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Evaluacidn de la Calidad del Agua en la Facultad de Ciencias Quimicas.

Introduccion.

El agua es un compuesto en la vida diaria, se necesita para la subsistencia de todos los seres
vivos, para la mayoria de los procesos industriales es el fluido de trabajo. Por ser el
solvente universal es comln encontrar en aguas superficiales y subterraneas un gran
namero de compuestos que en determinadas concentraciones pueden ser nocivos para la
salud de los consumidores, ademas, pueden contener microorganismos indeseables. Debe
realizarse el maximo esfuerzo para lograr que la inocuidad del agua de consumo sea la

mayor posible. )

El agua es esencial para la vida y todas las personas deben disponer de un suministro
satisfactorio, la mejora de la calidad del agua potable puede proporcionar beneficios
tangibles para la salud. La contaminacién del agua es conocida desde la antigiiedad; por
ejemplo en Roma eran comunes los envenenamientos provocados por el plomo de las

tuberfas que transportaban el agua. )

La determinacion de la calidad del agua necesita de la implementacién de metodologias y
técnicas tanto quimicas como bioldgicas con las que podemos detectar no s6lo los
contaminantes presentes en ellas, sino también los posibles efectos indeseables que pueden
ocasionar en el medio ambiente y salud de las personas. Es por esto que se puede decir que
la calidad del agua se mide por la presencia y cantidad de agentes contaminantes y para
conocerse estos datos es necesario realizar los analisis del agua. Entre estos métodos
tenemos los fisico-quimicos que nos permiten conocer la turbidez, pH, sélidos disueltos;
ensayos bacteriol6gicos como la determinacion de enterobacterias y otros microorganismos
y ensayos toxicolégicos como son el ensayo de Latuca sativa y Allium cepa L. Bioensayos
que se utilizan para identificar la presencia de metales y sustancias toxicas en el agua, el
ensayo Allium cepa L, nos permitird conocer, si esta agua contiene sustancias que
provocan efectos tdxicos, mediante la inhibicion del crecimiento de las células

meristematicas de los bulbos de cebolla. ?
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El método del numero mas probable (NMP) es una estrategia eficiente de estimacion de
densidades poblacionales especialmente cuando una evaluacion cuantitativa de células
individuales no es factible. La técnica se basa en la determinacién de presencia o ausencia
(positivas o negativas) en réplicas de diluciones consecutivas de atributos particulares de

microorganismos presentes en muestras de soluciones. @

La identificacion cualitativa de metales como el plomo en el agua de estudio, sera posible al
realizar el método de la marcha analitica de cationes del grupo I. ©

Existen una gran cantidad de estudios relacionados o con el fin de determinar la calidad del

agua, con el tnico propoésito de conocer si es apta para el consumo humano.

Lopez Laura y colaboradores, realizaron estudios en 1997 con el titulo Estudios de
mutagenicidad, inhibicién del crecimiento algal y contaminacion quimica en aguas
superficiales de un rio urbano en Buenos Aires, Argentina. Se evaluaron los efectos
citotoxicos y genotdxicos de muestras de agua provenientes de un rio contaminado por
afluentes industriales y domésticos. Se utilizaron diversos sistemas biologicos con el fin de
seleccionar un ensayo adecuado para el monitoreo continuo, entre estos estan el ensayo de
Ames y Allium Cepa. En las muestras de agua cruda no se obtuvieron efectos genotdxicos
en los ensayos de Ames y Allium Cepa, dichas muestras si mostraron un alto indice de
aberraciones cromaticas en los meristemos terminales de la raiz en el alga Selanastrun

capricomutum, inhibiendo asi el crecimiento.

En el afio 2006, Un equipo formado por personal del laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias, de la Universidad Nacional
Auténoma de Nicaragua de Ledn, (UNAN-Leon), llevo a cabo un diagndstico preliminar de
la calidad de agua para el consumo humano en el sector rural noreste del municipio de Ledn
con el apoyo de las propias comunidades y de la Fundacién Ecolégica y Desarrollo
(ECODES) y con las financiacion del Ayuntamiento de Zaragoza (Espafia). Se eligieron 69
fuentes de agua, de forma aleatoria, que abastecen el 47.9% de la poblacién de dicho sector.
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Se realizaron los analisis microbiolégicos completos (Calidad bacteriologica del agua),
andlisis fisico-quimicos y analisis de plaguicidas, se tomaron muestras de suelo para
conocer su grado de permeabilidad y se realizaron encuestas sobre el estado de los pozos y
sobre la condicion higiénica sanitaria de la zona. El resultado de éste estudio, bajo la
referencia de los parametros que establecen las Normas CAPRE para agua potable, mostro
que el 97.1% de las muestras analizadas no eran aptas para el consumo humano. La
contaminacién predominante fue la microbioldgica con un 97.1% seguida por la

contaminacion por plaguicidas con 31.3% v la fisico-quimica con 18.8%. ©

Caballero Y. en marzo del 2007 realizo estudios para el Centro de Investigacion de recursos
acuaticos de Nicaragua de la UNAN-Managua, con el titulo Andlisis del Potencial
Hidroldgico y Calidad de las Aguas Superficiales en la Subcuenca de Rio Ochomogo; éste
se elaboro para determinar la disponibilidad del agua superficial y los factores que inciden
en la calidad de agua en la subcuenca. Se utilizaron indicadores fisicoquimicos, en las
cuales las aguas no presentaron problemas con la excepcion del hierro que se encuentra por
encima de los limites establecidos por las normas Canadienses (CCME). En cuanto a los
andlisis microbiol6gicos indicaron que la contaminacion bacteriolégica del agua por las
diferentes actividades en la Subcuenca; se ve afectada por Coliformes totales y
termotolerantes ya que superan los valores de limites establecidos por las diferentes
agencias para la proteccién del medio ambiente de los Estados Unidos, Europa y Canada.
Las concentraciones encontradas de E.Coli en todos los sitios de muestreo exceden los
parametros de la calidad del agua, lo que revela una contaminacién de origen fecal mientras
que la presencia de Estreptococos fecalis en las aguas confirman una contaminacion

animal. ©

Carrasco J. y colaboradores, quimicos farmacéuticos de la facultad de Ciencias Quimicas
de la UNAN-Leo6n en el afio 2013 realizaron en la Comunidad EIl Paragua del municipio de
Malpaisillo, Ledn, Nicaragua, un estudio basado en la utilizacion de indicadores bioldgicos,
fisico quimicos y microbioldgicos, revelaron que un 10% de las muestras recolectadas
tenian presencia de Coliformes totales; las mismas muestras inhibieron el crecimiento de

las raices de Allium Cepa L. y mediante el método colorimétrico se determinaron las
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concentraciones de plomo en esta zona, presentando estas 2 pmm a 6 pmm del toxico.
Teniendo en cuenta cada uno de los estandares, valores y rangos del Reglamento de la
Calidad del Agua para Consumo Humano se concluyo que el agua de la comunidad El

Paragua no es apta para el consumo de sus habitantes.

Rojas A. y colaboradores, en el 2013 realizaron un estudio en diferentes zonas de
Nicaragua, uno de ellos se realiz6 en pozos abastecedores del municipio de Siuna, en la
Regién Autonoma del Atlantico Norte utilizando métodos bioldgicos y fisicoquimicos;
teniendo como resultados en la prueba microbiolégica de NMP la presencia de Coliformes
totales y fecales ya que exceden el limite m&ximo permisible segin lo declarado por el
reglamento de la calidad del agua para el consumo humano (DS NO 031-2010-SA); Las
muestras tomadas de estos pozos inhibieron el crecimiento normal de las semillas de
Latuca sativa L en el bioensayo de toxicidad aguada por lo tanto se comprobd la presencia
de sustancias toxicas en éstas aguas, por lo que concluyeron la no potabilidad del agua en

éstos pozos. ")

El agua de consumo inocua, segun se define, no ocasiona ningun riesgo significativo para
la salud cuando se consume durante toda una vida, teniendo en cuenta los afios que el
personal docente y administrativo llevan laborando en estas instalaciones; asi mismo, los
alumnos por pasar la mayor parte del tiempo en estas areas, es de suma importancia
conocer las propiedades fisica y quimicas en las que se encuentra esta agua que es ingerida
dia a dia.

El conocer la calidad del agua de esta institucion nos ayudara a determinar la potabilidad de
la misma, basandonos en la falta de mantenimiento y que estas tuberias han sido usadas
desde los afios 70, se sospecha de una posible contaminacion del vital liquido por el

desprendimiento de los metales que las componen.

La quimica analitica o el analisis quimico que realizamos nos permitid determinar

cualitativamente la composicion quimica de las diferentes muestras tomadas de los grifos
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de las areas: de lavado del laboratorio de microbiologia, area de cafeteria del laboratorio
Mauricio Diaz Muller, area de caferia de decanatura y area de cafeteria del departamento de
farmacia industrial y evaluar asi la calidad consumible del agua la cual es el principal
aspecto por el que realizamos este estudio, utilizamos un método bioldégico como es el
ensayo de toxicidad aguada por Allium Cepa L, el ensayo microbiolégico del numero mas
probable, la determinacion de bacterias aerobias mesofilas y la marcha analitica de cationes

del grupo | para evaluar si el agua puede ser usada para el consumo humano.
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Planteamiento del problema.

Los alumnos, el personal docente y administrativo de la Facultad de Ciencias Quimicas han
alegado que las propiedades del agua han cambiado con el paso del tiempo, muchas veces
con un sabor caracteristico a metales, por lo tanto nos planteamos como problema evaluar

la calidad del agua en este recinto.

Segun los ensayos a realizar en las muestras recolectadas de las diferentes areas de la
Facultad de Ciencias Quimicas en las cuales el agua se utiliza para consumo humano,
queremos determinar ;Seran las aguas de esta facultad aptas para el consumo humano?
Para esto, utilizaremos el método del nimero mas probable para la identificacion de
presencia de Coliformes fecales y totales, la determinacion de bacterias aerobias meséfilas,
el Bioensayo de toxicidad aguada para la determinacién de minerales con Allium cepa L y
el método de la marcha analitica de cationes del grupo 1.
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Objetivos:

General:

v Evaluar la calidad del agua mediante indicadores Bioldgicos y Fisicoquimicos en el
edificio de la Facultad de Ciencias Quimicas. Ledn, Nicaragua.

Especificos:

v ldentificar la presencia de Coliformes fecales y totales a través del Método
microbioldgico del Niumero mas probable haciendo uso de la técnica de tubos de

fermentacion multiple.

v Determinar la presencia de Bacterias Aerobias Mesofilas patdgenas en las muestras

en estudio.

v Realizar el Bioensayo de toxicidad aguda con Allium cepa L evaluando la inhibicién
del crecimiento promedio de las raices de cebolla.

v’ Efectuar el método de la marcha analitica de cationes del grupo | para identificar la

presencia de plomo en las muestras.
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Marco Tedrico.

