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Detexminacidn de la calidad del agua de consume.

INTRODUCCION

La contaminacion del agua es conocida desde la antigliedad; por ggemplo, en Roma eran
frecuentes los envenenamientos provocados por € plomo de las tuberias que transportaban
el agua. En las ciudades medievales las aguas eran habituamente, sucias y pestilentes y

provocaban serios y extendidos problemas de salud que se fueron agravando cada vez més.
@)

El agua es un compuesto muy importante en lavida diaria, se necesita parala subsistencia
de todos los seres vivos, para |la mayoria de procesos industriales es € fluido de trabajo.
Por ser e solvente universal es comun encontrar en aguas superficiales y subterréneas un
gran numero de compuestos que en determinadas concentraciones pueden ser nocivos para
lasalud de los consumidores, ademés, puede contener microorganismos indeseables,®

Se estima que en América Latinay e Caribe, e 43% de la poblacién no tiene acceso a
abastecimiento de agua con una calidad apropiada para €l consumo humano y para uso
doméstico. Ademas se ha demostrado que las enfermedades hidrotransmisibles comola
gastroenteritis, la fiebre tifoidea, la hepatitis A y € cdlera, entre otras, estan entre
lasprincipales causas de muerte en los paises de América Latina. Hay una relacion
directaentre la mortalidad infantil, la cobertura y calidad del agua de consumo

humanodebido a que los nifios son especialmente propensos a enfermarse con diarrea. ¢V

Otro Problema de Salud Publica, es la contaminacién de las aguas por metales pesados,
entre estos tenemos a Plomo, & cua es uno de los elementos mas toxicos, que por sus
propiedades acumulativas es considerado uno de los contaminantes mas importantes y
ampliamente distribuidos en el ambiente, sobre todo en las aguas. Actualmente las fuentes
mas comunes de exposicion a Plomo son las emisiones de las industrias
minerometalUrgicas y metalmecanica, asi como los abastecimientos recicladores de

baterias.®?
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Detexminacidn de la calidad del agua de consume.

El conocimiento de la calidad del agua es de vital importancia paratodas las personas que
la utilizan tanto en sus hogares como en la industria, ya que puede ocasionar severos
dafios ala salud de los consumidores 0 alos equipos industriales.El agua de consumo puede
considerarse de buena calidad cuando es salubre y limpia; es decir, cuando no contiene
microorgani Smos patdgenos ni contaminantes a niveles capaces de afectar adversamente la
salud de los consumidores,®?

El Centro Internaciona de Investigaciones para €l Desarrollo de Canada, que desde los
anos ochenta ha trabajado en calidad y Saneamiento del Agua junto con las Naciones
Unidas, ha venido desarrollando importantes aportes a la evaluacion y control de la calidad
del agua; en 1996,convocd a una reunion internacional de expertos para examinar ensayos
de toxicidad simples, de bajo costo, factibles de conformar una bateria de bioensayos
sustentable para la evaluacion de toxicidad de aguas de consumo humano, accesible a
paises en desarrollo. Otro importante aspecto a considerar fue que € conjunto de pruebas
permitiera realizar monitoreos rutinarios en laboratorios con equipamiento basico e
insumos minimos. Como resultado de estas actividades se cred la red internacional
WaterTox en 1997, formada por instituciones de ocho paises (Argentina, Canada, Chile,
Colombia, Costa Rica, India, México y Ucrania), lograndose los objetivos mediante €l
desarrollode un programa de intercalibracion para la validacion de una bateria de ensayos

através de muestras ciegas, y su posterior aplicacion en muestras ambientales.®?

Existe una diversidad de estudios relacionados a la calidad del agua, tales como: la
determinacién de plomo por medio de varios ensayos toxicoldgicos asi como ensayos
microbiol6gicos, que depende de gran medida para su consumo por la poblacion en

general.
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Entre esta diversidad de estudios tenemos:

Un estudio realizado por del Toro y colaboradores en e 2010,en donde se evaluaron los
niveles de plomo en las aguas de la cuenca San Pedro, Camagueyutilizando, € método de
absorcién atdmica, se encontré que las concentraciones de plomo varian en los diferentes
puntos de recoleccion de las muestras a concentraciones que van desde los 10,93 a 24,30
ug/L, estando dentro de los limites permitidos que es de 50 pg/L. También, se midi6 € pH,
la conductividad eléctricay latemperatura del agua. ©

César Julio Céceda, redizd un estudio en e 2005, que lleva por tema: Aplicacion de
Bioensayos en la medicién de Toxicidad por metales pesados en fuentes superficiales de
agua para consumo humano, en este estudio se evalud € efecto toxico potencia de metales
pesados de una muestra de agua del Rio Santa sobre el crecimiento de la raiz de Allium
cepa y Lactuca sativa. De acuerdo con los resultados obtenidos la aplicacion de
bioensayos con Allium cepa fue més sensible a la presencia de metales de plomo y cromo
con respecto a Lactuca sativa. ?¥

Un estudio realizado en marzo del 2007 por €l Centro para la Investigacion de recursos
acuaticos de Nicaragua de la UNAN-Managua, con € titulo Andisis del Potencial
Hidrologico y Calidad de las Aguas Superficiales en la Subcuenca del Rio Ochomogo.Este
estudio se llevd a cabo para determinar la disponibilidad del agua superficia y los factores
que inciden en la calidad del agua en la subcuenca.Seutilizaron indicadores fisicos-
quimicos en las cuales las aguas no presentaronproblemas a excepcion del hierro que se
encuentra por encima de los limites establecidos por las Normas Canadienses (CCME). En
cuantos aspectos microbioldgicos la presencia de indicadores de contaminacion,
indicancontaminacion bacteriologica del agua por las diferentes actividades en la
subcuenca. Los coliformes totales y termotol erantes superan los valores limites establecidos
por las diferentes Agencias para la Proteccion del Medio Ambiente tanto de los Estados
Unidos, Europa yCanadd. Las concentraciones encontradas de E. coli en todos los sitios de

muestreo exceden los criterios de calidad de agua lo que evidencian unacontaminacion de
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origen fecal, mientras que la presencia de Estreptococos fecalis en las aguas confirman una

contaminacion reciente de origen animal. ¢V

Un estudio realizado para analizar la calidad del agua de consumo humano (agua de pozo)
del sector rura a noreste de Ledn mostraron que un 95.7% de los resultados, no cumplen
con los requisitos establecidos en las normas CAPRE. Segun |os estandares del laboratorio
de microbiologia de la UNAN-Le0N, e 97.1% de las muestras estan contaminadas.Existe
un grado de asociacion significativa entre la contaminacion microbiana y la presencia de
animales cerca del pozo. Los resultadossugieren que la contaminacion se da

fundamental mente porintroduccion directa de mecates contaminados alos pozos. %

En el 2011, Beatriz Garcia Méndez y Colaboradores, realizaron estudios preliminares para
evaluar la calidad del agua del rio marombas (SC-Brasil), utilizando los pardmetros fisico-
quimicos y bioensayos. Las muestras de agua se recogieron en 3 puntos y se mantuvo la
determinacion de pH, oxigeno disuelto (OD), € andlisis de pesticidas, hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), compuestos organicos volétiles (COV) vy los
bifenilospoliclorados (PCB). Se realizaron pruebas de toxicidad aguda (CL50) y
fitotoxicidad en Allium cepa L. evaluados por lainhibicion del crecimiento y peso delaraiz
y los biomarcadores de estrés oxidativo glutation reducido (GSH) y la peroxidacion
lipidica. Los resultados de los parametros fisico-quimicos indicaron que los valores de pH
eran compatibles con las normas establecidas. Se confirmo la presencia de plaguicidas. Los
ensayos no mostraron toxicidad y hubo ausencia de inhibicion del crecimiento en las raices
de Allium cepa L. La Concentracion de GSH fue significativamente mayor en comparacion
con e punto 1y el punto 3 con e control negativo. No hubo diferencia significativa en la
evaluacion de la peroxidacion de lipidos entre los diferentes grupos. Estos resultados
indican que las aguas del Rio Marombas pueden estar contaminadas con agroquimicos, |o
gue sugiere la necesidad de implementar un sistema de seguimiento periédico de su
calidad.®

Gina, Josselin, Juan
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Debido a la inexistencia de estudios acerca de este tema, en Nicaraguay como futuros
profesionalesde la salud encargados de velar por elbienestar de la poblacion nos vimos
motivados a determinar los principales factores que determinan la Calidad del Agua de
consumo en aguas potables y de pozos de la comunidad El Paragua del municipio de
Malpaisillo utilizando el método Colorimétrico en solucion acuosa mediante la reaccion de
proceso de sulfhidracion,el Bioensayo de Toxicidad Aguda para la determinaciéon de
minerales con Allium cepa Lasi como la determinacion bacterioldgica de Coliformes
totales y Fecales mediante e método del numero mas probable; siendo untrabgo

monogréafico innovador que puede servir como referencia a futuras investigaciones.

Gina, Josselin, Juan
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace mucho tiempo, todos los desechos de la actividad humana son arrojados a las
aguas. Asi se pueden encontrar en ellas. desechos quimicos radiactivos, pesticidas, metales
pesados, por lo cual muchas aguas tienen tal grado de contaminacion que son perjudiciales

paralasalud y paralavidaen general.

La Dra. Gabriela Gomez, directora del Centro Salud FanorUrroz del Municipio de
Malpaisillo, nos expuso, que las enfermedades Diarrei cas Agudas han ido en aumento en lo
que va del afo 2013, teniendo un total de 254 casos de Diarreas. Es por ta razén que nos

surgio el siguiente problema:

Seglin los ensayos a realizar en las muestras recolectadas en la comunidad del Paragua,
¢seran las aguas de esta comunidad aptas para consumo humano? Para esto se utilizaran €l
método del nimero mas probable para determinar Coliformes fecales y totales, €
Bioensayo de Toxicidad Aguda paraladeterminacion de minerales con Alliumcepal; y €

método Colorimétrico en solucién acuosa mediante la reaccion de proceso de sulfhidracion.

Gina, Josselin, Juan
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OBJETIVOS:

GENERAL:

+ Determinar la calidad de agua mediante indicadores Biolégicos y Fisico — Quimico
en laComarca el Paraguas. Malpaisillo, Marzo — Julio 2013.

ESPECIFICOS:

s Determinar la presencia de Coliformes Totales y Fecales mediante € Método
microbiologico del NUmero més Probable utilizando la técnica de tubos de

fermentacion maltiple.

++ Redlizar d Bioensayo de toxicidad aguda con Allium cepa L mediante la evaluacion

delainhibicion del crecimiento promedio de raices de cebolla.

« Efectuar @ método Colorimétricos en solucion acuosa mediante la reaccion de

proceso de sulfhidracion.

Gina, Josselin, Juan
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MARCO TEORICO

L a contaminacion del agua

Un agua clara y potable es una necesidad humana basica; sin embargo, €l acceso a dla
continta siendo una gran dificultad para muchas comunidades de paises en desarrollo. La
contaminacion de agua por organismos patdégenos constituye todavia una fuente de
enfermedades importante en estos paises, un gran nimero de poblaciones se enfrenta,
ademds, con una contaminacion quimica creciente proveniente del uso de agroquimicos,

actividades industriales y fuentes domésticas.®¥

A pesar de este panorama, en las décadas pasadas se ha trabgjado intensamente en €
desarrollo y validaciéon de diversos métodos de control microbiol6gico de agua, yvarias
técnicas han sido adaptadas para uso anivel de comunidad de manera sustentable, ¢

Historicamente, la utilizacion de métodos biol 6gicos para la deteccion desustancias nocivas
o peligrosas se registra por primeravez a principios del siglo XX.Hacia 1940 se introdujo €l
uso de bioensayos con peces y durante los afios cincuentase inician las pruebas con
invertebrados y algas. El concepto de bioensayo deriva dela toxicologia clasica, € cua ha
sido adaptado y aplicado al diagndstico ambiental ,considerandose como un complemento a
la caracterizacion fisico-quimicaconvencional. Las pruebas de toxicidad constituyen una
herramienta eficaz para laprediccidn de niveles de concentracion de compuestos toxicos, en
los que mediantela analitica clasica no se logra obtener efectos observables, extendiéndose
estasevaluaciones a ambito de poblaciones, comunidades 0 ecosistemas para

|ai dentificacion de elementos biol 6gicos en riesgo.®

Los ensayos hioldgicos son herramientas de diagndstico adecuadas para determinar €l
efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones
experimental es especificas y controladas. Estos efectos pueden ser tanto de inhibicion como

de magnificacion, evaluados por la reaccion de los organismos, tales como muerte,
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crecimiento, proliferacion, multiplicacion, cambios morfoldgicos, fisioldgicos o

histol 6gicos.”

