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RESUMEN

TAM, J., G. VERA, E. PINTO Y G. SANCHEZ. 2001. Procedimiento estandarizado de operacién:
método de determinacién del consumo de oxigeno en invertebrados acudticos (PEO-IMP-CO-
001). Inf. Prog. Inst. Mar Peni. 153:3-10

Se presenta el procedimiento estdndar de operacién (PEO) para el método de determinacién
del consumo de oxigeno de invertebrados acudticos, aplicable por los analistas de la Linea de
Investigacion en Ecotoxicologia Acuética (LIEA). Se describe el equipamiento, materiales
necesarios, procedimientos de campo y laboratorio, y andlisis e interpretacién de los datos.

PALABRAS CLAVE: Procedimiento estdndar de operacién, consumo medio de oxigeno,
consumo especifico de oxigeno, metabolismo.

ABSTRACT

TaM, J., G. VERA, E. PINTO AND G. SANCHEZ. 2001. Standard operating procedure: method for
the determination of the oxygen consumption of aquatic invertebrates (PEO-IMP-TI-001). Inf.
Prog. Inst. Mar Peni. 153:3-10

The standard operating procedure (SOP) for the method of determination of the oxygen
consumption of aquatic invertebrates is presented, which is applied by the analysts of the
Aquatic Ecotoxicology Research Branch (AERB). The necessary equipment and materials,
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4 Jorge Tam, Giovanna Vera, Edwin Pinto, Guadalupe Sdnchez

field and laboratory procedures, data analysis and interpretation are described.
KEY WORDs: Standard operating procedure, mean oxygen consumption, specific oxygen
consumption, metabolism.

1. OBJETIVO

Determinar el consumo de oxigeno en invertebrados acudticos.

2. ALCANCE

Este Procedimiento Estandarizado de Operacién (PEO) es aplicable por los analistas de la
Linea de Investigacién de Ecotoxicologfa Acudtica (LIEA) en la determinaci6n del consumo
de oxigeno de invertebrados acudticos.

3.  GENERALIDADES

Mediante el consumo de oxigeno se obtiene una medida del metabolismo de los organismos.
El andlisis consiste en determinar la cantidad de oxigeno disuelto antes y después de un
periodo de tiempo, en el cual el organismo realiza procesos respiratorios aerébicos.

La medicién del consumo de oxigeno se puede realizar en la fase gaseosa o en la fase acuosa
(KAMLER 1970). La medicién en la fase gaseosa se realiza con métodos gasométricos o
manométricos, y se usa para organismos muy pequefios (protozoarios, rotiferos). La medici6n
en la fase acuosa se puede realizar con métodos de recipientes cerrados o con métodos de flujo
continuo (STROGANOV 1964). La cantidad de oxigeno disuelto en el agua puede ser
determinada por el método quimico propuesto por WINKLER o por el método electroquimico.
En el método electroquimico se aplica un voltaje polarizante a un electrodo para que el
oxigeno reaccione con el cédtodo originando un flujo de corriente.

En el PEO se mediré el consumo de oxigeno en la fase acuosa en recipientes con el método
electroquimico. Se utilizardn cdmaras respirométricas cerradas de diferentes volimenes de
acuerdo al tamaifio de los organismos.

La tasa metabdlica estd influenciada por varios factores: temperatura, tamafio, disponibilidad
de oxigeno, alimento, estado reproductivo, nivel de actividad y condicién fisiolégica (BRICELJ
Y SHUMWAY 1991).

4. TERMINOS Y DEFINICIONES

Consumo medio de oxigeno (CMO) o tasa de respiracién: cantidad de oxigeno consumido
por un organismo durante un perfodo determinado de tiempo (e.g. ML O, . ind"!. h-1).

Consumo especifico de oxigeno (CEQ): cantidad de oxigeno consumido por gramo de peso seco
de un organismo durante un periodo determinado de tiempo (e.g. UL O, . mg-! peso seco. ).
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5. RESPONSABILIDADES

El personal Muestreador es responsable de colectar los organismos y registrar pardmetros
ambientales importantes del habitat natural, tales como: oxigeno, temperatura, salinidad, pH,
entre otros.

El Analista es responsable de la ejecucién de los procedimientos de laboratorio. El Jefe de la
Linea de Ecotoxicologia Acudtica es responsable de verificar la aplicacién del PEO.

6. CONDICIONES DE SEGURIDAD

—  En el laboratorio, el personal usard un mandil.

—  Usar guantes para evitar el contacto de los reactivos con la piel. ’

—  Ebvitar el contacto del agua con los equipos eléctricos.

—  La balanza analitica estard dentro de una cdmara aislada, libre de vibraciones y
corrientes de aire.

—  Los reactivos se guardardn en estantes oscuros y a temperatura ambiente (entre 18 °Cy
25 °C).