El agua es una de las sustancias méas difundidas y abundantes en el planeta tierra. Es parte
integral de la mayoria de los seres vivientes tanto animales como vegetales, y esta presente
en cantidad de minerales. El agua potable es fundamental para la vida; las civilizaciones
han florecido cerca de abastecimientos adecuados de ese liquido. Las civilizaciones
modernas han desarrollado técnicas para transportar el agua a grandes distancias y lograr

administrarla de tal manera que se pueda usar y reutilizar en forma adecuada. )

Hasta el siglo XVII1, esta sustancia denominada apropiadamente “El solvente universal” se
creyo que era un elemento y fue el quimico inglés Cavendish quien sintetiz6 agua a partir
de la combustion de aire e hidrégeno. Sin embargo los resultados de este experimento no
fueron interpretados hasta afios mas tarde, cuando Lavoisier propuso que el agua no era un

elemento sino un compuesto formado por oxigeno y por hidrégeno, siendo su férmula H,O
().

Propiedades Fisicas.

El agua es un liquido inodoro e insipido. Tiene un cierto color azul cuando se concentra en
grandes masas. A la presion atmosférica (760 mm de mercurio), el punto de ebullicion es
de 100 °C, cristalizada en el sistema hexagonal, llamandose nieve o hielo segun se presente
de forma esponjosa 0 compacta, se expande al congelarse, es decir aumenta de volumen, de
ahi que la densidad del hielo sea menor que la del agua y por ello el hielo flota en el agua
liquida. El agua alcanza su densidad maxima a una temperatura de 4 °C (1g/cc). ®

Su capacidad calorifica es superior a la de cualquier otro liquido o sélido, siendo su calor
especifico de 1 cal/g, esto significa que una masa de agua puede absorber grandes
cantidades de calor, sin experimentar apenas cambios de temperatura, lo que tiene gran

influencia en el clima. @
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Propiedades Quimicas.

El agua es el compuesto quimico mas familiar para nosotros, el mas abundante y el de
mayor significacion para nuestra vida. Su excepcional importancia, desde el punto de vista
quimico, reside en que casi la totalidad de los procesos quimicos que ocurren en la
naturaleza, no sélo en organismos vivos, sino también en la superficie no organizada de la
tierra, asi como los que se llevan a cabo en el laboratorio y en la industria, tienen lugar
entre sustancias disueltas en agua, esto es en disolucién. Normalmente se dice que el agua
es el disolvente universal, puesto que todas las sustancias son de alguna manera solubles en
ella. No posee propiedades &cidas ni béasicas, combina con ciertas sales para formar
hidratos, reacciona con los 6xidos de metales formando &cidos y acttia como catalizador en

muchas reacciones quimicas. ®

Contaminacion del Agua.

El agua es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y el sostenimiento
del medio ambiente, que, como consecuencia del rapido desarrollo humano y econémico y
del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de eliminacién, ha sufrido un
alarmante deterioro. Durante décadas, toneladas de sustancias bioldégicamente activas,
sintetizadas para su uso en la agricultura, la industria, la medicina, etc., han sido vertidas al
medio ambiente sin reparar en las posibles consecuencias. Al problema de la
contaminacién, que comenzd a hacerse notable ya a principios del siglo XIX, cabe afiadir el
problema de la escasez, aspecto que esta adquiriendo proporciones alarmantes a causa del
cambio climatico v la creciente desertizacion que esta sufriendo el planeta.®

El agua potable es el agua de superficie tratada y también puede ser el agua no tratada pero
sin contaminacion que proviene de manantiales naturales, pozos naturales y otras fuentes.
Un agua clara y potable es una necesidad humana basica, sin embargo, el acceso a ella

contintia siendo una gran dificultad para muchas comunidades en paises en desarrollo. ©
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La contaminacion del agua potable puede ser por:

e Contaminacion Quimica: una gran variedad de productos quimicos, como metales,
disolventes, pesticidas, herbicidas, productos industriales, detergentes, aceites y
combustibles que pueden ser acumulables en el agua.

e Contaminacion Microbiologica: gran cantidad de microorganismos patdégenos
(bacterias, virus y protozoos) pueden contaminar el agua.

¢ Contaminantes que consumen oxigeno: exceso de materiales biodegradables.

e Material en suspension y sustancias inamisibles.®®
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Dependiendo de su origen existen dos tipos de contaminacion de las aguas:

Contaminacién puntual: es aquella que descarga sus aguas en un cauce natural, proviene
de una fuente especifica, como suele ser un tubo o dique. En este punto el agua puede ser
medida, tratada o controlada. Este tipo de contaminacién estd generalmente asociada a las

industrias y las aguas negras municipales.

Las fuentes puntuales descargan contaminantes en localizaciones especificas a través de
tuberias o alcantarillas a cuerpos de agua superficial. Los ejemplos incluyen fabricas,
plantas de tratamiento industrial, plantas de tratamiento de aguas negras (retiran la mayoria
de los contaminantes, pero no todos), minas subterraneas de carb6n activas y no activas,

minas de oro y pozos petroleros fuera de la costa. %

Contaminacion difusa: es el tipo de contaminacion producida en un area abierta, sin
ninguna fuente especifica; este tipo de contaminacion estd generalmente asociada con
actividades de uso de tierra, tales como: la agricultura, urbanizaciones, pastoreo y practicas

forestales. ‘%

Las fuentes no puntuales son grandes areas de terreno que descargan contaminantes al agua
superficial y subterrdnea sobre una region extensa, y partes de la atmdsfera donde los
contaminantes son depositados en las aguas superficiales. Los ejemplos pueden incluir los
vertimientos de sustancias quimicas en el agua superficial y la infiltracion desde tierras de
cultivo, lotes de pastura para ganado, bosques talados, tierras urbanas y suburbanas,
tanques sépticos, predios de construccion, sitios de estacionamiento, carreteras y deposicion

4cida, entre otras®?

Calidad del agua.

La calidad del agua se define como el conjunto de caracteristicas del agua que pueden
afectar su adaptabilidad a un uso especifico o al conjunto de pardmetros que indican que el

11
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agua puede ser usada para diferentes propdsitos como: doméstico, riego, recreacion e

industria. ‘%

Contaminacion es la accion y efecto de introducir materias o formas de energia, o inducir
condiciones en el agua, que de modo directo o indirecto, impliquen una alteracion

perjudicial de su calidad en relacién con los usos posteriores o con su funcién ecolégica. %

Las categorias de contaminacion que impactan a los recursos hidricos se derivan de fuentes
puntuales y no puntuales. Estas afectan y alteran las caracteristicas naturales de los recursos
hidricos, ocasionalmente por actividades naturales, pero en su mayoria, el mayor de los

impactos es de caracter antropogénico. %

Importancia de la Calidad del Agua.

El agua contaminada es la mayor fuente global de enfermedades gastrointestinales y otras
enfermedades. Los patdgenos en el agua contaminada pueden potencialmente contaminar y
proliferarse en los alimentos. Los contaminantes quimicos en el agua también pueden ser

un tema de salud publica. ¥

Principales indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos de calidad del agua.

Los indicadores deberian ser explicados bajo el concepto de sostenibilidad dentro de un
proceso légico, fusionando los aspectos ecoldgicos, econdmicos y sociales. Estos se

definen ante una situacién Gnica y dentro de un escenario especifico.

Los parametros de calidad de agua se diferencian segun sus origenes bioldgicos, quimicos y
fisicos; por causas principalmente de caracter antropocéntricos como el caso del uso de la
tierra. Entre ellos se mencionan el pH, turbidez, oxigeno disuelto, nitrato, fosfato,
temperatura, demanda bioguimica de oxigeno, sélidos totales, coliformes fecales. %

12
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Indicadores microbiolégicos del agua.

Este tipo de contaminacidn se relaciona con la presencia de microorganismos patdégenos de
heces humanas y animales. Es comun encontrarselo en los recursos hidricos superficiales,
debido a su exposicidn. Es importante conocer el tipo, niUmero y desarrollo de las bacterias
en el agua para prevenir o impedir enfermedades de origen hidrico. Es dificil detectar en
una muestra organismos patégenos como bacterias, protozoarios y virus debido a sus bajas
concentraciones. Por esta razon, es que se utiliza el grupo de coliformes fecales, como

indicador de la presencia de microorganismos. %

Coliformes fecales: la bacteria coliforme fecal presente en las heces humanas y animales
de sangre tibia. Puede entrar en los cuerpos de agua por medio de desechos directos de
mamiferos y aves, asi como corrientes de agua, acarreando desechos y del agua de drenaje.
Los organismos patdgenos incluyen la bacteria coliforme fecal, asi como bacterias, virus y

parasitos que causan enfermedades. %

Indicadores fisicos y quimicos del agua.

Los parametros quimicos son mas relacionados con los agroquimicos, metales pesados y
desechos toxicos. Este tipo de contaminacion es méas usual en las aguas subterrdneas en
comparacion con las aguas superficiales. Relacionado por la dinamica del flujo de agua, los
contaminantes son mas persistentes y menos moviles en el agua subterranea, como es el
caso de la contaminacién con nitratos por su movilidad y estabilidad, por la presencia de
asentamientos urbanos o actividades agricolas aledafias ” Dentro de estos indicadores

tenemos: ¢

e Oxigeno Disuelto.
e Demanda Bioquimica de oxigeno.
e pH o concentraciones de lones Hidrogeno.

e Turbidez.
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e Solidos Totales Disueltos.

e Conductividad.

Ensayos Bioldgicos para la evaluacion de la calidad del agua:

Los ensayos biolégicos son herramientas de determinacion y analisis de la toxicidad de un
agente, capacidad que es medida a través de las respuestas generadas en los organismos o

sistemas vivientes, obteniendo una relacion dosis-respuesta.

1. Ensayo de toxicidad aguda con bulbos de cebolla Allium cepa L mediante la

evaluacioén de la inhibicion del crecimiento promedio de raices.

Cuando un bulbo de cebolla (Allium sp) se rehidrata se produce una estimulacion del
crecimiento de las células, lo cual permite la elongacion de las raices de la planta. Sin
embargo, cuando la hidratacion se lleva a cabo en presencia de sustancias toxicas, la
divisién celular de los meristemos radiculares puede inhibirse, ya sea retardando el proceso
de mitosis o destruyendo las células. Este tipo de alteraciones generalmente impide el

crecimiento normal de la raiz, y por tanto su elongacién. **

El efecto puede determinarse en forma indirecta, mediante la comparacion de la elongacién
de las raices de cebollas expuestas al compuesto toxico contra la de cebollas no expuestas,
luego de un periodo de 72 horas de prueba. La cuantificacion del efecto se realiza
estableciendo el porcentaje de inhibicion del crecimiento de las raices respecto a la longitud
promedio de las raices del control. **

Organismos de prueba.

Para la elaboracion de las pruebas se deben seleccionar bulbos de Allium sp. de 1.5 cm de
diametro, secos y sin formacion de hojas o raiz. Estos pueden ser obtenidos del mercado

local o adquiridos a través de algtin proveedor. %
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Previo al montaje de la prueba, los bulbos deben limpiarse eliminando la epidermis seca y
removiendo, con un bisturi o instrumento punzante, los restos de tejido y raices del area
radicular. No se deben dafar las raices primordiales. Con el fin de eliminar los restos de
tejido, es conveniente colocar los bulbos en agua destilada por 2 horas y dejar secar. **

Almacenamiento de los bulbos de cebolla.

