultura.

Tratamiento de los residuos

dero.

duos.
febrero de 1989.

que los contengan

e R. D. 653/2003 sobre incineracién de residuos.
¢ R. D. 1481/2001 regula la eliminacién de residuos mediante depdsito en verte-

e R. D. 1383/2002 sobre gestiéon de vehiculos al final de su vida ttil.
¢ R. D. 208/2005 sobre aparatos eléctricos y electrénicos y la gestion de sus resi

¢ Orden de 13 de Junio de 1990 que modifica la Orden de 28 de

e R. D. 1378/99 medidas para la eliminacién y gestién de PCBs y PCTs y aparatos

Planificacién de la gestion * Planes nacionales

¢ Planes autonémicos

* La situacion de las basuras en Espana. Febrero 2006. Greenpeace 2006. 65 pp.
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(15 minutos, 15 °C) inferior o igual a 3000 mg/1).
“Aportaciones de la Sociedad Espafiola de Sanidad Am-
biental (SESA), para ayudar a definir y catalogar los ser-
vicios y prestaciones de salud piblica en general y de
salud ambiental en particular (08/02/06).

4Tesis doctoral del Dr. Miguel Gonzalez Doncel, titulada
El pez medaka (Orizias latipes) como modelo para la
evaluacion del riesgo de contaminantes ambientales: mé-
todo de fertilizacion in vitro, realizada en el Centro Na-
cional de Sanidad Ambiental CNSA, Instituto de Salud
Carlos Il (ISCII), Majadahonda; bajo la direccién de los
Dres. Carmen Barrueco Fernandez Cuervo CNSA/ISCIII
y Eduardo de la Pefa de Torres CCMA/CSIC; defendida
en la Facultad de Ciencias Biol6gicas, Universidad
Complutense de Madrid (2000)*.
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