7. EQUIPAMIENTO, LOCALES Y MATERIALES
Equipamiento

Oximetro con sonda polarogréifica y opciones de compensacién automdtica de temperatura y
calibracién segun altitud y salinidad. Los accesorios deben incluir membranas de repuesto y
solucién electrolitica (YSI 1991).

Cédmara respirométrica o respirémetro (Fig. 1). Se prefieren recipientes anchos y cortos, para
evitar un gradiente de oxigeno (SANCHEZ 1981). El volumen debe ser tal que el oxigeno al
inicio sea 3-4 veces el oxigeno consumido.

—  Agitador magnético, con velocidad regulable y magneto plastificado.
- Balanza analitica, con precisién de 0,1 mg.

- Termémetro de vidrio, con precisién de 0,1 °C.

—  Refractémetro o hidrémetro, con precisién de 0,1 ups.

-~ pHmetro, con precisién de 0,01 unidades de potencial de hidrégeno.

Locales
Local para mantenimiento de organismos
Debe contar con tanques, un sistema de aireacién, suministro de agua de mar por bombas

de succion, sistema de filtros (de 10 pm, 5 um y 1 um) y un sistema de esterilizacin
ultravioleta.

Inf. Prog. Inst. Mar Peni No. 153
Setiertbre 2001



6 Jorge Tam, Giovanna Vera, Edwin Pinto, Guadalupe Sdnchez

Local para la realizacién de experimentos
—  Debe contar con mesas de agua termorregulables, aireacién y suministro eléctrico.
Materiales

- Agua destilada, para lavado del sensor de oxigeno.

- Agua de mar con una salinidad de 35 ups, filtrada (1um), y esterilizada con luz ultravioleta.

—  Medio de cultivo para Chaetoceros gracilis: se utiliza el medio de cultivo {/2 de
GUILLARD modificado (TaM et al. 2002).

8. OPERACIONES PRELIMINARES
Colecta y transporte de organismos

Los organismos son colectados y transportados al laboratorio con aireacién constante. Los organismos
dafiados son desechados. Se debe registrar la hora, fecha, posicién geogréfica y los parametros
ambientales (oxigeno, temperatura, salinidad, pH) en el Formato de Muestreo (Anexo 14.1).

Para determinar la tasa metabélica estdndar se requiere mantener a los organismos durante un
periodo de aclimatacién y en ayuno. El periodo de aclimatacién de los organismos
comunmente es de 12-24 h (CHAPELLE Y PECK 1995), sin embargo es recomendable extender
este perfodo hasta por lo menos 7 dias (GOMES et al. 1995). El periodo de ayuno de los
organismos comunmente es menor a 24 h (CHAPELLE Y PECK 1995), sin embargo es
recomendable extender este periodo hasta por lo menos 3 dias (GOMES et al. 1995),
dependiendo de las caracterfsticas del organismo (ayuno de 24 a 48 h para organismos de
aguas célidas y de 4 a 7 dias para organismos de aguas frias).

Preparacion del agua de dilucion

Saturar con oxigeno el agua de mar filtrada y esterilizada, utilizando el sistema de aireacion,
por 1 hora a 20 + 2°C.

Preparacion de la camara respirométrica

Se llena la cdmara respirométrica con agua de mar filtrada (1um) y aireada por 12 h. Se coloca
un magneto en el fondo de la cdmara. Se ajusta una placa de acrilico perforada en el fondo para
proteger el magneto. Se coloca la cdmara sobre un agitador magnético y se ajusta la velocidad
hasta que ocurra una mezcla ligera. El oximetro debe registrar 100% de saturacién, con una
lectura estable por 20 minutos. La temperatura se mantiene constante durante el experimento.

Preparacion del oximetro

Antes de usar el oximetro, la sonda debe llenarse con una solucién electrolitica de cloruro de
potasio (KCl) y una nueva membrana debe instalarse, evitando la presencia de burbujas en el

Inf. Prog. Inst. Mar Perii No. 153
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interior. La sonda debe almacenarse en la cdmara de calibracién con una esponja himeda
(atmoésfera con 100% de humedad y contenido de oxigeno conocido). El oximetro se debe
recalibrar antes de cada medicién. Se enciende el oximetro y se deja estabilizar unos 15
minutos. Se introduce la informacién requerida (altitud y salinidad) para que el oximetro
complete el proceso de calibracién (YSI 1991).

9. PROCEDIMIENTO
Cerrado de la camara respirométrica

Se introduce un individuo previamente pesado y medido en la cdmara respirométrica.
Répidamente, se atornilla la tapa del respirémetro y se remueven las burbujas de aire
inclinando la cdmara, y permitiendo a las burbujas salir por el orificio de la tapa. Se inserta la
sonda de oxigeno en el orificio de la tapa de modo que quede herméticamente cerrado.

Se recomienda mantener al organismo por 6 horas en la cdmara respirométrica, y medir el
consumo de oxigeno hasta que una tasa constante sea observada.