Los efectos pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras subcelulares o
sistemas de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o comunidades. Por tanto, la
toxicidad serd la capacidad de una sustancia para gercer un efecto nocivo sobre un
organismos o la biocenosis, y dependera tanto de las propiedades quimicas del compuesto
como de su concentracion, seguin sea la duracion y frecuencia de la exposicion a téxico, y
su relacién con @ ciclo de vida del organismo; las pruebas podran ser de tipo agudo o

crénico.®¥

El potencial nocivo de una sustancia toxica puede ser contrarrestado por € sistema
biolégico a través de diferentes estrategias, tales como reacciones metabolicas de
detoxificacion, excrecion de toxicos, etc. Por tanto, la toxicidad aparente evaluada en un
ensayo hioldgico es e resultado de la interaccion entre la sustancia y € sistema
biol dgico.?*

Ademas, se debe considerar que el efecto toxico sobre los sistemas hioldgicos es gercido
por la accion combinada de todas las sustancias nocivas presentes en € medio, incluso
aquellas que no son toxicas en si, pero que afectan las propiedades quimicas o fisicas del
sistema, y consecuentemente las condiciones de vida de los organismos. En los sistemas
acudticos es caracteristico e caso de sustancias que agotan € oxigeno, o gque son
coloreadas, 0 que simplemente impiden la propagacion de la luz (caso de materia
particulado). También se deben tener en cuenta aquellos efectos no directamente
relacionados con sustancias, tales como € deterioro o dafio producido por accion de

cambios en latemperatura o por radiaciéon.”

Inversamente, los ensayos biologicos también incluyen el efecto de los organismos sobre

las sustancias, como la degradaci n microbiana o biodegradabilidad. "
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L os resultados de |os bioensayos se refieren, en primer lugar, alos organismos usados en €l
ensayo Yy las condiciones estipuladas en e procedimiento de prueba. Un efecto nocivo
evaluado por medio de ensayos biologicos normalizados puede indicar niveles de
peligrosidad trasladable y asimilable a organismos que forman parte de los sistemas

naturales y la biocenosis.®¥

Los g emplos de fuentes puntual es son: fébricas, plantas de tratamiento de aguas residuales,

minas subterraneas, pozos de petrdleo, buques de petrdleo, etc. ¥

Ensayos bioldgicos para la evaluacion de la calidad del agua:

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

inhibicion del crecimiento promedio de raices de cebolla.

Principio

Cuando un bulbo de cebolla (Allium sp) se rehidrata, se produce una estimulacion del
crecimiento de las células, 1o 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
division celular de los meristemos radiculares puede inhibirse, ya sea retardando el proceso
de mitosis o destruyendo las células. Este tipo de ateraciones generamente impide €

crecimiento normal delaraiz y, por tanto, su elongacion.?

El efecto puede determinarse en forma indirecta, mediante la comparacién de la elongacion
de las raices de cebollas expuestas a toxico con las de cebollas no expuestas, luego de un
periodo de 72 h de prueba. La cuantificacion del efecto se realiza estableciendo €
porcentaje de inhibicion del crecimiento de las raices respecto alalongitud promedio de las

raices del control.?

Gina, Josselin, Juan
10



Detexminacidn de la calidad del agua de consume.

Reactivosy Materiales
Bulbos de Allium sp (cebolla amarilla)

Para la elaboracion de | as pruebas se deben seleccionar bulbos de 1.5 cm de didmetro, secos
y sin formacion de hojas o raiz. Pueden ser obtenidos del mercado local o adquiridos a

través de alguin proveedor.®?

Previo a montaje de la prueba, los bulbos deben limpiarse eliminando la epidermis seca 'y
removiendo, con un bisturi o instrumento punzante, 10s restos de tegjido y raices del area
radicular. No se deben dafiar las raices primordiales. Con el fin de eliminar los restos de

tejidos es conveniente colocar los bulbos en agua destilada por dos horas y secar.®”

M edio de crecimiento

El medio de crecimiento utilizado para €l desarrollo del ensayo se indica en €l resumen de
las condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad con Allium cepa L. La solucién
madre preparada de acuerdo con lo indicado se diluye diez veces con agua destilada, y €
pH se gjusta a siete antes de utilizar. También se puede utilizar agua dura o agua de lallave
como medio de crecimiento. En el caso de usar cualquiera de estas opciones € control
negativo y el agua utilizada para preparar las diluciones de los compuestos quimicos o las

muestras debera ser lamisma.®”

Materiales

* Tubos de ensayo de vidrio de 10 cm de largo y 1.5 cm de didmetro (o recipientes demayor
tamario, dependiendo del tipo de bulbos a utilizar).

* Gradillas o soportes paratubos bisturi.

« Reglilla para hacer mediciones en cm o mm.®?

Gina, Josselin, Juan
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Almacenamiento delos 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 ano, sin embargo, en zonas geograficas donde la temperaturay humedad son altas, €l

almacenamiento esta limitado a unos pocos dias.®”

Procedimiento dela prueba

Preparacion de diluciones

Generamente se sugiere e empleo de una serie de cuatro concentraciones, un control
negativo y uno o dos controles positivos. Para su preparacion se emplea € método

dedilucién en forma secuencial aplicando un factor de 0.2 0 0.3.°

Cuando se va a llevar a cabo una evaluacion presuntiva puede emplearse una serie
dediluciones logaritmicas, por gemplo: 100; 10; 1; 0.1; 0.01, etc, lo cua permitira
establecer e intervao de concentracion conveniente para la determinacion de la

concentracion inhibitoria media (C150).%

Se recomienda igualmente utilizar agua dura para € control negativo, asi como para
lapreparacion de las diluciones de la muestra y la preparacion del control positivo con

eltoxico de referencia Cu (11).%

Ensayo

Cuando se trabagja con bulbos de diametro pequefio, las pruebas se realizan en tubos
deensayo de 10 cm de longitud x 1.5 cm de ancho; en € caso de bulbos de mayor
diametropueden utilizarse tubos o recipientes de mayor volumen, dependiendo del tamafio
de losmismos. Es importante destacar que la profundidad de | os recipientes debe ser tal que,
altérmino de la prueba, la elongacion méximano alcance e fondo del recipiente.®”

Gina, Josselin, Juan
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En la prueba se utilizan cinco concentraciones de la muestra, un control negativo, y uno o
dos controles positivos, cada una con doce réplicas. El ensayo seinicia con € llenado delos
tubos con cada una de las diluciones y controles; este llenado deber hacerse hasta el borde
del tubo. A continuacién se colocan los bulbos limpios sobre la boca del tubo cuidando que

lazonaradicular quede inmersaen el liquido.®”

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

Debe evitarse lailuminacion directa. G

Dos veces a dia durante €l periodo de prueba se debe restablecer el volumen perdido por
evaporacion o absorcion. Para restablecer este volumen se utiliza la muestra o dilucién
correspondiente. Se recomienda inclinar € bulbo sin sacar |as raices del tubo, adicionando

cuidadosamente el volumen con ayuda de una pipeta Pasteur.®?

Resumen de las condiciones recomendadas par a las pruebas de toxicidad con A.
cepal.

1. Tipo de ensayo Estatico

2 .Temperatura 20 °C; ambiente

3. Cdlidad de luz Fluorescente, blanco-frio

4. lluminacion Indirecta

5 .Recipientes Tubos de ensayo de 10 * 1.5 cm de didmetro

6. NUmero de réplicas 12

7. Material biolégico Bulbos de aproximadamente 1.5 cm de diametro

8. Condicién de los bulbos Pelar los bulbos y labase, evitar dafiar €l anillo radicular
9. Aguadedilucion Aguade lallave, canillao medio de crecimiento

10. NUmero de concentraciones 5
11. Duracién de la prueba 72h

12. Efecto medido Inhibicién de crecimiento de las raices

13. Control negativo Aguadelallave o medio de crecimiento
14. Control positivo Cobre (1) apartir de una solucion de CuSO
Gina, Josselin, Juan
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Expresion deresultados
Medicion

Al término del periodo de exposicion se registra la longitud promedio de lasraices,
medicién que se lleva a cabo con ayuda de una regla comdn 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 lasraices y €l punto medio se define
como €l promedio. Se efectlia la estimacion en cada tubo y se obtiene €l promedio
matematico de diez réplicas (los dos valores mas extremos se descartan). Para obtener €l

porcentaje de efecto de inhibicién se debe realizar la siguiente operacion:

(Longitud del control — Longitud de la muestra) x 100

Longitud del control

2. Ensayo detoxicidad aguda con semillas de lechuga (Lactuca sativa L)
Principio

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa L) es una prueba estética
de toxicidad aguda (120 h de exposicién) en la que se pueden evaluar |os efectos fitotdxicos
de compuestos puros o de mezclas complegjas en € proceso de germinacion de las semillas
y en € 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 lainhibicion en la elongacion de laradiculay del hipocotilo. Es importante
destacar que durante €l periodo de germinacion y los primeros dias de desarrollo de la
plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en 1os que la presencia de una sustancia
toxica puede interferir alterando la supervivenciay 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 parala 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. El éxito o aptitud de una plantula para establecerse en un ambiente
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determinado es relevante para garantizar la supervivencia de la especie. La evaluacion del
desarrollo de la radicula y del hipocotilo constituye indicadores representativos para

determinar la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta.®”

A diferencia de la prueba tradicional de germinacién de semillas, la evaluacion del efecto
en la elongacion de laradicula'y del hipocotilo de las plantulas permite ponderar € efecto
téxico de compuestos solubles presentes en niveles de concentracién tan bajos que no son
suficientes para inhibir la germinacién, pero que sin embargo pueden retardar o inhibir
completamente |os procesos de elongacion de la radicula o del hipocotilo, dependiendo ello
del modo y sitio de accion del compuesto. De esta manera, lainhibicion en la elongacion de
la radicula e hipocotiloconstituyen indicadores subletales muy sensibles para la evaluacién
de efectos hiologicos en vegetales, aportando informacion complementaria a la
proporcionada al estudiar €l efecto en la germinacion. Este ensayo puede ser aplicado para
la evaluacion de la toxicidad de compuestos puros solubles, de aguas
superficialesorganismo diagndstico, € bioensayo con semillas permite evaluar la
fitotoxicidadde muestras coloreadas o con elevada turbiedad de manera directa y sin
necesidad de filtracion previa, reduciéndose asi las interferencias debidas a pretratamiento,

ademés de simplificar el procedimiento de prueba.®¥

Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos, la informacién
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 € punto de vista horticola. Por otra parte, es de facil y rdpida

germinacion, 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 ecotoxicolégica de muestrasambientales y
compuestos puros, ademas de la evaluacion del efecto fitotoxicodepesticidas sobre especies

no blanco necesario para el registro de pesticidas. ¥

Gina, Josselin, Juan
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En laincorporacion de esta prueba en una bateria de bioensayos es importante considerar €l
compromiso entre la sensibilidad de la especie L. sativa, el reducido tiempo de exposicion
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 € monitoreo de
procesos de detoxificacion, saneamiento, control de efluentes o reliso de biosdlidos.®?