Se recomienda adquirir los bulbos en visperas de la realizacion de pruebas o, en su defecto,
almacenarlos en un lugar donde se puedan garantizar condiciones secas y una temperatura
entre 10 y 20 °C. En algunas regiones, los bulbos pueden mantenerse almacenados hasta
por un afio; sin embargo, en zonas geogréaficas donde la temperatura y la humedad son

altas, el almacenamiento esté limitado a unos pocos dias. *

Control de calidad del material bioldgico.

Dado que la prueba con cebollas no requiere mantenimiento de un cultivo, el control de
calidad debe enfatizarse en la calidad de los lotes de material a utilizar. Por esa razén, debe
darse especial importancia al almacenamiento del material, asi como al control de hongos
que pueden afectar la viabilidad de las cebollas y su normal desarrollo. Es por ello que se
recomienda disponer de un numero de cebollas por lo menos 3 o 4 veces mayor al
requerido para las pruebas. Su almacenamiento debe hacerse en ambiente exento de

humedad, a una temperatura entre 10 y 20 °C. ¥

Material.

Tubos de ensayo de vidrio de 10 cm de largo y 1.5 cm de diametro (o recipientes de mayor
tamafio, dependiendo del tipo de bulbos a utilizar), gradillas o soportes para tubos, bisturi y

reglilla para hacer mediciones en cm o mm. @
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Preparacion de diluciones.

Generalmente, se sugiere el empleo de una serie de 5 concentraciones, un control negativo
y 1 0 2 controles positivos. Para su preparacion se emplea el método de dilucion en forma
secuencial aplicando un factor de 0.2 0 0.3.

Cuando se va a llevar a cabo una evaluacion exploratoria, puede emplearse una serie de
diluciones logaritmicas (por ejemplo: 100; 10; 1; 0.1; 0.01), lo cual permitira establecer el
intervalo de concentracion conveniente para la determinacion de la Concentracion
Inhibitoria Media (C150). @

Desarrollo de la prueba.

Cuando se trabaja con bulbos de diametro pequefio, las pruebas se realizan en tubos de
ensayo de 10 cm de longitud x 1.5 cm de ancho. En el caso de bulbos de mayor diametro
pueden utilizarse tubos o recipientes de mayor volumen, dependiendo del tamafio de los
mismos. Es importante destacar que la profundidad de los recipientes debe ser tal que, al

término de la prueba, la elongacién maxima no alcance el fondo del recipiente. **

En la prueba se utilizan 5 concentraciones de la muestra, un control negativo y 1 o0 2
controles positivos, cada una con 12 réplicas. El ensayo se inicia con el llenado de los tubos
con cada una de las diluciones y controles; este llenado debe hacerse hasta el borde del
tubo. A continuacion se colocan los bulbos limpios sobre la boca del tubo, cuidando que la

zona radicular quede inmersa en el liquido. %

Los tubos se colocan en una gradilla, la cual se localiza sobre una mesa que no presente
vibraciones y se mantienen a temperatura ambiente (20 °C) durante un periodo de 72 horas.

Debe evitarse la iluminacién directa.
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Dos veces al dia durante el periodo de prueba, se debe reponer el volumen perdido por
evaporacion o absorcion. Para reponer este volumen se utiliza la muestra o dilucion
correspondiente. Se recomienda inclinar el bulbo sin sacar las raices del tubo, adicionando

cuidadosamente el volumen con ayuda de una pipeta Pasteur.

Expresion de resultados.
Medicion.

Al término del periodo de exposicidon se registra la longitud promedio de las raices,
medicion que se lleva a cabo con ayuda de una regla comin con escala en milimetros. La
medicion se lleva a cabo colocando la escala en el margen del tubo, se ubica el valor de
longitud minimo y maximo donde incide la mayoria de las raices y el punto medio se

define como el promedio. **

Se efectla la estimacion en cada tubo y se obtiene el promedio matematico de diez réplicas
(los dos valores mas extremos se descartan). Para obtener el porcentaje de efecto de

inhibicion se debe realizar la siguiente operacion:
(Longitud del control — longitud de la muestra) x 100/longitud del control)

2. Ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga Lactuca sativa L.
Principio de la prueba.

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) es una prueba estatica
de toxicidad aguda (120 horas de exposicion) en el que se pueden evaluar los efectos
fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de germinacion de
las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de crecimiento.
Como puntos finales para la evaluacion de los efectos fitotoxicos, se determina la
inhibicion en la germinacion y la inhibicion en la elongacién de la radicula y del hipocotilo.

Es importante destacar que durante el periodo de germinacion y los primeros dias de

17



Evaluacidn de la Calidad del Agua en la Facultad de Ciencias Quimicas.

desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de
una sustancia toxica puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la
planta, siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos
adversos. Por otra parte, muchas de las reacciones y procesos involucrados son generales
para la gran mayoria de las semillas, por lo que la respuesta de esta especie y los datos
obtenidos a partir de la aplicacion de esta prueba son en gran medida representativos de los
efectos en semillas o plantulas en general. ElI éxito o aptitud de una plantula para
establecerse en un ambiente determinado es de gran importancia para garantizar la
supervivencia de la especie. La evaluacion del desarrollo de la radicula y del hipocétilo,
constituyen indicadores representativos para determinar la capacidad de establecimiento y
desarrollo de la planta. ¢

A diferencia de la prueba tradicional de germinacion de semillas, la evaluacion del efecto
en la elongacion de la radicula y del hipocétilo de las plantulas permite ponderar el efecto
toxico de compuestos solubles presentes en niveles de concentracién tan bajos que no son
suficientes para inhibir la germinacién; sin embargo, pueden retardar o inhibir
completamente los procesos de elongacién de la radicula o del hipocétilo, dependiendo ello
del modo y sitio de accion del compuesto. De esta manera, la inhibicién en la elongacién de
la radicula e hipocotilo constituyen indicadores sub letales muy sensibles para la evaluacion
de efectos bioldgicos en vegetales, aportando informacion complementaria a la
proporcionada al estudiar el efecto en la germinacidn. Este ensayo puede ser aplicado para
la evaluacién de la toxicidad de compuestos puros solubles, de aguas superficiales (lagos,
rios), aguas subterraneas, aguas para consumo humano, aguas residuales domésticas e
industriales, ademas de lixiviados de suelos, sedimentos, lodos u otras matrices solidas. A
diferencia de otras pruebas en las que se consideran algas o plantas acuaticas sumergidas
como organismo de diagnostico, el bioensayo con semillas permite evaluar la fitotdxicidad
de muestras coloreadas o con elevada turbiedad de manera directa y sin necesidad de
filtraciébn previa, reduciéndose asi las interferencias debidas al pre tratamiento y
simplificando el procedimiento de prueba.
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Si bien, L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos, la informacion
generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos acerca del posible efecto de
los contaminantes en las comunidades vegetales cercanas a las margenes de cuerpos de
agua contaminados, siendo también una especie interesante de considerar por su
importancia desde el punto de vista horticola. Por otra parte, es de facil y rapida

germinacién por lo que es posible desarrollar la prueba en pocos dias. ©

Este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y aplicado por diferentes organismos de
proteccion ambiental para la evaluacion ecotoxicologica de muestras ambientales y
compuestos puros, ademas de la evaluacion del efecto fitotoxico de plaguicidas sobre

especies no blanco, necesarios para el registro de estos compuestos. *©

En la incorporacion de esta prueba en una bateria de bioensayos es importante considerar el
compromiso entre la sensibilidad de la especie L. sativa, el reducido tiempo de exposicién
de la prueba con semillas, los bajos costos asociados y que no requiere equipamiento
sofisticado, en particular, en la aplicacion a muestras ambientales o en el monitoreo de

procesos de detoxificacion, saneamiento, control de efluentes o reuso de biosélidos.*®

Organismos de prueba.

En este ensayo se usan semillas de lechuga de la especies Lactuca sativa variedad

mantecosa. 1©

Obtenciodn, control y conservacion de las semillas.

La obtencién de las semillas de lechuga se realiza en semillerias locales, procurando que
sean semillas sin curar (sin fungicidas o plaguicidas), con buen poder germinativo y baja

variabilidad en la elongacién de la radicula e hipocétilo. ©
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Verificacion de la viabilidad de las semillas.

Previo a la implementacion de la prueba, es recomendable verificar que cada lote nuevo de
semillas que se utilice tenga un porcentaje de germinacion superior al 90%, sincronizacion
en la germinacion y baja variabilidad de la elongacion de la radicula e hipocétilo

(coeficiente de variacion < 30%). ®©

Es necesario ademas caracterizar las condiciones de germinacién del lote de semillas,
evaluando la respuesta frente a la luz (fotoblastismo positivo o negativo: germinacion en

presencia o ausencia de luz, respectivamente) y la temperatura optima de germinacion.

Con el fin de reducir la variabilidad en los resultados, para el caso de semillas no
seleccionadas y que presenten gran heterogeneidad en el tamafio, es conveniente realizar
una seleccion previa descartando las fracciones de mayor y menor tamafio y utilizando
solamente la fraccion més numerosa y de tamafio intermedio. La fraccion de menor tamafio
puede presentar un alto porcentaje de semillas vanas, mientras que las semillas de mayor

tamafio pueden ser mas vigorosas, variando la sensibilidad frente a los compuestos toxicos.
(16)

Si no es posible obtener lotes de semillas con poder germinativo igual o mayor al 90%, se
debe aumentar el namero de semillas por caja para obtener un ndmero minimo de 18
semillas germinadas. Por otra parte, si se desea aumentar la confiabilidad de los resultados,
0 en caso de contar con semillas que posean una alta variabilidad en la elongacion de la
radicula de los controles negativos, ain habiéndolas seleccionado de tamafio uniforme, se

recomienda aumentar el nimero de réplicas por tratamiento. *¢)

Las semillas seleccionadas se almacenan fraccionadas a 4° C, en oscuridad y en ambiente
seco. Conservadas en estas condiciones mantienen su vigor al menos durante 2 afios. Un
indicador de la reduccion de la vitalidad y envejecimiento de las semillas es la reduccién en
el poder germinativo y el aumento en la variabilidad de las medidas de elongacion de
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radicula e hipocétilo en el control negativo. En este caso se recomienda realizar las pruebas

de toxicidad utilizando un nuevo lote de semillas. ©

Control de calidad de pruebas.

Es importante establecer cuales son los valores de elongacién en el control negativo, asi
como la sensibilidad de las semillas frente al compuesto toxico de referencia (control
positivo), determinando para cada lote de semillas el valor de CE50. Se realizan cartas
control para evaluar el crecimiento en los controles negativos (promedio + 2¢ de la
elongacion de la radicula) y de la sensibilidad frente al compuesto toxico de referencia

(promedio + 26 de la CE50 para el Zn (11) preparado a partir de sulfato de zinc). ©

Como se menciond anteriormente, la reduccion en el poder germinativo (< 90%) vy el
aumento en la variabilidad de las medidas de elongacion de radicula e hipocotilo en el
control negativo a lo largo del tiempo, son indicadores de la reduccion de la vitalidad y
envejecimiento de las semillas. En este caso se recomienda utilizar un nuevo lote de

semillas. ®

Medida de los puntos finales de evaluacién de la fitotoxicidad.

Cada punto final se evalia comparando el efecto generado en los organismos expuestos a la
muestra con respecto a la respuesta en los organismos del control negativo, sujetos a las
mismas condiciones de ensayo, excepto por la ausencia de muestra. Terminado el periodo
de exposicién (120 horas), se procede a cuantificar el efecto en la germinacién y en la
elongacion de la radicula y del hipocétilo. “©)

Interpretacion de los resultados.