Medicion de oxigeno

Se realiza una lectura midiendo el contenido de oxigeno (mL O, . L'! = 1,43 x mg O, . L)
inicial y final (O,) después de un periodo de tiempo (h), de modo que el oxigeno final debe ser
mayor a un 75% de saturacién de oxigeno, para evitar estrés por falta de oxigeno.

Se realiza una lectura control, midiendo el contenido de oxigeno inicial y final (O,) en ausencia
del organismo. EI consumo de oxigeno en estas condiciones se atribuye a microorganismos
(bacterias, protozoos).

La medicién se realiza por duplicado, utilizando el mismo organismo las dos veces. Se anotan
los resultados en el Formato de Andlisis y Resultados (Anexo 14.1).

Otras mediciones

El peso himedo del organismo (mg) es determinado dejando escurrir el agua adherida al
individuo para luego pesarlo en la balanza analitica. En el caso de moluscos, registrar el peso
sin valvas.

El peso seco del organismo (mg) es determinado exponiendo el tejido a 60 °C en la estufa por
24 y 48 horas a peso constante.

El volumen del organismo (L) es determinado midiendo la cantidad de agua que es desplazada
por el organismo cuando se coloca en un recipiente (GUTJAHR-GOBELL Y NELSON 1990).

10. CALCULO

Los consumos de oxigeno se calculan con las siguientes férmulas (modificado de GUTIAHR-
GOBELL Y NELSON 1990):

Inf. Prog. Inst. Mar Perii No. 153
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CMO = (O, - 0,) * (V-V,) * 1000/ T
CEO = CMO/P

Donde:

CMO = Consumo medio de oxigeno (UL O, . ind-'. h°1)

CEO = Consumo especifico de oxigeno (UL O, . mg-! peso himedo. h-')
0] = Contenido final de oxigeno en el experimento (mL O, . L-!).

o = Contenido final de oxigeno en el control (mL O, . L!).

V. = Volumen de la cdmara respirométrica (L)

\'A = Volumen del organismo (L)

T = Periodo de tiempo de medicién (h)

P = Peso seco del organismo (mg)

Se anotan los resultados en el Formato de Andlisis y Resultados (Anexo 14.2).
11. INTERPRETACION DE RESULTADOS

El CEO de un organismo puede utilizarse como indicador de diferentes procesos fisiol6gicos.
El CEO puede interpretarse como la tasa metabdlica estdndar, cuando se mide a los organismos
bajo condiciones fisiolégicamente estacionarias, aclimatados y en ausencia de alimento;
incluyendo sélo las actividades metabdlicas necesarias para mantener al organismo vivo mds
las contribuciones instantdneas por crecimiento o gametogénesis (BAYNE et al. 1976 en
CHAPELLE Y PECK 1995). El CEO representa el metabolismo estdndar siempre y cuando la
actividad sea minima (DUNCAN Y KLEKOWskKI 1975), por lo que debe interpretarse como
metabolismo de rutina cuando son inevitables movimientos esponténeos en la columna de
agua, como en el caso de las zoeas (SCHALTZLEIN Y CoSTLOW 1978).

El CEO como un indicador de estrés metabélico requiere exponer a los organismos in situ ya
sea a alteraciones de los pardmetros ambientales o a sustancias téxicas durante un periodo de
tiempo prolongado (15-20 dias).

12. REGISTROS
Formato de muestreo

Se debe anotar el nombre cientifico de la especie colectada, 1a hora, fecha, posicién geogréfica
del lugar de muestreo y los pardmetros ambientales (oxigeno, temperatura, salinidad, pH) en
el Formato de Muestreo (Anexo 14.1).

Formato de anailisis y resultados

Se debe anotar el peso y longitud promedio de los individuos, la hora de inicio y final de
lecturas, el contenido de oxigeno inicial y final, y el consumo individual de oxigeno, en el
Formato de Anilisis y Resultados (Anexo 14.2). También se debe registrar la temperatura y
salinidad durante el experimento.
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14. ANEXOS

14.1 Formato de muestreo

Instituto del Mar del Perii (IMARPE)
Linea de Investigacién en Ecotoxicologia Acuética

Determinacién del consumo de oxigeno en invertebrados acuditicos
(PEO-IMP-CO0-001)

Programa:

Fecha de muestreo:
Hora:

Nombre cientifico:
Posicién geogrifica:
Temperatura (°C):
Salinidad (ups):

pH:

Oxigeno (mL.L"):
Muestreador responsable:

14.2 Formato de anilisis y resultados

Instituto del Mar del Peri (IMARPE)
Linea de Investigacién en Ecotoxicologfa Acuética

Determinacién del consumo de oxigeno en invertebrados acudticos
(PEO-IMP-CO-001)

Programa:

Fecha de andlisis:

Especie:

Cémara respirométrica No.:
Volumen de la cdmara (Ve, L):
Volumen del organismo (V,, L):
No. individuos:

Longitud promedio (L, mm):
Peso seco promedio (P, mg):
Analista responsable:
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