M aterial biolégico: semillas de lechuga (Lactuca sativa Lvar. mantecosa).*”

Obtencion, control y conservacion de las semillas

La obtencion de semillas de lechuga (L. sativa Lvar. mantecosa) se realiza en semillerias
locales, procurando que sean semillas sin curar (sin fungicidas oplaguicidas), con buen
poder germinativo y baja variabilidad en la elongacion de la radicula e hipocotilo. 9

Las semillas seleccionadas se amacenan fraccionadas a 4 °C, en oscuridad y enambiente
seco. Conservadas en estas condiciones mantienen su vigor a menos durante dos afios. Un
indicador de lareduccién de lavitalidad y envejecimiento de las semillas es lareduccién en
el poder germinativo y € aumento en la variabilidad de las medidas de elongacién de
radicula e hipocotilo en el control negativo. En este caso se recomienda realizar las pruebas

de toxicidad utilizando un nuevo lote de semillas.®¥

Procedimiento para el desarrollo dela prueba:

Preparacion delas diluciones

Para realizar una curva dosis-respuesta se recomienda preparar un minimo de cinco o seis
diluciones de la muestra o compuesto a estudiar, de manera que se obtenganvalores de
toxicidad intermedios entre e 100 y 0%. Para las muestras ambientales se recomienda €l
uso de un factor de dilucion de 0,3 o0 0,5 para la preparacion de la serie de diferentes
concentraciones. El uso de un factor de 0,3 permite evaluar la toxicidad considerando €l
intervalo entre el 100 y 1% de la muestra realizando cinco diluciones (100, 30, 10, 3y 1%).

Al aplicar un factor de dilucién de 0,5, es necesario utilizar mayor nimero de diluciones
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para abarcar el mismo intervalo de concentraciones (100, 50, 25, 12, 6, 3y 1,5%), pero se
obtiene mayor precision en los resultados. Para la preparacion de cada dilucién se utiliza
agua dura reconstituida (es posible e uso de agua minera dura para consumo humano),

realizando el control negativo con el agua de dilucién empleada ¥

Para €l caso de las muestras cuya toxicidad es desconocida, previo a la realizacion de la
prueba definitiva, se sugiere hacer una prueba presuntiva (ensayo preliminar) utilizando
diluciones logaritmicas (100; 10; 1; 0,1; 0,01) que permitan establecer e intervalo de
concentracion conveniente para obtener valores de efecto entre 100 y 0% necesarios para
calcular la CI50. Con € fin de controlar la sensibilidad de las semillas, simultdneamente a
la evaluacion de la toxicidad de una muestra debe realizarse un control positivo, utilizando,

por ejemplo, unasal de Zn (I1) como toxico de referencia. ¥

La concentracion de prueba de este control es la correspondiente a la CI50 para € |ote de

semillas en uso.®¥

M edida de los puntos finales de evaluacion de la fitotoxicidad

Cada punto final se evallia comparando el efecto generado en |os organismos expuestos ala
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 € periodo de exposicion (120 h), se procede a cuantificar € efectoen la

germinacion y en laelongacion de laradiculay del hipocotilo. ¥

Efecto en la germinacion
Registrar € nimero de semillas que germinaron normalmente, considerando como criterio
de germinacion la aparicion visible de laradicula®?
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Efecto en la elongacion delaradicula e hipocotilo

Utilizando unaregla o papel milimetrado, medir cuidadosamente lalongitud de laradicula y
del hipocotilo de cada una de las plantulas correspondientes a cadaconcentracion de toxico
o dilucion de muestray a los controles. La medida deelongacion de laradicula se considera
desde el nudo (region mas engrosada detransicion entre la radicula 'y el hipocotilo) hasta el
apice radicular. La medida deelongacion del hipocotilo se considera desde € nudo hasta €l
sitio de insercién delos dos cotiledones. ¥

Control decalidad dela prueba

El ensayo debera repetirse en caso de que los controles presenten:

En e control negativo:
* Porcentaje de germinacién inferior al 90%.

« Alta variabilidad en la elongacion de la radicula (CV>30%).3"

En e control positivo:
* Porcentaje de germinacion inferior al 90%.

* Variacion de la sensibilidad de las semillas fuera de lo permitido por las cartas control.

Expresion delosresultados
Serealizan los siguientes calculos:

Promedio y desviacion estandar de la elongacion de laradiculay del hipocotilo de
|las plantulas de cada repeticion. ¢

Porcentagje de inhibicidn del crecimiento de laradiculay del hipocotilo, con €l
promedio de elongacion para cada dilucion respecto del promedio de elongacién del
control negativo. ¥

Porcentaje de inhibicién en la germinacion. ¥
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Elaborar la grafica dosis-respuesta colocando en la ordenada € porcentagje de inhibicién y

en laabscisa, la concentracion. ¥

Interpretacion delos resultados

Los efectos cuantificados sobre la elongacién de la radicula o del hipocotilo son  efectos
subletales. La inhibicion en la germinacién podria considerarse como un efecto letal,
siempre y cuando podamos corroborar que finalizada la exposicion a una muestra las
semillas no 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 complegjas 0 con compuestos volatiles, en algunos
casos se ha observado que al finadlizar € periodo de exposicion, la inhibicion en la
germinacion es elevada, pero si se extiende €l periodo de ensayo, sin renovar la exposicién
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 germinacion, el valor e
importancia de un efecto letal. No obstante esto, la inhibicion en la germinacion registrada
al finalizar la prueba, se considera fitotoxicidad, aunque € efecto en la germinacién sea

reversible.®¥

3. Bioensayo detoxicidad aguda con Daphnia magna.
Principio

Dentro del grupo de 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, € importante papel que cumplen al interior de la comunidad zooplancténica, la
facilidad de cultivo en e laboratorio, la reproduccion partenogenética (lo cua asegura una
uniformidad de respuesta) y €l corto ciclo de vida con la produccién de un ato nimero de
crias, han hecho de este grupo un idea para la evaluacion de toxicidad, de caracter

universal %
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El género Daphnia se ubica dentro del orden claddcera de la clase crustécea, y especies
como Daphnia magna, Daphniapulex y Daphniasimilis, son utilizadas extensivamente en
pruebas de toxicidad, por lo cua existe una extensa informacionsobre las técnicas de
cultivo, los requisitos de temperatura, luz y nutrientes, asi como su respuesta a muchos
toxicos. Especificamente, los ensayos de toxicidad con Daphniamagna permiten determinar
la letalidad potencial de sustancias quimicas puras, aguas residuales domésticas e
industriales, lixiviados, aguas superficiaes o subterraneas, agua potable y agua de poro de

sedimentos, entre otros. Y

En las pruebas de toxicidad con D. magna, neonatos menores de 24 h de edadson expuestos
ala muestra o compuesto a probar, por un periodo de 48 h, al términodel cual se cuantifica
el nimero de organismos muertos. Con estos resultados seestablece la proporcion o

porcentaje de mortalidad producida.®”

Material biolégico

Las hembras partenogenéticas de D. magna pueden obtenerse directamente de compaias
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 cladocero o por medio de su recoleccion en campo; en estos casos, la

especie debera ser taxondmicamente identificada. ¥

Expresiéon delos resultados

Célculo de la CL50 Para e célculo de la CL50 y sus respectivos limites de confianza a
95% se utiliza elmétodo Probit, ya sea manualmente o con ayuda de paquetes estadisticos
gue tengan este procedimiento.El porcentgje de organismos afectados o muertos por la
accion toxica de una sustancia se transforma a unidades Probit. Esta transformacion permite
el gjuste a una linea de regresion, en la cua laconcentracion perteneciente al Probit 0,5,
correspondera a la cantidad de sustanciacapaz de generar €l efecto estudiado en la mitad de

la poblacion.®?

Gina, Josselin, Juan
20



Detexminacidn de la calidad del agua de consume.

Deter minacion de Coliformes Totalesy Fecales: NUmero mas Probable

Toma de muestras para analisis micr obiol 6gico

Las muestras que se tomardn para € anadlisis deben ser representativas para poder
determinar asi su calidad microbiologica. Hay normas para la toma de muestras de aguas
segun sus distintas procedencias (grifos, pozos, depdsitos, lagos, rios, manantiales, etc.).
Para su recogida debe utilizarse frascos estériles y debe recolectarse cantidades
comprendidas entre 500 y 1000 ml. En todos los casos los envases se llenaran por
completo para excluir e aire. Cuando se estime probable que & agua a analizar contenga
trazas decloro, cloramina u 0zono, serd necesario neutralizar su efecto bactericida en e
momento del muestreo. Para ello se afiadira una cantidad suficiente de tiosulfato sodico.
Para un volumen de 250 ml son suficientes 0,2 ml de una soluciéon acuosa a 3% de
tiosulfato sodico. Su andlisis debe comenzar antes de que hayan transcurrido 6 h desde el
momento de la toma de muestras. En circunstancias excepcionales, las muestras pueden
conservarse a una temperatura de 4°C durante un periodo maximo de 24 h antes de su
andlisis®

Bacteria Coliforme:

Incluyen E. Coli y otras bacterias que se asemejan morfolégica y fisioldgicamente. Estos
microorganismos con frecuencia difieren entre si en caracteristicas pequefias. Las bacterias
Coliformes suelen encontrarse en € aparto intestinal del hombre y animal. E. Coli, raravez

se encuentra fueradel intestino. ?®

Las bacterias coliformes son bacilos cortos, Gram negativos que fermentan la lactosa y
forman acido y gas. Son anaerobios facultativos, se multiplican a mayor rapidez a
temperatura entre 30 y 37 °C, crecen a grandes abundancias en medios corrientes, como

caldo y agar.®
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La colonia de E. Coli en agar EIM.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 reflgja.®®

Se han creado otras pruebas para diferenciar tipos de bacterias coliformes, suelen emplearse
cuatro y se han juntado sus iniciales en la palabra nemotécnica IMViC (Indol, Rojo Metilo
(R.M.), Vogues — Proskauer (VP) y ladel citrato.®®

Se considera que todas las bacterias coliformes, tienen importancia en € H,O desde €
punto de vista sanitario aunque muchos autores han tratado de diferenciar €l tipo feca

(E.coli) y el no fecal (A.aurogenes). %

Deter minacion de Coliformes Totalesy Fecales

Los Coliformes Fecales son un subgrupo de los Coliformes totales capaz de fermentar la

lactosa a 44° C en vez de 37 °C como o hacen lostotales.®

Aproximadamente el 95% del grupo de los Coliformes presentes en heces estan formados
por Escherichiacoli y ciertas especies de Klebsiella. Y que los Coliformes Fecales se
encuentran casi exclusivamente en las heces de los animales de sangre caliente, se
considera que reflgjan mejor la presencia de contaminacion fecal. Estos Gltimos se
denominan termotolerantes por su capacidad de soportar temperaturas mas elevadas. Esta
es la caracteristica que diferencia a Coliformes Totales y Fecales. La capacidad de los
Coliforme fecales de reproducirse fuera del intestino de los animales homeotérmicoes
favorecida por la existencia de condiciones adecuadas de materia organica,pH, humedad.
Desde hace mucho tiempo se han utilizado como indicadorde contaminacion fecal. Su
presencia se interpreta como una indicacion de que 10s organismos patdgenos pueden estar
presentes y su ausencia indicaque el agua se halla exenta de organismos productores de
enfermedades. *°
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El méodo de laNPM es un método robusto por |o que puede aplicarse en cualquier tipo de
agua, ain agquellos que contienen gran cantidad de materia organica. Para la determinacion
del NMP de Coliformes Totales y Fecales en este tipo de aguas, es necesario proceder a
preparar diluciones decimales de la muestra, debido a que se espera que la concentracion de
coliformes sea superior en éstas que en un agua potable. El nimero de diluciones varia
mucho, dependiendo del origen de la muestra atratar. Por 10 demaés, para su andlisis de

proceder en la misma forma que para una muestra de agua potable.®

Procedimiento:

Vamos aseguir e mismo método para la determinacion de los dos tipos de Coliformes, 1o
anico que variara sera la temperatura de incubacion de cada determinacion, que para los
Coliformes Totales serd de 37 °C y paralos fecales ha de ser de 44 °C. ®®

Prueba presuntiva:

Para determinar estos Coliformes se va a utilizar el medio 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 los 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 echando 10 ml del agua a la
primera serie de tubos, 1 ml de agua a la segunda serie, y 0,1 ml alatercera. Colocaremos
en cada tubouna campana Durham para recoger € gas producido y a medio de cultivo sele
habra afiadido un indicador &cido-base. Estos tubos se incuban a la temperatura
correspondiente seglin se trate Coliformes Totales o Fecales durante 24 horas. ®°

Los Coliformes son lactosa positiva, es decir, son capaces de fermentar a la lactosa con
produccion de écido y gas, estos signos seran los que buscaremos. La reaccion sera
positiva cuando se produce desprendimiento de gas en la campana Durham por 10 menos en
un 10% de su capacidad, y e medio viraa color amarillo debido aformacion de &cido.
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Una reaccion positiva por débil que sea, indicara la presencia yColiformes y habra que
hacer |as pruebas confirmativas de IMViC. Se aplicaralatécnica del nimero mas probable
(NMP).®

METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP)

3TUBOS 3TUBOS 3TUBOS 3TUBOS

1ml. 1:10 1ml.1:100 1ml.1:1000 gérmenes/
mi

0 0 0 3

0 0 1 3

0 1 0 3

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

3 0 0 23

3 0 1 39

3 0 2 64

3 1 0 43

3 1 1 75

3 1 2 120

3 2 0 93

3 2 1 150

3 2 2 210

3 3 0 240

3 3 1 480

3 3 2 1100

3 3 3 2400
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Ensayos fisicoquimicos para evaluar la calidad del agua:

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

solucion acuosa mediante la reaccion de proceso de sulfhidracién.
El procedimiento estandar para extraer plomo soluble consiste de |0s siguientes pasos:

a. Se prepara una solucion de &cido acético a 4%, tomar de este 50 ml y aforar con
agua de pozo a 100ml. (igual paso para aguade grifo)
b. Sedegalasolucion reposar durante 24 horas a temperatura ambiente.