Los efectos cuantificados sobre la elongacidn de la radicula o del hipocétilo son efectos sub
letales. La inhibicién en la germinacion podria considerarse como un efecto letal siempre y

cuando podamos corroborar que finalizada la exposicién a una muestra las semillas no
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germinaron por muerte del embrion y que no existe simplemente un retraso en el proceso
de germinacion, manteniéndose la viabilidad de la semilla. Al evaluar la fitotoxicidad de
muestras ambientales complejas o con compuestos volatiles, en algunos casos se ha
observado que al finalizar el periodo de exposicion la inhibicion en la germinacion es
elevada, pero si se extiende el periodo de ensayo, sin renovar la exposicion a la muestra, las
semillas comienzan a germinar. La vitalidad de las semillas que no han germinado es
posible verificarla mediante la prueba de tetrazolium para viabilidad, pudiendo de esta
manera asignarle con certeza a la inhibicidn de la germinacién, el valor e importancia de un
efecto letal. No obstante esto, la inhibicién en la germinacion registrada al finalizar la

prueba, se considera fitotoxicidad aunque el efecto en la germinacion sea reversible. ®

Otro aspecto a considerar es el mayor desarrollo en la elongacién de la radicula o el
hipocétilo en algunas muestras con respecto al control. La exaltacion en un punto final u
hormésis no debe ser interpretada como un efecto favorable o estimulante. Si bien es
posible que muchos compuestos (por ejemplo Cu, Zn) a bajas concentraciones produzcan
exaltacion por ser micronutrientes vegetales, esta respuesta debe ser evaluada de manera
conjunta con los efectos registrados en otras pruebas. En la aplicacion de la prueba con
semillas a muestras ambientales conjuntamente con otros organismos como parte de una
bacteria, se ha detectado en diferentes ocasiones que la exaltacién en la respuesta en el
hipocétilo o radicula se corresponde con toxicidad frente a otros ensayos de la bacteria. *®

3. Ensayo de toxicidad aguda con el clad6cero Daphnia magna.

Principio de la prueba.

Dentro del grupo de los claddceros, las especies del género Daphnia son las mas utilizadas
como organismos de prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. La amplia distribucién
geogréfica, el importante papel que cumplen al interior de la comunidad zooplanctoénica, la
facilidad de cultivo en el laboratorio, la reproduccion partenogenética (lo cual asegura una
uniformidad de respuesta), y el corto ciclo de vida con la produccién de un alto nimero de

crias, han hecho de este grupo un ideal para la evaluacién de toxicidad, a nivel universal.
n
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El género Daphnia se ubica dentro del orden cladocera de la clase crustacea, y especies
como D. magna, D. pulex, y D. similis, son utilizadas extensivamente en pruebas de
toxicidad, por lo cual existe una extensa informacion sobre las técnicas de cultivo, los
requisitos de temperatura, luz y nutrientes, asi como su respuesta a muchos compuestos
toxicos. Especificamente, los ensayos de toxicidad con D. magna, permiten determinar la
letalidad potencial de sustancias puras, aguas residuales domésticas e industriales,
lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable, y agua de poro de sedimentos,

entre otros. 47

En las pruebas de toxicidad con D. magna, neonatos menores de 24 horas de edad son
expuestos a la muestra 0 compuesto a probar, por un periodo de 48 horas, al término del
cual se cuantifica el nimero de organismos muertos. Con estos resultados se establece la

proporcién o porcentaje de mortalidad producida. "

Organismos de prueba.

Las hembras partenogenéticas de D. magna pueden obtenerse directamente de compafiias
proveedoras de materiales bioldgicos, quienes certifican la especie. También pueden ser
obtenidas de otras fuentes como laboratorios especializados donde se llevan a cabo pruebas
de toxicidad con este claddcero o por medio de su recoleccion en campo; en estos casos la

especie debera ser identificada taxonémicamente. "

Expresion de resultados.

Para el calculo de la CL50 y sus respectivos limites de confianza al 95% se utiliza el
método Probit, ya sea manualmente o con ayuda de paquetes estadisticos que tengan este

procedimiento. "
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Determinacién de Coliformes Totales y Fecales: Numero mas probable.

Los Coliformes son considerados un grupo de microorganismo que Se encuentran
comunmente en el suelo, aguas superficiales y plantas. También estan presentes en los
intestinos de los animales y humanos. Son usadas como indicadores en pruebas de agua

porgue su presencia sefiala que organismos pueden estar presentes en el agua. **

Toma de muestra para analisis microbioldgico:

Las muestras que se tomaran para el analisis deben de ser representativas para poder
determinar asi su calidad microbioldgica. Hay normas para la toma de muestras de agua
segun sus distintas procedencias (grifos, pozos, depdsitos, lagos, rios, manantiales, etc.).
Para su recogida deben utilizarse frascos estériles y deben recolectarse cantidades
comprendidas entre 500 y 1000 mL. En todos los casos los envases se llenaran por
completo para excluir el aire. Cuando se estime probable que el agua a analizar contenga
trazas de cloro, cloraminas y ozono, sera necesario neutralizar su efecto bacterisida en el
momento del muestreo. Para ello se afiadird una cantidad suficiente de sulfato sodico. Para
un volumen de 250 mL son suficiente 0.2 mL de una solucion acuosa al 3% de tiosulfato
sodico. Su analisis debe comenzar antes de que haya transcurrido 6 horas desde el momento
de toma de la muestra. En circunstancias excepcionales las muestras pueden conservarse a

una temperatura de 4°C durante un periodo méximo de 24 horas.

Bacteria Coliforme:

Incluye E. Coli y otras bacterias que se asemejan morfoldgicas y fisiolégicamente. Estos
microorganismos con frecuencia difieren entre si en caracteristicas pequefias. Las bacterias
Coliformes suelen encontrarse en el aparato digestivo del hombre y animales. E. Coli rara

vez se encuentra fuera del intestino. %

Las bacteria Coliformes son bacilos cortos, gran negativos que fermentan la lactosa y
forman acido y gas. Son anaerobios facultativos se multiplican a mayor rapidez a
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temperaturas entre 30 y 37°C, crecen en grandes cantidades en medios corrientes como
caldo y agar. ¥

La colonia de E. coli en agar E.M.B (Eosina y azul de metileno), tienen 2 a 4 mm de
diametro, un centro grande de color oscuro e incluso negro, y tienen brillo verde metalico

cuando se observan con luz refleja. ¥

Se considera que todas las bacterias Coliformes, tienen importancia en el agua desde el
punto de vista sanitario, aunque muchos autores han tratado de diferenciar el tipo fecal
(E.coli) y no fecal (A. aurogenes). ¥

Determinacion de los Coliformes totales y fecales.

Los Coliformes fecales son un subgrupo de los Coliformes totales capaz de fermentar la
lactosa a 44°C en lugar de 37°C como lo hacen los fecales.

Aproximadamente el 95% del grupo de los Coliformes presentes en heces estan formados
por Escherichia coli y cierta especies de Klebsiella. Y que los Coliformes fecales se
encuentran casi exclusivamente en las heces de animales de sangre caliente, se considera
que reflejan mejor la presencia de contaminacién fecal. Estos ultimos se denominan
termotolerantes por su capacidad de soportar temperaturas mas elevadas. Esta es la
caracteristica que diferencia a Coliformes fecales y totales. La capacidad de los Coliformes
fecales de reproducirse en los intestinos de los animales homeotermicos es favorecida por
la existencia de condiciones adecuadas de materia organica, pH, humedad. Desde hace
mucho tiempo se han utilizados como indicador de contaminacion fecal. Su presencia se
interpreta como una indicacion de que los organismos patdgenos pueden estar presentes y

su ausencia indica que el agua se halla exenta de organismos productores de enfermedades.
(13)
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Prueba Presuntiva:

Para determinar estos Coliformes se va a utilizar el método de cultivo BGBB (dispuesto en
tubo), que es un medio selectivo y de enriquecimiento ya que inhibe el crecimiento de
microorganismos distintos de los del grupo de Coliformes a la vez que permite que éstos
crezcan sin restriccion, se distribuye el medio en nueve tubos (tres series de tres tubos) con
diez mililitros cada uno de medio de cultivo y agregando 10 mL del agua a la primera serie
de tubos, 1 mL de agua a la segunda serie y 0,1 mL a la tercera. Colocaremos en cada tubo
una campana Durham para recoger el gas producido y el medio de cultivo se le habra
afiadido un indicador acido-base. Estos tubos se incuban a la temperatura correspondiente

seglin se trate de Coliformes Totales o Fecales durante 24 horas. ¥

Los Coliformes son lactosa positiva, es decir, son capaces de fermentar la produccién de
acido y gas, estos signos serdn los que buscaremos. La reaccion serd positiva cuando se
produce desprendimiento de gas en la campana de Durham por lo menos en un 10% de su

capacidad, y el medio vira de color amarillo debido a la formacién de acido.

Una reaccion positiva por débil que sea, indicara la presencia de Coliformes y habra que
hacer las pruebas confirmativas de IMVIC. Se aplicara la técnica del nUmero mas probable
(NMP).
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Método del Numero Més Probable para serie de diluciones en replicas de tres por

nivel de dilucién

0-0-0 <3
0-0-1 3
0-1-0 3
0-2-0 -
1-0-0 4
1-0-1 7
1-1-0 7
1-1-1 11
1-2-0 11
2-0-0 9
2-0-1 14
2-1-0 15
2-1-1 20
2-2-0 21
2-2-1 28
2-3-0 -
3-0-0 23
3-0-1 39
3-0-2 64
3-1-0 43
S=1=1 75
3-1-2 120
3=2=0 93
3-2-1 150
9=2=2 210
3-3-0 240
3231 460
3-3-2 1,100
3-3-3 2,400
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Recuento de Bacterias aerobias mesofilas.

Las bacterias aerobias mesofilas constituyen un grupo de microorganismos capaces de
crecer en un rango de 30 a 37°C. "

La cuantificaciobn de microorganismos por contaje de colonias, ha sido ampliamente
utilizada para determinar poblaciones microbianas viables en el agua, este procedimiento
estd basado en la presuncion de que cada célula microbiana en una muestra se formara a
simple vista, con colonias separadas cuando son mezcladas con agar u otro medio solido

que permita su crecimiento. ¢”

El objetivo de este método es el determinar la presencia y la cantidad de bacterias aerobias

mesofilas en las muestras analizadas. ¢”

Aplicacion.

Este método puede ser utilizado para cualquier tipo de muestra, con excepcion de ciertos
productos, donde interviene el proceso de fermentacion, tales como ciertos quesos Yy
embutidos, yogurt o de “maduracién” natural, ya que estos dan cifras muy elevadas de
bacterias. "

Principios y Fundamentos del método.