En este punto la solucién esta lista para analizar su contenido deplomo.®”

Ademas del método calorimétrico visual que se propone, existen varios métodos para
cuantificar el plomo disuelto en la solucion. EI método de la ditizona es uno de los mas
conocidos, otros métodos estan basados fundamentalmente en la utilizacion de equipos de

absorcion optica o atémica. 7

Descripcion del M étodo

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

aguay lasolucion final esincolora

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

muestras patron de concentracion conocida.®”)
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Preparacion de muestras patron

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 € acetato de plomo. Esta solucion contendra 1000

p.p.m. de plomo (solucion A)."

Se toman 20 m1 de la solucién A y se aforan a 1000 ml para obtener la solucion B con 20
p.p.m. de plomo. De ésta Ultima (solucion B) se toman 10, 20, 30, 40 Y 50 ml aforando
al00 ml en cada caso, con |o que se obtienen las muestras patron de 2, 4, 6, 8 Y 10 p.p.m.

respectivamente.®”

Proceso de sulfhidracion

El dispositivo para sulfhidrar seilustraen lafigura 2 y se procedede la siguiente manera, se
colocan 200 grs. aproximadamente de pirita de fierro en el matraz (1), en el matraz (1) se
agregan 150 ml de agua y por ultimo se aflade por e embudo de vidrio colocado en €
matraz(1) acido clorhidrico diluido 50% en volumen. Obteniéndose de esta maneraacido

sulfhidrico gaseoso.?”

Las muestras patron deberan sulfhidrarse burbujeando cada una de €ellas hasta precipitar por
completo el sulfuro de plomo. Se obtienencoloraciones que van del amarillo claro (2
p.p.m.) a café (10 p.p.m.).?”
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Figura 1.modelo de sulfhidracion

Para analizar el contenido de plomo soluble en un recipiente cerdmico con esmalte vitreo,
se sigue e procedimiento estdndar descrito anteriormente y la solucién fina se sulfhidra
hasta que ya no precipite més sulfuro de plomo, a continuacion €l color de esta muestra se
compara visualmente con las muestras patron que han sido ya preparadas, determinandose

de estamanera la concentracion de plomo soluble de la muestra problema.?”

Si la coloracion de la muestra estudiada es més oscura que la muestra patrén de 10 p.p.m.
deberédn hacerse diluciones sucesivas hasta poder determinar la concentracion de plomo. Es
importante hacer notar que la coloracion de las soluciones en estudio y las patron cambian
con € tiempo, por lo que se recomienda hacer las determinaciones en e momento de
preparar las muestras patron, de tal forma que la determinacion se efectlie en un tiempo no

mayor de 1 hora.*”
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2. Método por espectroscopia molecular UV-Vis (método de la ditizona).
a) 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 (CHCI3) para formar con ditizonato de plomo de color rojo cereza. Se mide
fotométricamente el color de la solucion de color mixta. El volumen de muestra tomada
parael andlisis serd de 2| cuando se emplea digestion. 2

b) Interferencias:

La ditizona forma complegjos coloreados con bismuto, Sn** y TI*, 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 sdlo se pueden extraer parcialmente.
Este método utiliza una extraccion unica de ditizona, de color mixto, y pH elevado. La
interferenciade Sn** y TI* se reduce posteriormente cuando estos iones se oxidan durante la
digestion preliminar. Una modificacion del método permite la deteccién y eliminacion de la
interferencia de bismuto. Las cantidades excesivas de bismuto, talio y estafio pueden
eliminarse. La ditizona en CHCI3 absorbe a 510 nm; contrdlese 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 ugPb en presencia de
20 mg TI*, 100 pg Sn #*, 200 pg In**, asi como 1000 pg de cada uno de los siguientes :
Ba2+’ Cd2+, C02+, CU2+, M92+, Mn2+, ng+, Srz+, Zn2+, A|3+, Sb3+, A53+, Cr3+, Fe3+, V3+’P043—
y SO,%. Cantidades del orden de gramos de metales alcalinos no interfieren. Existe una

modificacion para evitar lainterferencia de cantidades excesivas de bismuto o estafio.
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c) Tratamiento preliminar dela muestra:

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

plomo y trétese seglin el procedimiento completo.™

d) Concentracion minima detectable:

1.0 ug Pb/ 10 ml de solucién de ditizona ™

3. Espectroscopia de Absorcion Atoémica

Mientras que la mayoria de las técnicas espectroscopicas se utilizan para € estudio y
caracterizacion de moléculas o iones en su entorno cristalino, la espectroscopia de emision
y absorcion atémica se usa casi exclusvamente para € andlisis de &omos. Por
consiguiente, la técnica resulta casi insuperable como método de andisis elemental de
metales. En principio, |a espectroscopia de emision puede utilizarse para laidentificacion y

parala determinacion cuantitativa de todos los elementos de |a tabla periédica. %2

Cuando latransicion se produce desde €l estado fundamental hasta un estado excitado del
atomo mediante la absorcién de radiacién de una determinada frecuencia (caracteristica
para cada aomo), estamos en e caso de las técnicas de absorcion. En e 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 e estado
excitado a estado fundamental, hablamos de técnicas espectrofotométricas de emision. A
continuacion se tratan las técnicas espectrof otométricas de absorcion atdmica, de fotometria

dellamay de emisién por plasma. ¢?
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Pueden identificarse tres clases diferentes de procesos de emisiéon que difieren en como la

sustancia alcanza el estado excitado previo alaemision. ¢?

a) Emisién a partir de una excitacion electromagnética.
b) Emision apartir de excitacion térmica.
c) Emisién a partir de excitacion eléctrica.

Dada la estrecha relacion existente entre absorcion atdmica y fotometria de llama es
inmediata una comparacion entre ellas. En fotometria de llama la sensibilidad es
proporcional a numero de &omos que se han excitado, mientras que, en absorcién atomica
la sensibilidad depende del nimero de &omos que se encuentran en e estado fundamental.
Normalmente, tan sdlo un pequefio porcentgje de &omos se encuentran en estado excitado
en la llama. Por lo tanto, la absorcién atdbmica da lugar, en general, a una mayor

sensibilidad que lafotometria de llama para un gran niimero de elementos. %

Ademas, la absorcion atdbmica es una técnica que presenta menos interferencias y es mas
simple que la fotometria de [lama, lo que explica e espectacular desarrollo de latécnicaen
los ultimos afos. Hay que sefidar que a pesar de ello, la absorcion atdomica 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. %

L as 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 bgja energia de excitacion de lallama
gue da lugar a pocas lineas de emision. Este hecho hace disminuir e problema de las
interferencias espectrales a partir de lineas y bandas de otros elementos y ademéas 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

excitacion por llama. ¢?
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L as dos desventgjas mas importantes de los métodos de emision en llama son que la energia
de excitacion es demasiado bagja 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 mision de la llama, en ese caso, es Unicamente atomizar la muestra y formar un
vapor de &omos sin excitar; por esta razon es aplicable a un mayor nimero de elementos
que lafotometria de llama.*?

Fundamentos ddl M étodo

Las técnicas que normalmente se emplean en e campo del medio ambiente son muy
parecidas a las técnicas de otros campos, sin embargo |os niveles de concentracion de los
metales son muy bagjos para las técnicas de andlisis rutinarias, consecuentemente se han
desarrollado variaciones a los métodos que permitan trabagjar a esos niveles de

concentracion.

La palabra espectro se define como una representacion gréfica de la distribucion de
intensidad de la radiacion electromagnética absorbida o emitida de una muestra en funcién
de lalongitud de onda. L os espectros de absorcion se obtienen a iluminar una muestra con
una radiacion continua analizando la proporcion de radiacion absorbida en funcion de la

longitud de onda. ®

La base del andlisis por absorcion atdmica es la absorcion de energia a longitudes de onda
caracteristicas por parte de aomos que se encuentran en su estado fundamental. La
diferenciaentre laintensidad de radiacion emitida por una fuente continua, usualmente una
l&mpara de cétodo hueco (HCL) especifica para e metal de interés, que pasa en forma de
haz y la que fue absorbida por los aomos del metal analizado, depende del niUmero de
éstos. Esta diferencia es separada por el monocromador y medida por e fotodetector. La
cantidad de luz absorbida por €l analito es cuantificada por comparacion de la luz trasmitida
a través de la llama contra la luz trasmitida por € haz de referencia. La relacion entre la

absorcion y la concentracion es expresada por laley de Beer:
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Log (1%)=abc=A®

Una solucion conteniendo los elementos de interés son aspirados hacia una flama donde
son atomizados en su estado elemental. Los espectrometros de absorcion atdmica son
calibrados con soluciones estéandar conteniendo concentraciones conocidas del el emento de
interés. La concentracion de cada anaito es determinado desde la curva de calibracion

construida por |os estandares. *

4. Marcha analitica de metales pesados.

La marcha analitica es un proceso técnico y sistematico de identificacion de iones
inorganicos en una disolucion mediante la formacion de complejos o sales de color Unico y

caracteristico.

Una secuencia de reactivos es mas o menos selectiva s se produce con mas 0 menos
problemas. Un reactivo es especifico (mas selectivo) cuando reacciona con muy pocos
cationes y aniones. Se van a llamar reactivos generales (menos especificos) cuando

reaccionan con muchos cationes y aniones.

La marcha anditica 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 sisteméticos basados en reacciones quimicas las cuales permiten en primer lugar
separar cada cation congtituyente de la muestra aprovechando ciertas propiedades
particulares como lo es la solubilidad y € pH, y en segundo lugar identificarlos mediante

reacciones especificas de cada cation.™®

Los cationes son clasificados en cinco grupos de acuerdo a su comportamiento frente a
ciertos reactivos, principamente frente al acido clorhidrico, sulfuro de hidrégeno, sulfuro

de amonio y carbonato de amonio. La clasificacién se basa en s la reaccion entre los
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cationes y € reactivo promueve o no la formacion de un precipitado, es decir, se basaen la
diferencia de solubilidades de los cloruros, sulfuros y carbonatos formados. Los cinco

grupos que constituyen la marcha analitica de cationes son |os 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 &cido clorhidrico
diluido.™®

Grupo I1. Los iones que conforman este grupo generan precipitados a 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 I11 y
V (Sb* y Sb°), arsénico 111 y V (As* y As™) y estafio I y IV (Sn*" y Sn*). A su vez,
dichos cationes se clasifican en dos subgrupos. € subgrupo Ila que incluye los primeros

cuatro cationes y e subgrupo |1b que incluye los seis cationes restantes.™®

Esta sub clasificacion responde a la diferencia de solubilidad que tienen ambos grupos en
presencia de polisulfuro de amonio. El grupo Ilb se caracteriza por ser soluble en dicho

reactivo mientras que el grupo llano lo es, *©

Grupo |11. Este grupo esta integrado por los iones cobalto (Co®"), niquel (Ni%"), hierro Il y
Il (Fe** y Fe*), cromo (Cr®), duminio (AI*) , zinc (Zn*") y manganeso (Mn®"). En este
grupo los cationes precipitan a hacerlos reaccionar con sulfuro de amonio en medio neutro

o amoniacal. 1©

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 &cido para generar un precipitado’
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Grupo V. Este grupo esta conformado por aguellos cationes comunes que no reaccionan
con los reactivos mencionados en los grupos anteriores. Estos cationes son: € litio (Li*), &
magnesio (Mg*?), el sodio (Na"), el potasio(K*), el hidrégeno (H*) y e ion amonio (NH4").

(16)

El procedimiento experimental el siguiente:

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 %, ademés de otros

iones de distinta naturaleza. "

2. adicionar unas gotas de HCl 2N en € tubo de ensayo. Todos los metales pesados

precipitardn en forma de cloruros (no solubles en frio) de color blanco. "

3. Colocar un embudo con filtro (en € aro sujeto al soporte) sobre un vaso de precipitado.
Decantar e contenido del tubo de ensayo sobre € filtro. Enjuagar el tubo Ilenandolo con
agua destilada y decantando en € filtro. Los cloruros metdlicos quedan retenidos en € filtro
mientras que el resto de la disolucién (ya sin metales) cae en e vaso de precipitado.

4. Calentar agua destilada en un vaso de precipitado con € mechero hasta que empiece
aebullir. Decantar € agua sobre € filtro con un vaso de precipitado limpio debajo.

El cloruro de plomo PbCI2 es soluble en caliente pero los cloruros de mercurio Hg,Cl2 Y
plata AgCl no lo son y permanecen en € filtro.”)

5. Para comprobar que € plomo ha pasado a la disolucion, se adicionan unas gotas de
yoduro potasico Kl en el vaso. Si existe plomo, se formara yoduro de plomo Pbl,que da un

precipitado amarillo. *”)
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M etales pesados

Un metal pesado es un miembro de un grupo de elementos no muy bien definido que
exhibe propiedades metdlicas. Se incluyen principalmente metales de transicién, algunos
semimetales, lantanidos, y actinidos. Muchas definiciones diferentes han propuesto basarse
en la densidad, otras en el nimero atdbmico o peso atdmico, y algunas en sus propiedades
quimicas o de toxicidad.El término meta pesado es considerado como una "mala
denominaciéon” en un informe técnico de la IUPAC debido a su definicion contradictoria 'y
su falta de "bases de coherencia cientifica. Existe un término alternativo metal téxico, para

el cual tampoco existe consenso de su exacta definicion. ©

Metales pesados son aquellos cuya densidad es por 10 menos cinco veces mayor due la
del agua. Tienen aplicacion directa en numerosos procesos de produccion de bienes y

servicios. Los més importantes son: ©

Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobato (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg),
Niquel (Ni), Plomo (Pb), Estafio (Sn) y Cinc (Zn).©

Metales toxicos son agquellos cuya concentracion en el ambiente puede causar dafios en la
salud de las personas. Los términos metales pesados y metales toxicos se usan como
sinénimos pero solo algunos de ellos pertenecen a ambos grupos. ©

Algunos metales son indispensables en bajas concentraciones, ya que forman parte de
sistemas enziméticos, como el cobalto, zinc, molibdeno o como € hierro que forma parte

de la hemoglobina. Su ausencia causa enfermedades, su exceso intoxicaciones. ©

En la actualidad, existen fuentes antropogénicas de metales pesados, por gemplo la

contaminacion, los haintroducido alos ecosistemas o combustibles derivados de la basura
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(no organica) generamente aportan estos metales, asi que se debe considerar |0os metales
pesados cuando se utilizan los residuos como combustible. ©

Los metales pesados toxicos mas conocidos son € mercurio, € plomo, € cadmio y €
arsénico, en raras ocasiones, algiin no metal como € selenio. A veces también se habla de
contaminacion por metales pesados incluyendo otros elementos toxicos més ligeros, como
el berilio 0 & auminio.®

M etales pesadosy contaminacion

Las motivaciones para controlar las concentraciones de metales pesados en corrientes
gaseosas son diversas. Algunos de ellos son peligrosos para el medioambiente y la salud
(ejemplo: mercurio, cadmio, plomo, cromo), otro causan corrosion (gjemplo: zinc, plomo),

0 son dafinos por otros medios (gjemplo: € arsénico puede contaminar |os catalizadores).

Dentro de la Comunidad Europea los once elementos mas importantes son arsénico,
cadmio, cobalto, cromo, cobre, mercurio, manganeso, niquel, plomo, estafio y talio, de los
cual es sus emisiones en incineradores estan reguladas. Algunos de ellos son necesarios para
los humanos en pequefias proporciones tales como cobalto, cobre, cromo, manganeso,
niquel, mientras otros son carcinogénicos o toxicos, afectado, entre otros € sistema
nervioso central (manganeso, mercurio, plomo, arsénico), los rifiones o el higado (mercurio,
plomo, cadmio, cobre) o lapiel, los huesos, o dientes (niquel, cadmio, cobre, cromo).®

La contaminacion con metales pesados puede surgir de muchas fuentes, pero maéas
comunmente de la purificacion de metales, por ggemplo, el smelting (proceso de extraccion
del meta de la piedrd) del cobre o la preparacion de combustible nuclear. La
electrodeposicion es la primera fuente de cromo y cadmio. Mediante la precipitacion de
estos compuestos o €l intercambio de iones hacialos suelos y barros, |0os metal es pesados se
pueden localizar y quedar depositados. A diferencia de los contaminantes organicos, 10s
metales pesados no decaen y presentan otros desafios para remediarlos. Actualmente, se

utilizan plantas (fitorremediacion) y microorganismos para remover metales pesados, como
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el mercurio. Plantas que exhiben hiperacumulacién pueden usarse para remover de los
suelos estos metales por la concentracion en bio-materia. En algunos diques de cola se
utiliza vegetacion que luego es incinerada para recobrar |os metal es pesados.®

Uno de los mayores problemas asociados a la parecencia de metal es pesados es € potencial
de bioacumulacion y biomagnificacion causando mayor exposicion de estos metales a un
organismo de la que podria encontrarse sola en € medio ambiente. Peces en alta mar (como
el Tetractenosglaber) y aves marinas (como la Fratercula arctica) son monitoreados por la
presencia de estos contaminantes. ©

Plomo

El plomo es un elemento quimico de la tabla periddica, cuyo simbolo es Pb (del latin
Plumbum) y su nimero atébmico es 82 segun la tabla actual. Este quimico no lo reconocia
como un elemento metdlico comun por su gran el asticidad molecular. Cabe destacar que la
elasticidad de este elemento depende de las temperaturas del ambiente, las cuales

distienden sus d&omos, o los extienden. ©

Propiedades fisicoquimicas

El plomo es un metal pesado de densidad relativa o gravedad especifica 11,4 a 16 °C, de
color plateado con tono azulado, que se empafna para adquirir un color gris mate. Es
flexible, inelastico y se funde con facilidad. Su fusion se produce a 327,4 °C y hierve a
1725 °C. Las valencias quimicas normales son 2 y 4. Es relativamente resistente a ataque
de &cido sulfurico y acido clorhidrico, aunque se disuelve con lentitud enacido nitrico y
ante la presencia de bases nitrogenadas. ElI plomo es anfétero, ya que forma sales de plomo
de los acidos, asi como sales metdlicas del acido plumbico. Tiene la capacidad de formar

muchas sales, 6xidos y compuestos organometdlicos.®

Caracteristicas generales

Los compuestos de plomo més utilizados en la industria son los éxidos de plomo, €

tetraetilo de plomo y los slicatos de plomo. El plomo formaaleaciones con muchos
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metales, y, en general, se emplea en esta forma en lamayor parte de sus aplicaciones. Es un

metal pesado y téxico, y laintoxicacion por plomo se denomina saturnismo o plumbosis. ©

Plomo en € medio ambiente

Con respecto a su incidencia en € medio ambiente, e plomo se encuentra de forma natural
en el ambiente, pero las mayores concentraciones encontradas en e ambiente son €l

resultado de | as actividades humanas. ©

Las sales de plomo entran en € medio ambiente a través de los tubos de escape
(principalmente los defectuosos) de los coches, camiones, motos, aviones, barcos y
aerodeslizadores y casi todos los tipos de vehicul os motorizados que utilicen derivados del
petréleo como combustible, siendo las particulas de mayor tamafio las que quedarén
retenidas en € suelo y en las aguas superficiades, provocando su acumulacion en
organismos acuaticos y terrestres, y con la posibilidad de llegar hasta el hombre a través de
la cadena alimenticia. Las pequefias particulas quedan suspendidas en la atmdsfera,
pudiendo llegar a sueloy a aguaatravésdelalluviaacida ©

Otro efecto significativo del plomo en las aguas superficiales, es que provoca
perturbaciones en el fitoplancton, que es una fuente importante de produccién de oxigeno
en los océanos y de alimento para algunos organi smos acuaticos de variado tamarfio (desde
ballenas hasta pequefios pececillos). ©

Evolucion de la contaminacion ambiental de plomo en € siglo XX

De 1900 a 1980, no ha habido década en que no aumente la contaminacién mundial de
plomo, observar que de la década de los afio 50 , en que se emiten 180,000 toneladas de
plomo ala atmosfera, se ha elevado hasta més de 400,000 toneladas de plomo en la década
de los afios 80 , aunque en @ grafico no incluya € afio 2000, las emisiones tienden a

disminuir, ya que un gran porcentgje de las emisiones de plomo a la aimdésfera se debia a
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los restos de plomo tetraetilico, insumos que desde la década del 80 ha disminuido

considerablemente su uso como antidetonante.

Agua

El agua en areas no contaminadas, presenta concentraciones bajas de plomo (1
microgramos /litro), en aguas superficiales y alrededor de 8 microgramog/litro en los rios,
las concentraciones de plomo en agua de mar son més bajas, que en aguas de rio y lagos,
en aguas oceani cas superficiales se observan concentraciones de 0,05 a 0,4 microgramos de
agual/litro y en aguas subterraneas hasta una profundidad de 1000 metros, se han detectado

concentraciones de arededor de 0,03 microgramos /litro. ®

Plomo al agua de pozo

El plomo algunas veces existe de formanatural en el suelo y las rocas y puede filtrarse

hasta llegar a agua subterrénea. *°

El plomo también puede llegar a agua subterranea de unafuentede contaminacion tal
como un deposito de desechos peligrosos, fundidoresde plomo, refinerias, centros de

reciclgey trituracion de pilas u otrafuente industrial de plomo ™

Plomo (Pb) y agua

El agua de mar contiene concentraciones traza de plomo (2-30 ppt). Los rios contienen una
media de 3 a 30 ppb. El fitoplancton contiene aproximadamente 5-10 ppm de plomo (en
base seca), |os peces de agua dulce aproximadamente 0.5-1000 ppb, y las ostras 500 ppb
aproximadamente. La organizacion mundia de salud (WHO) establecié en 1995 como
limite legal 50 ppb de plomo, este |imite decrecera hasta 10 ppb en el 2010. ™

En condiciones normales el plomo no reacciona con e agua. Sin embargo, cuando € plomo

Se pone en contacto con aire himedo, la reactividad con el agua aumenta. En la superficie
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del metal se forma una pequeiia capa de 6xido de plomo (PbO); en presencia de oxigeno y
agua, e plomo metdlico se convierte en hidréxido de plomo (Pb (OH)2): *?

2Pb(s) +O, (g) + 2H,0 (1) -> 2 Pb (OH)2(s)

Solubilidad del plomo y de sus compuestos

El plomo elementa no se disuelve en agua en condiciones normales (20°C y presion de 1
bar). Sin embargo, la reaccion tiene lugar cuando esta disuelto en agua en las formas de
PbCO3 o Pb (C0O3)22-. Un gjemplo bien conocido de compuesto de plomo soluble en agua

es el azlicar de plomo (acetato de plomo), cuyo nombre deriva de su naturaleza dulce.*?