El método de contaje de colonias provee una estimacién del nimero de microorganismos
viables en una muestra de acuerdo al medio empleado y el tiempo y la temperatura de

incubacion. @7

Las células microbianas a menudo se encuentran como conjuntos o grupos de células, por
tanto, la muestra y las diluciones homogenizadas pueden uniformemente distribuir los
conjuntos de bacterias, ya que estos grupos no pueden ser disgregados completamente por

ellos mismos. "
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Consecuentemente, cada colonia aparece en el Agar puede aparecer como grupo de células
libres y deben ser referidas como Unidades Formadoras de Colonia (UFC). ¢

Procedimiento:

e Tomamos 1 ml de la muestra y lo llevamos a un tubo de ensayo que contiene 9 ml de
solucién de fosfato monobésico de potasio; solucién (10™%).

e Luego tomamos 1 ml de la solucién de concentracién 10 y lo llevamos a otro tubo de
ensayo conteniendo 9 ml de fosfato monobasico de potasio para obtener una solucién
de concentracion 107,

e De la solucién de concentracion 10 tomamos 1 ml y lo llevamos a otro tubo de ensayo
conteniendo 9 ml de fosfato monobéasico de potasio para obtener una solucion de
concentracion 10,

e Tomamos 1 asada de cada una de las 3 diluciones y lo colocamos en una placa petri por
duplicado con agar TSC.

e Incubamos a 37°C %1 por 24hrs

e Finalmente tomamos una asada de la dilucién 10 y sembramos en agar cetrimide,
medio selectivo para pseudomona aeruginosa.

e Incubamos a 37°C %1 por 24hrs

Ensayos fisicoquimicos para evaluar la calidad del agua:

1. Método Colorimétrico Simple para determinar desde 2 p.p.m de plomo en

solucién acuosa mediante la reaccién de proceso de sulfhidracion.

El procedimiento estandar para extraer el plomo soluble consiste en los siguientes pasos:
a. Se prepara una solucién de acido acético al 4%, tomar de este 50 mL y aforar con
agua de grifo a 100 mL.
b. Se deja la solucién para que repose durante 24 horas a temperatura ambiente. Y en
este punto la solucion esta lista para el analisis sobre su contenido de plomo. *®
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Ademas del método colorimétrico visual que se propone, existen varios métodos para
cuantificar el plomo disuelto en la solucién. EI método de la ditizona es uno de los méas
conocidos, otros métodos estan basados fundamentalmente en la utilizacién de equipos de

absorcion éptica o atomica. ®

Descripcién del método:

Al utilizar el procedimiento estandard para extraer los compuestos de plomo descrito
anteriormente, el acido acético diluido reacciona con los constituyentes de la solucion
acuosa (agua) produciendo entre otros, acetato de plomo. El acetato de plomo es soluble en

agua y la solucién final es incolora. ®

El método propuesto consiste basicamente en precipitar el plomo del acetato como sulfuro
de plomo, obteniéndose una coloracién que tiende a ser mas obscura a medida que el
contenido de plomo en la solucién es mayor. La determinacion cuantitativa del contenido
de plomo se logra mediante la comparacién visual de la muestra problema con una serie de

muestras patrén de concentracién conocida. ®

Preparacion de la muestra patron.

a. Se colocan 1.285 grs. De acetato de plomo en un matraz aforado de 1000 m1 Y se
afora con agua destilada agitando hasta disolver el acetato de plomo. Esta solucion

contendra 1000 p.p.m. de plomo (solucion A). ¥

b. Se toman 20 m1 de la soluciéon A 'y se aforan a 1000 ml para obtener la solucion B
con 20 p.p.m. de plomo. De ésta ulti~1 (solucion B) se toman 10, 20, 30, 40 Y 50
ml aforando a 100 ml en cada caso, con lo que se obtienen las muestras patron de 2,
4,6,8Y 10 p.p.m. respectivamente. ®®
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Proceso de Sulfihidracion.

El dispositivo para sulfhidrar se ilustra en la figura 1 y se procede de la siguiente manera,
se colocan 200 grs. Aproximadamente de pirita de fierro en el matraz (), en el matraz (1)
se agregan 150 ml de agua y por ultimo se afiade por el embudo de vidrio colocado en el
matraz (I) &cido clorhidrico diluido 50% en volumen. Obteniéndose de esta manera acido
sulfhidrico gaseoso. ®®

Las muestras patron deberén sulfhidrarse burbujeando cada una de ellas hasta precipitar por
completo el sulfuro de plomo. Se obtienen coloraciones que van del amarillo claro (2
p.p.m.) al café (10 p.p.m.). @®

Para analizar el contenido de plomo soluble, se sigue el procedimiento estandard descrito
anteriormente y la solucién final se sulfhidra hasta que ya no precipite mas sulfuro de
plomo, a continuacion el color de esta muestra se compara visualmente con las muestras
patron que han sido ya preparadas, determinandose de esta manera la concentracion de
plomo soluble de la muestra problema. “®

Si la coloracion de la muestra estudiada es mas obscura que la muestra patrén de 10 p.p.m.
deberéan hacerse diluciones sucesivas hasta poder determinar la concentracién de plomo. Es
importante hacer notar que la coloracién de las soluciones en estudio y las patrén cambian
con el tiempo, por lo que se recomienda hacer las determinaciones en el momento de
preparar las muestras patron, de tal forma que la determinacion se efectiie en un tiempo no

mayor de 1 hora. ®

2. Método por espectroscopia molecular UV-Vis (Método de la ditizona).
Principio.

Se mezcla una muestra acidulada que contenga cantidades del orden de microgramos de
plomo con solucion reductora amoniacal de citrato-cianuro y se extrae con ditizona en

cloroformo (CHCIs) para formar con ditizonato de plomo de color rojo cereza. Se mide
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fotométricamente el color de la solucién de color mixta. El volumen de muestra tomada

para el analisis sera de 2 | cuando se emplea digestién. %

Interferencias.

La ditizona forma complejos coloreados con bismuto, Sn** y T™ en solucién amoniacal
débil de cianuro (pH 8,5 a 9,5). En solucién amoniacal fuerte (pH 10 a 11.5) de citrato-
cianuro, los ditizonatos de estos iones son inestables y s6lo se pueden extraer parcialmente.
Este método utiliza una extraccion Unica de ditizona, de color mixto, y pH elevado. La
interferencia de Sn®* y T™ se reduce posteriormente cuando estos iones se oxidan durante la
digestion preliminar. Una modificacion del método permite la deteccion y eliminacién de la
interferencia de bismuto. Las cantidades excesivas de bismuto, talio y estafio pueden
eliminarse. La ditiazona en CHCI3 absorbe a 510 nm; controlese su interferencia mediante
el empleo de concentraciones aproximadamente iguales de ditizona en exceso en muestras,

patrones y blancos. *%

El método carece de interferencia para la determinacion de 0,0 a 30,0 mg Pb en presencia
de 20 mg T", 100 mg Sn 2*, 200 mg In**, asi como 1000 mg de cada uno de los siguientes :
Ba2+, Cd2+, C02+, CU2+, M92+’ Mn2+, ng+, Sr2+, Zn2+, A|3+, Sb3+, A33+, Cr3+, F33+, V3+,PO43-
y SO,%. Cantidades del orden de gramos de metales alcalinos no interfieren. Existe una

modificacion para evitar la interferencia de cantidades excesivas de bismuto o estafio.

Tratamiento preliminar de la muestra:

En el momento de la toma de muestra acidilese con HNO3. Afadanse 5 ml de solucién 0.1
N de yodo para evitar las pérdidas de compuestos organicos de plomo volatiles durante la
manipulacion y digestion de las muestras. Preparese un blanco de agua destilada libre de

plomo v trétese segun el procedimiento completo. ™
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Concentracion minima detectable:

1.0 mg Pb/ 10 ml de solucidn de ditizona.

Seleccion del método.

El método espectrométrico de absorcion atdmica tiene un limite de deteccion relativamente
alto en la modalidad de llama (FAAS) y requiere un procedimiento de extraccion de las
bajas concentraciones comunes en el agua potable; el método de absorcion atémica
electrotérmico (ETAAS) es mucho mas sensible para las bajas concentraciones y no
requiere extraccion. EI método de plasma acoplado inductivamente (ICP) tiene una
sensibilidad similar a la del método de absorcion atdmica de llama (FAAS). El método de
ditizona es sensible y especifico como procedimiento colorimétrico (UV-Vis). ¥

3. Espectroscopia de Absorcion Atomica.

Mientras que la mayoria de las técnicas espectroscépicas se utilizan para el estudio y
caracterizacion de moléculas o iones en su entorno cristalino, la espectroscopia de emision
y absorcién atdémica se usa casi exclusivamente para el analisis de atomos. Por
consiguiente, la técnica resulta casi insuperable como método de analisis elemental de
metales. En principio, la espectroscopia de emisién puede utilizarse para la identificacion y
para la determinacién cuantitativa de todos los elementos de la tabla periédica. ¢

Cuando la transicion se produce desde el estado fundamental hasta un estado excitado del
atomo mediante la absorcion de radiacion de una determinada frecuencia (caracteristica
para cada 4&tomo), estamos en el caso de las técnicas de absorcion. En el caso en que los
atomos se lleven previamente a un estado excitado y se mide la intensidad de la radiacion
emitida a la frecuencia caracteristica correspondiente a la transicion desde el estado
excitado al estado fundamental, hablamos de técnicas espectrofotométricas de emision. A
continuacion se tratan las técnicas espectrofotométricas de absorcion atémica, de fotometria

de llama y de emision por plasma. ®©
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Pueden identificarse tres clases diferentes de procesos de emision que difieren en como la

sustancia alcanza el estado excitado previo a la emision. %

a) Emision a partir de una excitacion electromagnética.
b) Emisidn a partir de excitacion térmica.

c) Emision a partir de excitacién eléctrica.

Fotometria de llama.

Es una técnica de emision que utiliza una llama como fuente de excitacion y un
fotodetector electronico como dispositivo de medida. Se trata principalmente de un método
de analisis cuantitativo y es uno de los métodos mas sencillos y precisos para el analisis de
metales alcalinos, la mayor parte de los metales alcalinotérreos y algun otro elemento
metalico. También es posible realizar un analisis cualitativo examinando todas las
longitudes de onda del espectro de emision (espectrofotometria de llama o fotometria de
Ilama). Su aplicacion es limitada si se compara con la espectroscopia de emision ordinaria,
ya que la energia de la llama permite excitar unicamente de 30 a 50 elementos, siendo este
ndmero funcién del tipo de llama utilizada. La muestra debe estar disuelta.

4. Espectrofotometria de absorcion atomica.

Es una técnica muy relacionada con la fotometria de llama ya que se utiliza una llama para
atomizar la disolucién de la muestra de modo que los elementos a analizar se encuentran en
forma de vapor de &tomos. Ahora bien, en absorcion atdmica existe una fuente
independiente de luz monocromatica, especifica para cada elemento a analizar y que se

hace pasar a través del vapor de atomos, midiéndose posteriormente la radiacién absorbida.
(20)

Dada la estrecha relacion existente entre absorcion atémica y fotometria de llama es
inmediata una comparacion entre ellas. En fotometria de llama la sensibilidad es

proporcional al namero de atomos que se han excitado, mientras que, en absorcion atomica
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la sensibilidad depende del nimero de &tomos que se encuentran en el estado fundamental.
Normalmente, tan s6lo un pequefio porcentaje de atomos se encuentran en estado excitado
en la llama. Por lo tanto, la absorcion atémica da lugar, en general, a una mayor

sensibilidad que la fotometria de llama para un gran niimero de elementos. ®

Ademas, la absorcién atomica es una técnica que presenta menos interferencias y es mas
simple que la fotometria de llama, lo que explica el espectacular desarrollo de la técnica en
los ultimos afios. Hay que sefialar que a pesar de ello, la absorcion atdmica no ha eliminado
el uso de la fotometria, sino que ambos métodos deben considerarse complementarios,
siendo la sensibilidad de cada uno de ellos superior a la del otro para determinados

elementos. @9

Las ventajas fundamentales de la utilizacion de la llama como fuente de excitacion son que
los espectros son muy sencillos y que los resultados cuantitativos tienden a ser mas
reproducibles. Los espectros son sencillos debido a la baja energia de excitacion de la llama
que da lugar a pocas lineas de emisidn. Este hecho hace disminuir el problema de las
interferencias espectrales a partir de lineas y bandas de otros elementos y ademas no
implica la necesidad de un monocromador de elevada resolucién. La mayor
reproducibilidad de estos métodos se debe al mejor control de las variables en una

excitacién por llama. ?©

Las dos desventajas mas importantes de los métodos de emision en llama son que la energia
de excitacién es demasiado baja para la mayoria de los elementos y que la muestra debe
estar disuelta. En absorcion atdmica la baja energia no es una desventaja tan importante ya
que la misién de la llama, en ese caso, es Unicamente atomizar la muestra y formar un
vapor de atomos sin excitar; por esta razon es aplicable a un mayor nimero de elementos

que la fotometria de llama. ®©
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5. Marcha Analitica de Metales Pesados.

El procedimiento o esquema de separacién y de identificacion de los iones que se
encuentran en una muestra dada, se conoce como marcha analitica. Una marcha analitica
involucra una serie de pasos basados en reacciones quimicas, en donde los iones se separan

en grupos que poseen caracteristicas comunes. ¢V

La marcha analitica de cationes es una técnica de andlisis cualitativo que permite la
separacion e identificacion de los cationes presentes en una muestra. Consiste en una serie
de pasos sistematicos basados en reacciones quimicas las cuales permiten en primer lugar
separar cada cation constituyente de la muestra aprovechando ciertas propiedades
particulares como lo es la solubilidad y el pH, y en segundo lugar identificarlos mediante
reacciones especificas de cada catién. ¢?

Los cationes son clasificados en cinco grupos de acuerdo a su comportamiento frente a
ciertos reactivos, principalmente frente al acido clorhidrico, sulfuro de hidrégeno, sulfuro
de amonio y carbonato de amonio. La clasificacion se basa en si la reaccién entre los
cationes y el reactivo promueve o no la formacion de un precipitado, es decir, se basa en la
diferencia de solubilidades de los cloruros, sulfuros y carbonatos formados. Los cinco

grupos que constituyen la marcha analitica de cationes son los siguientes:

Grupo |: Este grupo esta constituido por iones plata (Ag*), mercurioso (Hg, **) y plomo
(Pb?"), los cuales se caracterizan por formar precipitados en presencia de 4cido clorhidrico
diluido. ®?

Grupo I1: Los iones que conforman este grupo generan precipitados al hacerlos reaccionar
con sulfuro de hidrégeno en un medio ligeramente acido. Los cationes que integran el
mismo son: mercurio (Hg®*), cobre (Cu?*), bismuto (Bi**), cadmio (Cd**), antimonio 111y
V (Sb** y Sb*), arsénico 11l y V (As*" y As®") y estafio Il y IV (Sn** y Sn**). A su vez,
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dichos cationes se clasifican en dos subgrupos: el subgrupo lia que incluye los primeros

cuatro cationes y el subgrupo lib que incluye los seis cationes restantes. %

Grupo I11: Este grupo est4 integrado por los iones cobalto (Co®*), niquel (Ni%), hierro 11y
I (Fe®* y Fe**), cromo (Cr*"), aluminio (AFF*) , zinc (Zn**) y manganeso (Mn®*).En este
grupo los cationes precipitan al hacerlos reaccionar con sulfuro de amonio en medio neutro

o amoniacal. ??

Grupo 1V: Conformado por los cationes calcio (Ca?*), estroncio (Sr**) y bario (Ba?*) los
cuales reaccionan con carbonato de amonio en presencia de cloruro de amonio en medio

neutro o ligeramente 4cido para generar un precipitado. 2

Grupo V: Este grupo esta conformado por aquellos cationes comunes que no reaccionan
con los reactivos mencionados en los grupos anteriores. Estos cationes son: el litio (Li*), el

magnesio (Mg*?), el sodio (Na*), el potasio(K*), el hidrégeno (H") y el ion amonio (NH4").
@2

Proceso Experimental:

1. Tomar un tubo de ensayo con la disolucion por analizar. Esta disolucién puede
contener todos o algunos de los cationes de metales pesados: Ag*, Hg, %, Pb*",

ademas de otros iones de distinta naturaleza. ?®

2. Echar unas gotas de HCI 2N en el tubo de ensayo. Todos los metales pesados

precipitaran en forma de cloruros (no solubles en frio) de color blanco. *

3. Colocar un embudo con filtro sobre un vaso de precipitado. Decantar el contenido
del tubo de ensayo sobre el filtro. Enjuagar el tubo llenandolo con agua destilada y
decantando en el filtro. Los cloruros metalicos quedan retenidos en el filtro
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mientras que el resto de la disolucion (ya sin metales) cae en el vaso de precipitado.
(23)

Calentar agua destilada en un vaso de precipitado con el mechero hasta que empiece
a ebullir. Decantar el agua sobre el filtro con un vaso de precipitado limpio debajo.
El cloruro de plomo PbCI; es soluble en caliente pero los cloruros de mercurio

Hg.Cl, y plata AgCI no lo son y permanecen en el filtro. ¢®

Para comprobar que el plomo ha pasado a la disolucién, echamos unas gotas de
cromato de potasio en el vaso. Si existe plomo, se formara cromato de plomo de

plomo PbCrO, que da un precipitado amarillo. ¢
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Material y Método.

Tipo de Estudios: Estudio de Tipo Experimental.

Area de Estudio: Edificio de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNAN-Ledn. (Agua de
Grifo del area de lavado del laboratorio de microbiologia, area de descanso del laboratorio
Mauricio Diaz Miller, area de la cafeteria de decanatura de ciencias quimicas y el area de
la cafeteria del departamento de farmacia industrial).

Universo de Estudio: Agua de los diferentes grifos, areas e instalaciones del edificio de la
Facultad de Ciencias Quimicas.

Tamario de la Muestra: Agua de 4 areas de los diferentes departamentos de la Facultad de

Ciencias Quimicas

Criterios de Inclusion:
Los puntos de toma de la muestras para el estudio, esten en el &rea de la Facultad.

Las muestras tienen que ser de grifos donde tomen agua para consumo.

Criterios de Exclusién:
Los puntos de toma de la muestras para el estudio, que no estén en el area de la Facultad.

Las muestras no tienen que ser de grifos donde no se tome agua para consumo.

Variables:

Existencia de Coliformes Totales y Fecales en agua.
Presencia de Bacterias Aerobias Mesofilas.

A
A
A Inhibicién del crecimiento con el bioensayo de toxicidad del Allium Cepa L.
A

Reaccion del proceso de la marcha analitica de cationes del grupo |I.
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Operacionalizacion de Variables.

Método para la deteccion y
enumeracion en agua de
organismos Coliformes
Totales, organismos
Coliformes Fecales prueba
presuntiva  mediante el
cultivo de un medio liquido
en tubos mdltiples y el
célculo de sus numeros mas
probables en la muestra.

Presencia 0
ausencia de
turbidez.

Presencia 0
ausencia de gas.

NMP/mL

Es la determinacion del
ndmero de unidades
formadoras de colonias de
bacterias anaerobias que a
partir de 1 g o ml que se
desarrollan en agar TSC

<10 UFC/ml la
muestra se
acepta.
>300 UFC/ml la
muestra se
rechaza

UFC/ml

Estudio experimental para
determinar los efectos
adversos que pueden aparecer
en un corto tiempo, después
de una dosis Unica de una
sustancia, o de varias dosis
administradas en 24 horas.

Crecimiento de
raices.

Inhibicion  del
crecimiento de
las raices.

Es un proceso de
identificaciones para iones
inorganicos en una dilucion
mediante reacciones quimicas
en las cuales se produce la
formacion de complejos o
sales de color unico vy
caracteristico.

Cambio de

color.

Color
Amarillo.




Evaluacidn de la Calidad del Agua en la Facultad de Ciencias Quimicas.

Reactivos y Cristaleria:

Material Equipos Reactivos

v' Beakers de 100 vy Campana de extraccion v" Acido Clorhidrico
500 ml de gases concentrado

v Balones de 50, 100, Balanza analitica: v' Agua destilada
250 y 1000ml Modelo: Sartorius Serie v’ Sulfato de cobre 1l

v Probeta de 100 ml TE214S Cu(S0y) 0.02 M

v' Erlenmeyer 250 ml Incubadora doble a 36°C v" Acido Acético
con sus respectivos Precision Scientificn glacial 4%
tapones de hule Modelo: 6M v' Agua de grifo

v' Gradilla Autocable para v Caldo lactosado

v Tubos de ensayo esterilizar los medios de v Caldo E. Coli

v' Embudo de vidrio cultivo Pelton Crane v' Agar Triptica

v Espatula cod: 61139 Soya.

v Tubos de vidrio de 5 Autoclave para v Agar Cetrimide.
mm de diametro. descontaminar cod:

v Pipetade 25y 10 ml 61143

v Bisturi Cocina Corning Hot

v Regla milimetrada Plate PC-100

v" Placas petri Bafio Maria CMS 392-

v Asa 159.

v Mechero

v Foésforo

v Papel Aluminio

v/ Campana Durham
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Procedimiento:

1. Recoleccién de la muestra:

Nos presentamos en cada una de las instalaciones y areas en donde tomamos las muestras

del agua de grifo.

Procedimos a recolectar estas muestras usando el equipo necesario, guantes, nazobuco,
gorro y gabacha para evitar cualquier tipo de contaminacién. Las muestras fueron tomadas
directamente del grifo con mucho cuidado antes, durante y después de la recoleccién. El
borde del grifo se desinfecto con alcohol y se flameo durante un minuto para eliminar
posibles impurezas presente en los diferentes grifos. Recolectamos un litro de agua en
recipientes de vidrio de las cuatro diferentes &reas en estudio, estos recipientes fueron

esterilizados previamente y se taparon y enumeraron respectivamente cada una de ellas.

2. Preparacion de las muestras.

Una vez que realizamos el ensayo microbioldgico, las aguas restantes las almacenamos.

3. Ensayo Microbioldgico para detectar presencia de Coliformes totales y fecales.

Test presuntivo para Coliformes:

Preparamos las muestras y disoluciones siguientes:

a) Elaboramos una disolucion 1:10 en el laboratorio y de ella se sacaron disoluciones
1:100 y 1:1000.

b) Incubamos 9 tubos de caldo lactosado (3 diluciones y 3 tubos de dilucién).

c) Agitamos suavemente cada tubo para una adecuada disolucién con el medio de
cultivo.

d) 3tubos con 10 ml de caldo lactosado y 10 ml de la muestra.

e) 3tubos con 5 ml de caldo lactosado y 1 ml de la muestra.

f) 3 tubos con 5 ml de caldo lactosado y 0.1 ml de la muestra.
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g) El tiempo entre la preparacion de la muestra y su inoculacién en el medio no fue

mayor de 15 min.

h) Se incubaron a 35°C +/- 1°C por 24 horas.