El plomo se une frecuentemente a azufre en forma de sulfuro (S2-), o a fésforo en forma
de fosfato. En estas formas el plomo es extremadamente insoluble, y se presenta formando
compuestos inmoviles en el medio ambiente. Los compuestos de plomo son generalmente
solubles en agua blanday levemente &cida. 2

El limite establecido por laOMS parael plomo en agua potable es de 0.1 mg/I. %

I ntoxicacién con plomo

El plomo es un veneno muy potente. Cuando una persona ingiere un objeto de plomo o
inhala polvo de plomo, parte del veneno puede permanecer en el cuerpo y causar serios

problemas de salud. ©
El Plomo lo podemos encontrar en:

Articulos de plomeria, tuberias, grifos. El plomo se puede encontrar en el agua
potable en casas cuyos tubos hayan sido conectados con soldadura de plomo.
Aungue los nuevos cédigos de la construccion exigen soldadura libre de plomo, este
elemento alin se encuentra en algunos grifos modernos.
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Suelo contaminado por décadas de emisiones de |os carros 0 anos de raspaduras de
pinturas de las casas. Por esto, € plomo es mas comin en los suelos cerca de las
autopistasy las casas.

Pasatiempos que impliquen soldadura, vidrio de color, fabricacion de joyas,
barnizado de cerdmica, figuras de plomo en miniatura (siempre mire las etiquetas).
Elementos de pintura y suministros de arte para los nifios (siempre mire las
etiquetas).

Jarrasy vgjillas de peltre.

Baterias de almacenamiento.

Los nifios reciben plomo en e cuerpo cuando se llevan objetos de plomo a la boca, en
especial S se tragan €l objeto. También pueden recibir el veneno del plomo en los dedos al
tocar un objeto de plomo que despide polvo o se esta pelando, y luego cuando se llevan los
dedos a la boca 0 s ingieren alimento posteriormente. Los nifios también pueden inhalar

cantidades diminutas de este elemento. ©

Sintomas

El plomo es un elemento que puede afectar muchas partes diferentes del cuerpo y existen
muchos sintomas posibles de intoxicacion con é. Una sola dosis ata de plomo puede

ocasionar sintomas de emergencia graves.

Sin embargo, es mas comun que laintoxicacion con plomo se dé por acumulacion lenta con
el paso del tiempo y esto ocurre por exposicion repetitiva a pequefias cantidades de este
elemento. En este caso, puede que no se presenten sintomas obvios. Con el tiempo, incluso
niveles bajos de exposicion a plomo pueden causar dafio al desarrollo mental de un nifio y
los posibles problemas de salud empeoran a medida que €l nivel de este elemento en la

sangre se eleva.®
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El plomo es mucho més dafiino paralos nifios que para los adultos, dado que puede afectar
el cerebro y nervios en desarrollo de los primeros. Cuanto méas pequefio sea € nifio, mas

dafino puede resultar el plomo y los bebés que alin no han nacido son los mas vulnerables.
C)

M ecanismo de accién del plomo

El plomo tiene gran afinidad por los grupos sulfhidrilo, en especial por las enzimas
dependientes de zinc. EI mecanismo de accion es compleo; en primer lugar parece ser que
el plomo interfiere con e metabolismo del calcio, sobre todo cuando €l metal esta en

concentraciones bajas, el plomo aterael calcio delas siguientes formas:

a) Reemplaza a calcio y se comporta como un segundomensajero intracelular, alterando
ladistribucién delcalcio en los compartimentos dentro de la célula.

b) Activa la proteinquinasa C, una enzima quedepende del calcio y que interviene en
multiplesprocesos intracelulares.

c) Seune alacamodulina mas avidamente que e calcio, ésta es una proteina reguladora
importante.

d) Inhibelabombade Na-K-ATPasa, o que aumenta &l calcio intracelular.

Finalmente esta alteracion anivel del calcio traeria consecuencias en la neurotransmision y
en el tono vascular lo que explicaria en parte la hipertension y la neurotoxicidad. A nivel
rena interfiere con la conversion de la vitamina D a su forma activa, hay inclusiones
intranucleares en los tubulos renales, produce una tubulopatia, que en estadios mas
avanzados llega a atrofia tubular y fibrosis sin compromiso glomerular, caracterizandose
por una proteinuria selectiva. En nifios se puede ver un sindrome semejante al de Fanconi,
con aminoaciduria, glucosuria, e hipofosfatemia, sobre todo en aguellos con plombemias
altas. ™

Varias funciones ddl sistema nervioso central estan comprometidas, principalmente porque
el plomo atera en muchos pasos e metabolismo y funcion del calcio como explicamos
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previamente. El plomo se acumula en € espacio endoneura de los nervios periféricos

causando edema, aumento de la presion en dicho espacio y finalmente dario axonal.

Toxicocinética

El plomo puede ser inhalado y absorbido a través del sistema respiratorio 6 ingerido y
absorbido por € tracto gastrointestinal; la absorcion percutanea del plomo inorganico es
minima, pero el plomo organico si se absorbe bien por esta via. Después de la ingestion de
plomo, éste seabsorbe activamente, dependiendo de la forma, tamafo, transito
gastrointestinal, estado nutricional y la edad; hay mayor absorcién de plomo si |a particula
es pequefia, s hay deficiencia de hierro y/o calcio, si hay gran ingesta de grasa 6
inadecuada ingesta de calorias, si € estdbmago esta vacio y si se es nifio, ya que en ellos la

absorcion de plomo es de 30 a50 % mientras que en el adulto es de 10%.™

Luego de su absorcion el plomo se distribuye en compartimentos, en primer lugar circula
en sangre unido a los glébulos rojos, € 95% del plomo esta unido a eritrocito, luego se
distribuye alos tgjidos blandos como higado, rifion, médula 6sea y sistema nervioso central
gue son los drganos blanco de toxicidad, luego de 1 a 2 meses € plomo difunde a los
huesos donde es inerte y no toxico. El metal puede movilizarse del hueso en situaciones

como inmovilidad, embarazo, hipertiroidismo, medicaciones y edad avanzada. )

El plomo cruzala placentay la barrera hematoencefdica. Finalmente se excretara por orina
en un 90%, y en menor cantidad en la bilis, piel, cabello, ufias, sudor y leche materna. Hay
que recordar que en & hueso esta depositado el 90% del plomo y que una disminucion de la

plombemia sin quelacién indica esta distribucién a tejido blando y hueso. ™V

L as posibles complicaciones abar can:

Problemas de comportamiento o atencion
Bajo rendimiento escolar

Problemas auditivos
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Daro rend
Reduccién del cociente intel ectual

Lentitud en & crecimiento corporal

L os sintomas de la intoxicacién con plomo pueden abarcar:

Dolor y cdlicos abdominales (generalmente el primer signo de una dosis téxica alta
de intoxicacion con plomo)

Comportamiento agresivo

Anemia

Estrefiimiento

Dificultad para dormir

Dolores de cabeza e Irritabilidad

Pérdida de habilidades del desarrollo previas (en nifios pequefios)

Inapetenciay falta de energia

Reduccién de la sensibilidad

Los niveles muy atos pueden ocasionar vomitos, marcha inestable, debilidad

muscular,convulsiones o coma. ©

Otros
5%
65%

T

LY
Bche, dietas altas e e

grasa,
sminucion de
fotilidad
pstrointestinal,
acido aumenta

Dir. Julio Larenas H. MY, MSc

Figura 2. Modelo metabdlico del plomo en el ser humano.
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L imites de plomo para productos de consumo.
En agua potable.

En un principio los estandares de plomo en € agua potable se limitaban a 50ug/L. Como
resultado de nuevos informes e investigaciones sobre exposicion a plomo y sus efectos en
la salud, la concentracion se establecio en 15ug/L. Mientras que la cantidad de cadmio en

agua potable se limitaa5ug/L. ™

Generalidades microbioldgicas

La denominacion genérica coliformes designa a un grupo de especies bacterianas que
tienen ciertas caracteristicas bioquimicas en comln e importancia relevante como

indicadores de contaminacion del aguay los alimentos.

Califorme significa con forma de coli, refiriéndose a la bacteria principal del grupo, la
Escherichiacoli, descubierta por € bacteridlogo alemédnTheodor von Escherich en 1860.

Von Escherich la bautizO como Bacteriumcoli. Con posterioridad, la microbiologia

sistemética nombrarfa el género Escherichia en honor a su descubridor.®®

Caracteres bioquimicos

El grupo contempla a todas las bacterias entéricas que se caracterizan por tener las

siguientes propiedades bioquimicas;®
1. Ser aerobias o0 anaerobias facultativas;
2. Ser bacilos Gram negativos,

3. No ser esporogenas;

4. Fermentar lalactosaa 37 °C en 48 horas, produciendo &cido lactico y gas.
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Héabitat del grupo Coliforme
L as bacterias de este género se encuentran principalmente en e intestino de los humanos y
de los animales de sangre caliente, es decir, homeotermos, pero también ampliamente

distribuidas en la natural eza, especialmente en suelos, semillasy vegetales.®

Los coliformes se introducen en gran nimero a medio ambiente por las heces de humanos
y animales. Por tal motivo suele deducirse que la mayoria de los coliformes que se
encuentran en el ambiente son de origen fecal. Sin embargo, existen muchos coliformes de

vidalibre.?®

L os colifor mes como indicador es

Tradicionalmente se los ha considerado como indicadores de contaminacion fecal en el
control de calidad del agua destinada al consumo humano en razén de que, en los medios
acuaticos, los coliformes son més resistentes que las bacterias patdgenas intestinales y
porque su origen es principalmente fecal. Por tanto, su ausencia indica que el agua es

bacteriol dgi camente segura.‘®

Asimismo, su humero en €l agua es proporciona a grado de contaminacion fecal; mientras

més coliformes se aislan del agua, mayor es la gravedad de la descarga de heces.®®

Bacterias queintegran el grupo
El grupo de los coliformes incluye bacterias en forma de bacilo, Gram negativos, con las
siguientes propiedades bioquimicas: oxidasa negativo y capacidad de fermentar lactosa, con

produccion de gas en 48 horas a una temperatura de 37 °C.%
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El grupo Coliforme est& formado por los siguientes géneros;®

1. Escherichia
2.Klebsiella
3.Enterobacter
4.Citrobacter

Coliformestotalesy coliformesfecales

No todos los coliformes son de origen fecal, por lo que se hizo necesario desarrollar
pruebas para diferenciarl os a ef ectos de emplearlos como indicadores de contaminacion. Se
distinguen, por lo tanto, los coliformes totales que comprende la totalidad del grupo y los

coliformes fecales aquellos de origen intestinal . ¥

Desde € punto de vista de la salud publica esta diferenciacion es importante puesto que
permite asegurar con ato grado de certeza que la contaminacion que presenta €l agua es de
origen fecal .*

Coliformesfecales

Las bacterias coliformes fecales forman parte del total del grupo coliforme. Son definidas
como bacilos gram-negativos, no esporulados que fermentan la lactosa con produccién de
acidoy gas a44.5 °C +/- 0.2 °C dentro de las 24 +/- 2 horas. La mayor especie en € grupo

de coliforme fecal es el Escherichiacoli.?®

La presencia de coliformes en e suministro de agua es un indicio de que € suministro de
agua puede estar contaminada con aguas negras u otro tipo de desechos en descomposicion.
Generamente, las bacterias coliformes se encuentran en mayor abundancia en la capa

superficial del agua o en los sedimentos del fondo.

Gina, Josselin, Juan
47



Detexminacidn de la calidad del agua de consume.

L os niveles recomendados de bacterias coliformes fecales son:®®

*Agua potable: menos de 0 NMP por 100 ml de la muestra de agua.
*Natacion: menos de 200 NMP por 100 ml de lamuestra de agua

*Navegar/Pescar: menos de 1,000 NMP por 100 ml de la muestra de agua.

Los parametros bacteriol6gicos tienen mayor importancia para dictamenes higiénicos; es
preciso halar el nimero de gérmenes saproéfitos o de E. coli y de bacterias procedentes del

intestino humano como indicadores de la contaminacion.?®

Conviene destacar la importancia que tienen las cifras de E. coli y coliformes,
pertenecientes a las enterobacterias que fermentan lactosa con produccion de gas y acido.
Para determinar € nimero de estas bacterias se suele emplear medio selectivo Agar
Endo.?®
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MATERIAL Y METODO:

Tipo de estudio: El estudio es de tipo experimental, siendo un experimento puro.

Areadeestudio: Pozosy grifos delacomunidad & Paragua, del municipio de Malpaisillo

Universo de estudio: Agua grifo y agua de pozo de 68 casas pertenecientes a la

Comunidad El Paragua, del Municipio de Mapaisillo de la ciudad de Leon.