Test confirmativo para Coliformes:

Los tubos que resultaron positivos a las 24 o 48 horas en el test presuntivo se transfirieron

al caldo BVB para confirmar Coliformes.

a)

Se mezclaron por agitacién el tubo del test presuntivo con caldo BVB.

b) Se incubaron los tubos BVB a 37°C x 48h +/- 2hrs.

Al final observamos la ausencia de efervescencia en los tubos de fermentacion de caldo

BVB.

d)

f)
9)

Identificacion de de Bacterias Aerobias Meséfilos.

Tomamos 1 ml de la muestra y lo llevamos a un tubo de ensayo que contenia 9 ml
de solucién de fosfato monobésico de potasio; solucién (107).

Luego tomamos 1 ml de la solucién de concentracion 10™ y lo llevamos a otro tubo
de ensayo conteniendo 9 ml de fosfato monobasico de potasio para obtener una
solucién de concentracién 107,

De la solucién de concentracién 10 tomamos 1 ml y lo llevamos a otro tubo de
ensayo conteniendo 9 ml de fosfato monobésico de potasio para obtener una
solucién de concentracién 107,

Incubamos a 37°C 1 por 24hrs.

Posterior a la incubacion tomamos dos asada y se replicaron por duplicado de cada
una de las diluciones y lo colocamos en una placa petri con agar TSC.

Incubamos a 37°C 1 por 24hrs

Finalmente tomamos dos asada de la dilucién 107 y se replicaron por duplicado en

agar cetrimide, medio selectivo para pseudomona aeruginosa.
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Incubamos a 37°C £1 por 24hrs

Procedimiento Bioensayo de Toxicidad Aguda para la determinacion de
minerales con Allium cepa L.

Las cebollas fueron compradas en el mercado de la ciudad de Masaya.

En el laboratorios precedimos a lavarlas con agua destilada, secarlas y pelarlas con
ayuda de un bisturi, retiramos varias capas hasta dejarlas aproximadamente de 1.5
cm de diametro y también cortamos las raices que estas presentaban dejando
unicamente el primordio central.

Preparamos una solucion de sulfato de cobre 11 0.02 M que fue nuestra solucién
patrén.

Como blanco utilizamos agua destilada.

Luego preparamos diluciones de las muestras de las 4 diferentes aéreas de la
facultad a concentraciones de 0.25 ml/ml, 0.5 ml/ml, 0.75 ml/ml y 1 ml/ml.

Se llenaron cada uno de los tubos de ensayo, teniendo 8 replica por cada dilucién.
Colocamos los bulbos de cebolla en el borde de cada uno de los tubos de ensayo de
tal madera que el primordio estuviese en contacto con las soluciones.

Tomando en cuenta las condiciones del ensayo, durante el tiempo de la prueba
rellenamos los tubos dos veces al dia durante 72 horas.

Cumplidas las 72 horas medimos la longitud de las raices una por una luego
calculamos el promedio de las replicas de cada una de las concentraciones de cada
muestra.

Por Gltimo obtuvimos el porcentaje de inhibicion, usando la siguiente formula:

Long. de control — Log. de la muestra
%Il= x 100
Long. de control

Meétodo de la marcha analitica de cationes del grupo 1.

Preparamos una solucién 2N de HCI, colocando en un balon de 50ml, 8.27ml de
HCI puro y lo aforamos con agua destilada.
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b) Preparamos una solucion 6N de HCI, colocando en un balén de 50ml, 24.83ml de
HCI puro y lo aforamos con agua destilada.

c) Colocamos 3ml de agua de una de una de nuestras muestras en un tubo de ensayo, y
le agregamos 1ml de HCI 2N.

d) Filtramos esta solucion y lavamos el papel filtro con agua caliente.

e) Finalmente le agregamos 2 gotas de K;MNOQO,.

f) Observamos el cambio de color del agua.

g) Realizamos este procedimiento para cada una de nuestras 4 muestras con las dos

diferentes normalidades del HCI.

Procesamiento y analisis de la informacion:

Cuando terminamos de realizar cada una de las pruebas experimentales y obtivimos los
resultados, graficamos e interpretamos los mismos, utilizando los programas de Microsoft
Office 2010 y Microsoft Word 2010.
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RESULTADOS Y ANALISIS.

1. Ensayo microbioldgico para determinacion de Coliformes totales y fecales por
el método del NUmero Més Probable.

Tabla N° 1

Prueba presuntiva para Coliformes Fecales y Totales.

Lectura: Muestra 1: Agua del Laboratorio de Microbiologia. Muestra 2: Agua del Laboratorio Mauricio Diaz
Maller. Muestra 3: Agua del area de Decanatura. Muestra 4: Agua del Departamento de Farmacia Industrial.

Se calculd la densidad microbiana utilizando el método del nimero mas probable,
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, para la determinacion de bacterias
Coliformes totales y bacterias Coliformes fecales esta prueba consiste basicamente en la
capacidad de este grupo microbiano en fermentar la lactosa con la produccion de acido y
gas al incubarlo.

En esta tabla mostramos los resultados de esta prueba microbioldgica, observandose
ausencia total en cada una de las diluciones de las diferentes muestras recolectadas en las
instalaciones de la Facultad de Ciencias Quimicas. De acuerdo a estos resultados las
muestras cumplen con los requisitos de calidad microbiologica para el agua potable,
permitiéndonos asi, clasificarlas por medio de esta prueba como agua apta para el consumo

humano.
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Tabla N° 2

Determinacién de Bacterias Aerobias Meséfilas.

Observacion
- - - Ausencia

+ + + >300 UFC/ml
Presencia de Pseudomona
aeruginosa
- - - Ausencia

+ T S >300 UFC/ml
Presencia de Pseudomona
aeruginosa.

Lectura: Muestra 1: Agua del Laboratorio de Microbiologia. Muestra 2: Agua del Laboratorio Mauricio Diaz
Maller. Muestra 3: Agua del area de Decanatura. Muestra 4: Agua del Departamento de Farmacia Industrial.
(+) Presencia de bacterias aerobias mesofilas. (-) Ausencia de bacterias aerobias mesdfilas.

Para el recuento de Bacterias Aerobias Mesofilas de las muestras a analizar se tomo dos
asadas y se replicaron por duplicado en agar cetrimide, para determinar la presencia de
Pseudomona aeruginosa por la coloracion flourescente que presentaron los tubos con
solucion de Fosfato Monobasico de Potasio Ph 7 y las placas que contenian agar TSC estas
muestras se incubaron a 37°C % 1 por 48 horas posterior a la incubacion se valoro la
fluorescencia, caracteristica de este tipo de bacterias, obteniendo como resultado la
presencia de Pseudomona aeruginosa. En la muestra dos y en la muestra cuatro.

Por medio de esta prueba microbioldgica, podemos rechazar la muestra 2 y la muestra 4
segun los estandares y reglamentos existentes en relacion a la calidad del agua, clasificando
estas muestras como no aptas para el consumo humano dado que la patogenicidad de este
tipo de bacterias es elevado, y clasificada como una de las principales causas de infecciones
en la piel y tejidos blandos, neumonia adquirida en la comunidad, sepsis e infecciones
localizadas.



Tabla No 3.
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Bioensayo de toxicidad aguda con Allium cepa L mediante la inhibicion del crecimiento promedio de sus raices.

N° Muestra No 1. Muestra No 2. Muestra No 3. Muestra No 4. P. B.
De
Re. Concentracion ml/ml

0.25 | 0.5 | 0.75 1 0.25 | 05 0.75 1 0.25 0.5 0.75 1 0.25 0.5 0.75 1
1 1 12| 0.2 0.4 0.8 1 0.5 0.5 0.6 0.4 0.2 0.3 0.8 0.5 0.5 1 0.1 0.9
2 06 | 03] 03 0.3 21 | 09 0.5 0.5 0.7 0.7 0.5 0.2 0.7 0.4 0.8 0.3 0 2.3
3 09 | 06| 08 0.4 1.3 | 038 1 0.2 0.3 2.3 0.1 0.3 0.4 0.7 0.6 0.5 0 2
4 06 | 06| 04 | 04 | 08 | 06 0.3 0.2 1.8 0.4 0.3 0.2 1.3 0.5 0.5 0.3 0.2 0.8
5 05 | 05| 05 0.2 02 | 05 1.2 0.3 0.6 0.7 0.2 0.3 0.8 0.5 0.4 0.4 0.1 0.7
6 04 | 06| 03 0.4 2 1.3 0.3 0.4 1.1 0.1 0.4 0.4 0.4 0.9 0.6 0.4 0 0.9
7 14 | 04| 0.2 0.2 0.4 0.4 0.3 0.3 0.8 1 0.4 0.2 0.3 0.5 0.5 0.5 0.1 1.2
8 09 | 07| 06 0.5 1 0.5 0.4 0.5 0.9 0.4 0.8 0.3 0.2 0.7 0.5 0.5 0 1
Pro| 0.78 | 06 | 041 | 035 | 1.19 | 0.7/5 | 05 | 036 | 085 | 0.75 | 0.36 | 0.27 | 0.6125 | 0.58 | 055 | 049 | 006 | 1.21
% 357 | 50 | 66.3 | 71.4 | 12.2 | 38.7 | 54.08 | 70.40 | 30.61 | 38.77 | 70.41 | 77.55 50 52.04 | 55.10 | 60.20 0 0

Lectura: Muestra 1: Agua del Laboratorio de Microbiologia. Muestra 2: Agua del Laboratorio Mauricio Diaz Mdiller. Muestra 3: Agua del area de Decanatura.

Muestra 4: Agua del Departamento de Farmacia Industrial.
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En este bioensayo se evalu6 la presencia de metales pesados en las muestras de agua de las
cuatro diferentes areas de la Facultad de Ciencias Quimicas, mediante la inhibicion del
crecimiento de las raices de Allium cepa L.

Se utilizo una concentracion patron que fue una solucion de sulfato de cobre y un blanco

usando para esta agua destilada.

Los resultados de esta prueba nos demuestran que las concentraciones de cada una de las
diluciones de nuestras cuatro muestras, causan una importante inhibicion del crecimiento
de las raices de nuestra especie, en comparacion con nuestro blanco en el cual el
crecimiento es mayor, y nuestro patron nos demuestra el crecimiento casi nulo de las raices
de Allium cepa L. Por lo tanto a mayor concentracion de muestra, mayor sera el porcentaje
de inhibicidn del crecimiento de las raices.

El bioensayo de toxicidad de Allium cepa L. nos refleja la presencia de forma cualitativa de
plomo, en cada una de las muestras de las diferentes areas de la Facultad de Ciencias
Quimicas, tomando en cuenta la toxicologia clinica del plomo en el cuerpo humano como
son enfermedades del tracto urinario, degeneracién axdnica, alteraciones menstruales,
infertilidad, alteraciones en las funciones cardiacas, hepéticas, tiroideas, afectaciones al
sistema nervioso y enfermedades gastrointestinales todo esto por la concentracion de plomo
en la sangre determinamos que ninguna de las muestras en estudio son aptas para el

consumo humano.