Tamaro de muestra: Corresponde a 30.76% del Universo

¢+ 10 muestras de agua de pozo de la Comunidad El Paragua del municipio de Malpaisillo.
+¢ 10 muestras de agua de grifo de la Comunidad El Paragua del municipio de Malpaisillo.

Criteriosdeinclusion:

%+ Aguas de pozos Yy potable de lacomunidad El Paragua del municipio de Malpaisillo.
¢ Aguade pozos usada para consumo humano.
% Pozos o grifos que estén cerca de minas, rios o basureros.

Criteriosde exclusion:
¢+ Aguas que sean derios, quebradas, posas y lagos.
¢ Aguas de pozosy de grifo que no pertenezcan ala comunidad El Paragua.

¢+ Aguade pozos que no sean usada para consumo humano.

Variables:
¢+ Ensayo microbiol6gico para Coliformestotal y fecales. NMP
++ Bioensayo de toxicidad aguda con Allium cepal.

¢+ M¢étodo colorimétrico simple del proceso de sulfhidracion.
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Operacionalizacion de variables

Ensayo Método para la deteccion vy
microbiol6gico | enumeracion en agua de organismos
para Coliformes  Totales, organismos | Presenciao NMP/ mi
Coliformes Coliformes Fecales (termotolerantes) | ausenciade
total y fecales. |y Escherichiacoli presuntiva, | turbidez
NMP mediante e cultivo de un medio

liguido en tubos multiplesy € calculo | Presenciao

de sus nimeros més probables en la | ausenciade gas.

muestra
Bioensayo de | Estudio experimental para determinar | <+ Crecimiento
toxicidad los efectos adversos que pueden deraices. Cm
aguda con | @parecer en un corto tiempo
AlliumcepalL. | (usuamente dos semanas) después de | <« Inhibicion %

una dosis Unica de una sustancia, o de decrecimiento

varias dosis administradas en 24 deraices.

horas.
Método Es € que consiste basicamente en
colorimétrico | precipitar el plomo del acetato como | Cudli-cuantitativo: Ppm
simple del | sulfuro de plomo, obteniéndose una Se obtienen
proceso de | coloracion que tiende a ser mas| coloraciones que
sulfhidracion. | obscura a medida que e contenido de | van del  amarillo

., claro (2 p.p.m.) &
plomo en la solucién es mayor. café (10 p.p.m.).

Procesamiento y andlisisdela informacién: Unavez redizadala parte experimental se

graficaron los resultados utilizando los programas Microsoft Office Excel 2010, Microsoft

Office Word 2010.

Gina, Josselin, Juan

a0



Detexminacidn de la calidad del agua de consume.

Material, Reactivosy Equipos

~ Maeid | Equipps  Reaivos

v Beakersde 100y 500ml | v/ Campana de extraccion | v Acido clorhidrico
v' Baones de 100, 250 y de gases concentrado
1000ml v' Baanza analitica. | v* Aguadestilada
v Probeta de 100ml Modelo: Sartorius Serie| v° Sulfato de cobre I
v Erlenmeyer 250 ml con TE214S Cu(S0,4),0.02 M
sus respectivos tapones | v' Incubadoradoblea36°C | v Aguadellave
de hule PrecisionScientific. v' Aguade pozo
v Gradilla Modelo: 6M v Acido acético glacia
v Tubos de ensayo v' Autoclave para 4%
v' Embudo devidrio esterilizar los medios de | v Acetato de plomo
v' Espatula cultivo PeltonCrane | v* Piritadefierro
v" Tubo de vidrio de 5 mm cod.: 61139 v Caldo Lactosado
de didmetro v' Autoclave para| v BillisVerdeBrillante
v' Pipetade25y 10ml descontaminar céd.. | v/ Caddo E.coli
v' Bisturi 61143. v Alcohol
v" Reglamilimetrada v' Cocina Corning Hot
v Placas petri Plate PC- 100
v Asa v’ Badanza triple brazo,
v" Mechero Capacidad 2610 g,
v' Fosforo OHAUS
v' Papel Aluminio v/ Bafio Maria CMS 392-
v Campanadurham 159
v Agitador
VortexScientific
Industries Modelo
K550 G UL Listed.
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Pr ocedimiento:

1. Recoleccion dela muestra:
Se visito las casas donde se encuentran 1os respectivos pozos y llaves, se solicitdé la

autorizacion para poder tomar las muestras de agua.

Una vez dentro de la casa, se procedidé con guantes, nazobuco, gorro y gabacha, para
recolectar las muestras y evitar contaminarlas. Luego se introdujo una pesa en un guante,se
amarréesta un recipiente de vidrio de un litro, previamente esterilizadas; se introdujo a
pozo de manera que le permitiera hundirse para poder tomar la muestra, luego se tapo la
botellay se enumerd, poniéndole el mismo nimero alabotellay a pozo de manera que nos

sirvaparaidentificarlos.

Para tomar las muestras de las llaves se tomo directamente de ella, se tuvo mucho cuidado
antes, durantey después de la toma de la muestra, ya que cualquier descuido puede resultar
encontaminacion de la mismay reflgjar resultados falsos. Se desinfect6 el borde del grifo
con alcohol y se le practicd la técnica de flameo, la cua consistié en flamear elgrifo
durante un minuto con un mechero de alcohol para evitar cualquier contaminacion genaal
agua. Luego se degjo correr € agua por un minuto para tomar de igual manera un litro de
agua en un recipiente de vidrio, previamente esterilizado teniendo € mechero cerca para

mantener el drea aséptica, setapd y se enumerd respectivamente.

Las muestras se trasladaron en un termo con hielo para mantenerlas frescas y asi poder

realizar el mismo dia el ensayo microbiologico.

2. Preparacion dela muestra:
Una vez realizado el ensayo microbiolégico las aguas restantes se almacenaron dentro de

un refrigerador a unatemperatura de 5° C, para su posterior uso.
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3. Ensayo microbioldgico para detectar presencia de coliformestotalesy fecales
Test presuntivo para Coliformes:

Se Prepar6 la muestra y diluciones siguientes:

Unavez elaborada la dilucion 1:10 en el laboratorio procedio aredlizar las diluciones 1:100
y 1:1000.

Seinocul6 9 tubos de caldo Lactosado (3 dilucionesy 3 tubos por dilucion).

Se agitd suavemente cada tubo para una adecuada disolucion con el medio de cultivo.
3 tubos con 10 ml de caldo lactosado y 10ml de la muestra.

3 tubos con 5ml de caldo lactosado y1ml de la muestra.

3 tubos con 5ml de caldo lactosado y 0.1ml de la muestra.

El tiempo entre la preparacion de la muestra y su inoculacién en un medio no debe ser

superior a15 min.

Se Incubd a 35°C +/- 1°C por 24 horas y se observo la formacién de gas; en los tubos
donde no se evidencio la formacion de gas se incubaron nuevamente hasta completar 48 h

y se observé laformacion de gas en los tubos de fermentacion.

La presencia de gas o efervescencia significa un test presuntivo positivo para Coliformesy
Se registra como positivo, cualquiera sea la cantidad de gas producido. Ausencia de gas a
las 48h, significa un test presuntivo negativo para Coliformes. Anotar |os resultados.

I nterpretacion:

a. S € tota de tubos son negativos. el examen se da por terminado, reportando la

ausencia de coliformes totales y fecales en la muestra analizada.
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b. Todos aquellos tubos que den positivos para prueba presuntiva se anotaran
convenientemente y se procedera a realizar |a prueba confirmatoria para coliformes

totales y fecales.

Test confirmativo para Colifor mes:

Todos los tubos que resultaron positivos alas 24 6 48h en €l test presuntivo se transfirieron

al caldo BVB para confirmar Coliformes.

Se mezclo por agitacion e tubo del test presuntivo y transferir un indculo con asa de 3mm

de didmetro, a tubos de fermentacidn conteniendo caldo BVB.

Se tuvo la precaucion de enfriar € asa para asegurar que se transfiere un inoculo de

cultivo viable.
Seincubod lostubos BV B a37°C x 48h +/- 2h.

Al término del periodo de incubacion se observo laformacion de gas o efervescencia en los
tubos de fermentacion de caldo BVB. La presencia de gas en |os tubos de fermentacién del
cado BVB significa test confirmativo para Coliformes, ausencia de gas constituye un test

negativo para Coliformes.

Anotar los resultados del test confirmativo y leer en latabladel NMP.

Interpretacion:

a. S se observa turbidez y produccién de gas. La prueba se considera POSITIVA,
debiendo anotar el nimero de tubos positivos para posteriormente hacer el clculo
del NMP.

b. Si en ninguno de los tubos se observa produccién de gas, aun cuando se observe
turbidez: Se consideran NEGATIVOS, estableciéndose elCédigo 0,0,0 para efecto
del calculo del NMP
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Método Caldo EC para Coliformes Fecalesy Confirmacion para Escherichiacoli.
Todos los tubos que resultaron positivos a las 48h en €l test presuntivo se transfirieron a
caldo EC para confirmar Coliformes Fecales y consecutivamente E. coli.

Se mezclo por agitacion e tubo del test presuntivo y transferir un indculo con un asa de

3mm de didmetro, atubos de fermentacién conteniendo Caldo EC.

Se tuvo laprecaucion de enfriar € asa para asegurar que se transfiere un indculo de cultivo
viable.

Los tubos con caldo EC se incubaron en un bafio maria con cubierta a 45.5 °C +/- 0.2 °C
por 24h +/- 2h, se examind si hay produccion de gas, si la produccién de gas fué negativa

incubar nuevamente hasta completar las 48h +/- 2h.
El nivel de agua del bafio debe sobrepasar el nivel del caldo dentro de los tubos.

Al término del periodo de incubacion se observo laformacion de gas o efervescenciaen los

tubos de fermentacion de caldo EC.

La presencia de gas o efervescencia en los tubos de fermentacion de caldo EC significo un
test confirmativo positivo para Coliformes fecaes; la no formacion de gas significo test

negativo para Coliformes fecales.

Anotar los resultados del test confirmativo.

Confirmativo para E. Coli:

De cada tubo de caldo E.C. que presente formacion de gas, transferir un inocul ¢ a una placa

de agar LEAM para obtener colonias aisladas.
Seincubd las placas invertidas 18h a 24h a 35°C.

Al término del periodo de incubacion observar las colonias sospechosas con centro oscuro

con o sin brillo metdlico en e caso de usar agar LEAM.

Anotar |os resultados.
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I nterpretacion

a. S seobservaturbidez y produccion de gas: La prueba se considera POSITIVA,
debiendo anotar el nimero de tubos positivos y establecer €l codigo para
posteriormente hacer € cdlculo del NMP.

b. Si no se observa produccion de gas, aun cuando se observe turbidez: Se consideran
negativos, estableciéndose el Codigo 0, 0,0 para efecto del calculo del NMP.

4. Procedimiento Bioensayo de ToxicidadAguda para la determinacion de
minerales con Alliumcepa L.

a) Los cebollines fueron obtenidos en un campo de cosecha del municipio de
Malpaisillo.

b) En € laboratorio se procedi6 a lavarlos con agua destilada, secarlas y pelarlas con
ayuda de un bisturi se cortaron varias capas hasta obtener bulbos de
aproximadamente 1.5 cm de diametro cortéandose las raices que estas presentaban
dejandose & primordio central.

c) Se prepar6 la solucién de sulfato de cobre 11 0.02M pesando 0.798g y se diluyd en
un balon de 250 ml, de esta solucion madre se prepararon diluciones a las siguiente
concentraciones: 0.5 mg/ml, 1 mg/ml y 1.5 mg/ml en balones de 50 ml.(control
positivo),realizando 8 réplicas por concentracion.

d) Luego se prepararon soluciones de las muestras a concentraciones de 0.5ml/ml,
Iml/ml y 1.5ml/ml en balones de 100 ml.