49



Evaluacidn de la Calidad del Agua en la Facultad de Ciencias Quimicas.

Tabla No 4.

Meétodo de la Marcha Analitica.

Muestra Problema ¢Presencia de plomo?
I Si
1 Si
Il Si
v Si

Lectura: Muestra 1: Agua del Laboratorio de Microbiologia. Muestra 2: Agua del Laboratorio Mauricio Diaz
Maller. Muestra 3: Agua del area de Decanatura. Muestra 4: Agua del Departamento de Farmacia Industrial.

El procedimiento de este método analitico nos brindd por su naturaleza un resultado
cualitativo, ya que fue mediante la presencia de una coloracién amarillenta caracteristica en
cada una de las muestras, que nosotros pudimos identificar la presencia de plomo en cada

una de ellas.

La reaccidn para la identificacion de plomo es idnica y la solubilidad es directamente
proporcional con la temperatura, por la naturaleza del dicromato de potasio que es
mayormente soluble en caliente que en frio, la determinacidn de color amarillo se logro al
agregar el identificador a las muestra con una temperatura mayor a los 37°C. Dicha

reaccion esta dada en la siguiente ecuacion:

Pb* + 2HCl;y —» PbCl, )+ 2H",

Se da un precipitado de PbCl, el cual es mucho mas soluble en caliente que en frio, el

precipitado se trata con agua caliente para que en ella quede solubilizado el PbCl,.

PbCl, ot K,CrO, o — »AKCI ot 2PbCrO, ©)

El PbCI; disuelto, se identifica en caliente mediante una solucion de K,CrO,, este provee

iones CrQy4 para precipitar el PbCrO4 de color amarillo.
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Conclusiones.

Después de los resultados obtenidos y analizados del presente estudio concluimos que:

Se realizo el ensayo microbiolégico del Numero mas probable y se comprobé la ausencia
total de Coliformes fecales y totales en cada una de las muestras por lo tanto estan dentro
de los limites permisibles segun lo declarado por el reglamento de la calidad de agua para
consumo humano en esta prueba, sin embargo se determino la presencia de Pseudomona
aeruginosa en la muestra 2 y 4, lo que implica que ambas muestras no son aptas para
consumo humano por la alta patogenicidad de esta bacteria una vez que es injerida y
alojada en el cuerpo humano.

Mediante el bioensayo de toxicidad de Allium cepa L. Identificamos la presencia de
metales pesados en las cuatro diferentes muestras por la clara inhibicion del crecimiento de
las raices de cebolla, de tal manera que esta prueba nos permite clasificar el agua

proveniente de estos 4 grifos como no aptas para el consumo humano.

En relacion al método de la marcha analitica, las muestras en estudio presentaron trazas de
plomo en su composicion debido al evidente cambio de color que presentaron. Quedando
clara la contaminacién por este metal resultante de la composicion y tiempo que llevan en

funcién las tuberias e instalaciones de la Facultad de Ciencias Quimicas.

Por lo tanto concluimos que de acuerdo a los resultados de cada uno de los ensayos
realizados, el agua de grifo que actualmente se estd consumiendo en el &rea de lavado del
laboratorio de microbiologia, area de descanso del laboratorio Mauricio Diaz Miiller, area
de la cafeteria de decanatura de ciencias quimicas y el area de la cafeteria del departamento

de farmacia industrial no son aptas para el consumo humano.
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Recomendaciones.

Posterior a la obtencion de los resultados y conclusiones a que se llego luego del presente

trabajo investigativo sugerimos las siguientes recomendaciones:

1. Proponer el estudio para la identificacion de diversos tipos de bacterias que puedan

estar presente en el agua y causen un potencial dafio a la salud humana.

2. Se recomienda que ademé&s de llevar acabo ensayos cualitativos para metales
pesados en el agua se desarrollen ensayos que permitan cuantificar las

concentraciones de cada uno de estos metales.

3. Sugerimos la utilizacion de aparatos de purificacion y/o filtracion para cada uno de
los grifos destinados al agua de consumo humano.
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Tabla #1.

Limites maximos permisibles de parametros microbioldgicos.

Coliformes NMP/100ml

totales
Coliformes NMP/100ml Neg. Neg.
Fecales

Tabla #2

Limites permisibles de pardmetros microbioldgicos para el agua potable.

500 UFC/ml

Ausente/100ml
Ausente/100ml
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Imagen #1.

Prueba Microbioldgica del Numero Més Probable.

DETERMINACION DEL NMP DE COLIFORMES EN MUESTRAS SOLIDAS O ALIMENTOS

Pesar 10.0 g de muestra Homogenizar la muestra Realizar 2 diluciones decimales méas en
en condiciones de asepsia con 90.0 mL de solucion diluyente tubos con 9.0 mL de solucién diluyente

| —

007 000 000=-

Sembrar por triplicado
cada dilucién en tubos
de caldo lauril sulfato de
sodio (1X)

40 000

10" m’

- Siembra con asa bacteriolégica de los tubos
Tubo_s con 10.0 mL de CLSS concentracion positivos (produccion de gas) en caldo lactosa
sencilla (1X) +1.0 mL de muestra verde brillante bilis 2% y caldo EC
I E . |
35“0 r r H ‘ ‘ 44 = H r H
] l l 2-son 3 U Wk a-an Gl o
10" 10" 107 10 102
Tubos con 10.0 mL de Lectura de tubos positivos en Tubos con 10.0 mL de Lectura de tubos positivos en
Caldo Lactosa verde tablas. NMP de coliformes Caldo EC 0 EC-MUG tablas. NMP de coliformes
brillante bilis 2% \ totales /g de muestra ; DoBumentos (AMyD). Facultad de Quimica, U fecales /g de muestra.

Siembra de tubos positivos en
agar Mac Conkey para
busqueda de Escherichia coli
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Recuento de Bacterias aerobias Mesofilas.

1mil 1mil
-3
10” 10
1ml
D 10™
9mlde 9 ml de 9mlde
SFMK SEFMK SFMK
Muestra de Incubar a 37°C 1
Agua de Grifo. por 24hrs.
™~
A 4 v
O OO O 9P e
—
™~
51x10°
Agar Cetrimide,
51,000 UFC/m @4— »@ S— Incubar a 37°C 1

<J por 24hrs.
o O
—



Evaluacidn de la Calidad del Agua en la Facultad de Ciencias Quimicas.

Imagen #3

1. Bioensayo de Toxicidad con Allium Cepa L.

Preparacion de las diluciones.
Limpieza y pelado de bulbos.

Bulbos limpios y listos para colocarlos en los tubos de ensayo.

A w0 np e

Ubicacion de los bulbos en los tubos con exposicion directa a las soluciones del
bioensayo.
5. Relleno de los tubos con cada una de las soluciones.
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6. Medicion de la longitud de las raices al finalizar el tiempo de exposicion del

bioensayo.

Bioensayo de Toxicidad con Allium Cepa L.
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Imagen #4
Meétodo de la Marcha Analitica de Cationes del Grupo I.
aprommadameme
{:_"' 25 cm? de solucidn
_ preparada
[_+ HCI 20 % ligeramente exceso ]—QA

[ Agitar [PbCl, forma solucidn sobresaturada] ]

Hay precipitado Nao hay precipitado
[pueden ser AgCl; PbCl,; Hg,Cly) [ausencia de Ag* Pb™%; Hg,*|

Lavar con agua

conteniendo  HCI
[para disolver posibles BiOCI - \
y SbOCI blancos y evitar v

disolucion de PbCI, | : t' 2;6 ......... -
T nvestigar rupog
— de cationes ).

+ 5 om? agua casi hirviendo
[para disolver PbCl,)

/'m)

[ 'R, AgCl; Hg,Cl }

| P 2
y algo PbCI,

| Investigar Pb*?

[ Investigar Pb* ]

4

Algo de F, ]

+ Sol. de K,CrO,
an acido acético

PbCro,
Amarillo

> [[w <
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Grafico #1.

Grafico #2.
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Grafico #3.
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% de Inhibicion de las Raices vs Concentracion de la
Muestra de Decanatura.
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Grafico #4.
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Glosario

Meristematico: Dentro de los tejidos vegetales, los tejidos meristematicos son los

responsables del crecimiento vegetal.

Genotoxico:  son  agentes  fisicos  (temperatura, luz  ultravioleta, radiaciones
ionizantes, radiaciones electromagnéticas, etc.) o productos quimicos (agentes
alquilantes, acridina, oxidantes, agentes redox, epoxidos alifaticos, etc.) capaces de alterar

la informacion genética celular.

Antropicos: es decir, lo originado por la actividad humana (factores

antrdpicos, riesgos antrdpicos, etc.).

Hipocotilo: es el  término botanico usado para referirse a una parte de

la planta que germina de una semilla.

Hormesis: fendmeno de respuesta a dosis caracterizado por una estimulacion por dosis baja
y una inhibicién para dosis altas, que resulta en una curva de respuesta a nuevas dosis en

forma de J o de U invertida.

Tangible: la palabra tangible se utiliza para nombrar lo que puede ser tocado o probado de

alguna manera.

Antropogénico: El término antropogénico se refiere a los efectos, procesos o materiales
que son el resultado de actividades humanas a diferencia de los que tienen causas naturales

sin influencia humana.
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Fotoblastismo: Respuesta de las semillas a la luz. Las semillas son fotoblasticas positivas
cuando requieren luz para germinar y fotoblasticas negativas cuando su germinacion se
inhibe con la luz. Existen muchas semillas que son insensibles a la luz y se denominan

indiferentes.

Primordio: estado todavia rudimentario en el cual se encuentra un organismo.

Pirita: mineral en pequefios tamafios, de forma irregulares.

Plantula: etapa del desarrollo del esporofito, que comienza cuando la semilla sale de

su dormancia y germina.

Lixiviados: liquido resultante de un proceso de percolacién de un fluido a través de un
solido. El lixiviado generalmente arrastra gran cantidad de los compuestos presentes en el
solido que atraviesa.
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Abreviaturas

NMP: Numero Mas Probable.

ECODES: Fundacion ecoldgica y desarrollo.

CAPRE: comité coordinador regional de instituciones de agua potable vy
saneamiento de Centroamérica.

CCME: Canadian Council of Minister of the Environment.

PPM: Partes por milldn.

INVIC: Prueba utilizada en microbiologia para la identificacion de bacterias. Se
compone de cuatro pruebas: Indol, rojo de metilo, voges-proskauer y citrato. El
resultado de este test se expresa mediante simbolos de positivo o negativo, segun el
resultado de cada prueba, siguiendo siempre el orden establecido por las iniciales
del método.

FAAS: sensibilidad similar de absorcion atdmica.

ETAAS: Absorcion atomica electrométrica.

ICP: Plasma acoplado inductivamente.

BVB: caldo bilis verde brillante.

BGBB: brilliant green biles broth.
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Imagenes de los ensayos realizados.

1. Recoleccion de las Muestras de Agua.
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2. Ensayo microbioldgico para detectar Coliformes totales y fecales por el método
del NMP.
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3. Recuento de Bacterias Aerobias Mesofilas.
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5. Bioensayo de toxicidad Allium cepa L.
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