€) Se llenaron cada uno de los tubos de las muestras hasta € borde realizando ocho
replicas por cada concentracion.

f) En los tubos de ensayo se adiciond agua de llave (control negativo), realizando 8
repicas. Se utilizd agua de grifo del laboratorio de la facultad UNAN -Lebn y de
unacasa en particular.

g) Secoloco los bulbos en el borde de los tubos con € fin de que el primordio quedara
en contacto con | as soluciones correspondientes.
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h) Tomando en cuentalas condiciones del ensayo (ver anexo figuraN°4 .Bioensayo de
Toxicidad con Allium cepa L) durante el tiempo de prueba se rellenaron los tubos de
ensayo dos veces a dia durante tres dias (72 horas) con las soluciones
correspondientes ya que | os bulbos absorbian dichas soluciones.

i) Cumplido las 72 horas se midi6 con unareglalalongitud de las raices una por una,
luego se calcul 6 e promedio de las 8 repicas por cada una de las concentraciones de
cada muestra.

j) Luego se obtiene € resultado del porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente
formula:

(Longitud del control — Longitud de la muestra) x 100/Longitud del control

5. Méodo Colorimétrico Simple para determinar desde 2 p.p.m. de plomo en

solucion acuosa mediante la reaccion de proceso de sulfhidracion.

Es importante sefidlar que € método Ilevado a cabo en € ensayo propuesto fue una muestra
de agua de gripo y de pozo las cuales se trataron con una solucién de agua destilada 'y écido
acético a 4% siguiendo e patron expuesto a continuacion tomando en cuenta la funcién

quetiene el 4cido acético al reaccionar con lamuestra. "
Para esto se siguieron |os siguientes pasos.

a. Seprepard una solucién de acido acético al 4%, tomar de este 50 ml y se aford con
agua de pozo a 100ml. (igual paso para aguade grifo)

b. Sedeo lasolucion reposar durante 24 horas a temperatura ambiente.

En este punto la solucion esta lista para analizar su contenido de plomo.
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Al utilizar € procedimiento estdndar para extraer los compuestosde plomo descrito
anteriormente, € acido acético diluido reacciond conlos componentes que se encuentran en
el agua produciendo entre otros, acetatode plomo. El acetato de plomo es soluble en agua y

la solucién final fué incolora.

Preparacion de muestras patron

Se coloc 1.285 g de acetato de plomo en un balon aforado de 1000 mly se afor6 con agua
destilada agitando hasta disolver el acetatode plomo. Esta solucién contendra 1000 ppm. de
plomo (solucién A). Se tomd 20 ml de la solucidn A y se aforé a 1000 ml para obtener la
solucion B con 20 ppm de plomo. De ésta ultima (solucion B) se tomé10, 20, 30, 40 y 50
ml aforando a 100 ml en cada caso, con lo que se obtuvo las muestras patron de 2, 4, 6, 8 y

10 ppm respectivamente.

Se procediode la siguiente manera, se colocaron 200 grs. aproximadamente de pirita de
fierro en & matraz (1), en el matraz (I1) se agregan 150 ml deagua y por ultimo se afadi6
por el embudo de vidrio colocado en e matraz(l) &cido clorhidricodiluido 50% en volumen.

Obteniéndose de esta maneraacido sulfhidrico gaseoso.

Las muestras patron se sulfhidraron burbujeando cada una de ellas hasta precipitar por
completo € sulfuro de plomo. Se obtuvieroncoloraciones que van del amarillo claro (2
p.p.m.) a café (10 p.p.m.). (Ver anexo figura N°20)

Para analizar € contenido de plomo soluble enla muestra, se siguid € procedimiento
estandar descrito anteriormente y la solucién final se sulfhidra hasta que ya no precipite
maés sulfuro de plomo, a continuacion el color de esta muestra se compar6 visua mente con
las muestras patrén que han sido ya preparadas, determinandose de esta manera la

concentracion de plomo soluble de la muestra problema.
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RESULTADOS

Ensayo microbiologica para determinar coliformestotalesy fecales por € método de
NMP.

Se calculé la densidad microbiana con base en € nimero més probable conforme a
procedimiento sefiadlado, para estimar la poblacidn de bacterias Coliformes totales, bacterias
Coliformes fecales y Escherichiacolide acuerdo con las diluciones empleadas. Se expresd

en NMP/100 ml para agua.

TABLA N1

Prueba Presuntiva para Coliformes Totalesy Fecales

Agua de Pozo AguadeGrifo

N° de 10" 107 10° N° de 10" 107 10°
M x M x

1 Pos. Pos. Pos. 1 Neg. Neg. Neg.

2 Pos Pos. Pos 2 Neg. Neg. Neg.

3 Pos. Pos. Pos. 3 Neg. Neg. Neg.

4 Pos Pos. Neg 4 Pos. Neg. Neg.

5 Pos, Pos. Pos 5 Neg. Neg. Neg.

6 Pos Pos. Neg 6 Neg. Neg. Neg.

7 Pos Pos. Pos 7 Pos. Pos. Pos.

8 Pos. Pos. Pos. 8 Neg. Neg. Neg.

9 Pos. Pos. Neg. 9 Neg. Neg. Neg.

10 Pos. Pos Neg. 10 Neg. Neg. Neg.
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TABLA N’2: Prueba Confirmativa de Colifor mes Totales

Agua de Pozo AguadeGrifo

N°de| 10" | 10° | 10° | NMP/ | N°de| 10 10° | 10° | NMP/

Mx 100ml | Mx 100 mi
1 2 2 1 28 1 - - - -
2 3 3 3 2400 |2 - - - -
3 3 3 1 480 3 - - - -
4 3 2 0 93 4 - - - -
5 3 1 2 120 5 - - - -
6 3 1 0 43 6 - - - -
7 3 3 3 2400 7 2 0 0 9
8 3 3 3 2400 8 - - - -
9 3 2 0 93 9 - - - -
10 3 1 0 43 10 - - - -

TABLA N’3: Prueba Confirmativa de Colifor mes Fecales:
Agua de Pozo AguadeGrifo
N° | 10" | 10° | 10° | NMP/ Confirmacion | N° de 10" | 10° | 10° | NMP/ Confir macion
- e W e
1 (3 |2 1 [150 Pos. 1 - - - - Neg.
2 [3 |3 |3 |2400 | Pos. 2 - - |- |- Neg.
3 |3 |3 |1 |480 |Pos 3 = == Neg.
4 |2 |2 |o |22 Pos. 4 - - |- |- Neg.
S5 |- = - - Neg. 5 = = - - Neg.
6 |- - - - Neg. 6 - - - - Neg.
7 1 |0 (0 |4 Pos. 7 2 |0 (0 |9 Pos
8 [3 [3 |3 |2400 | Pos. 8 - - - - Neg.
9 |2 |2 |0 |2 Pos. 9 - - - - Neg.
10 | - - - - Neg. 10 - - - - Neg.
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TablaN 4
Bioensayo de toxicidad aguda con Allium cepa Lmediante la evaluacion delainhibicion del crecimiento promedio deraices de
cebolla.
N° DE POZO #1 POZO #2 POZO #3 ‘_‘ POZO #5 POZO #6
REPLICAS T

Concentraciones (ml/ml)

05 [10 [15 |05 |10 |15 (05 |10 |15 || 05 [10 [15 [05 [10 |15

08 |1 |06 |0 |09 |05 (02 |03 |05 || 01 |0 |05 |03 |0 |0

13 |0 0 0 1 04 |3 02 |15 0 0 05 |15 |01

15 |0 0 01 (04 |07 |15 |01 |O 1 1 35 |08 |0

0 13 |02 |0 0 03 |02 |13 | O 05 |0 1 01 |0

13 |04 |0 0 01 |01 03 |05 |13 1 08 |05 |1 15

0 25 |0 13 |0 01 |02 (06 |O 05 |05 |0 0 15

04 |0 03 18 |1 0 05 |03 |03 17 |12 |1 0 0.2

Q| N O O B~ W N|

0 0 08 |0 0 04 (05 |05 |02 08 (03 |0 2 0

PROMEDIO |06 |05 (03 |04 |04 02 08 |04 04 06 (05 |08 06 |04

%DE |50 |583|75 |66.6 666|833 333|666 666‘"—‘ 417 |50 583|333 50 | 666
INHIBICION

Nota: El promedio obtenido esen unidad de medida en cm
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TABLAN'5

Bioensayo de toxicidad aguda con Alliumcepa L mediante la evaluacion delainhibicion del crecimiento promedio deraices de
cebolla.

N° DE POZO #7 POZO #8 POZO #9 _ Control positivo
REPLICAS (CuSO,)
Concentraciones (ml/ml)

05 (10 |15 |05 |10 |15 |05 |10 |15 |05 1.0 |15
1 1 |12 |19 |15 |05 |0 |09 |02 |05 0 |0
2 o0 |01 [o |17 |o |02 |[o |08 |O 0 |0
3 13 (25 |0 |o5 |0 |o |1 |05 |05 0 |0
4 2 |o |o |03 |03 |15 |25 |05 |13 0 |0
5 o |08 |01 [0 |04 |02 [0 |0 |oO 0 |0
6 03 |05 |0 |0 |15 |01 |11 [0 |09 0 |0
7 3 |o |1 o8 |o |[o [o [3 |o 0 |0
8 09 [0 |o o |02 |o |23 |0 |o 0 |0
PROMEDIO [10 |06 |03 |06 |03 |02 |08 |06 |04 0 |0
% DE 167 |50 |75 |50 |75 |833333|50 |666 100 | 100
INHIBICIO
N

Nota: El promedio obtenido esen unidad de medida en cm
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TABLAN'6
Bioensayo de toxicidad aguda con Alliumcepa L mediante la evaluacion delainhibicion del crecimiento promedio deraices de
cebolla.
N° DE GRIFO #1 GRIFO #2 GRIFO #3 ﬁ| GRIFO #5 GRIFO #6
REPLICAS e
Concentraciones (ml/ml)

05 |10 |15 |05 |10 |15 |05 |10 |15 -l--| 05 |10 |15 |05 |10 |15
1 16 |01 |01 |2 |0 [13 [0 |oO - 01 |0 |0 |01 |02
2 16 |05 (03 |05 (04 |1 |0 |o |o 02 |08 |35 |0 |02
3 o |2 |o6 |0 |12 |o |09 |0 |o o1 |0 |1 |2 |o6
4 15 |lo |0 |17 ‘0 |0 |25 |0 |18 1 |08 |0 |2 |1
5 15 |1 |0 |03 |0 |0 |05 |0 |0 1.2 |06 |05 |0 |1
6 o |0 |06 |0 |0 |0 |0 |0 |03 07 |0 |3 |0 |06
7 0O |0 |02 |09 |15 |12 |08 |09 |02 0o |0 |01 |0 |0
8 1 |15 |01 |03 |07 |0 |0 |09 |0 0 |02 |15 |0 |0
PROMEDIO |09 |06 |02 |07 |04 (04 (05 |02 |02 04 |03 |12 |05 |04
% DE 25 |50 |833|417|66.6|666|583|833|833 H--| 417 1666|75 |0 |58366.6
INHIBICION

Nota: El promedio obtenido esen unidad de medida en cm.
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TABLAN' 7

Bioensayo de toxicidad aguda con Alliumcepa L mediante la evaluacion delainhibicion del crecimiento promedio deraices de
cebolla.

N° DE GRIFO #7 GRIFO #8 GRIFO #9 |GRIFO#10 || Control Control
REPLICAS | negativo 1 negativo 2

Concentracmn&(ml/ml)
05 10 |15 |05 |10 |15 |05 [10 |15

Agua grifo- | Agua de
Laboratorio | grifo-casa

0 05 |0 13 |16 |0 05 |2 0.5 !;m 0.6 0.5
1.9 1 02 |0 09 |05 |0 05 |1 ==|| 0.4 1.5
0 2 0 1 02 |11 |0 0 1 ==| 0.5 1
0.7 0 05 |0 1.3 |03 |09 |05 |05 --| 0.3 0
0 07 108 |1 |o |o |o |03 |o =| 0.3 35
0.2 01 |02 |15 |0 |0 |01 [09 |oO =| 0.6 15
15 02 |01 |13 |13 |02 |06 |05 |01 =| 0 0.1
0 02 |1 |09 |0 |02 |2 [0 |05 =| 0.4 15
PROMEDIO |05 05 |03 |08 06 (02 |05 |05 |04 --|03 1.2

% DE 58.3 583 |75 |333 |50 |833 583|583 666 --| 75 0
INHIBICION

Nota: El promedio obtenido es en unidad de medida en cm.

Q| N Oof o &~ W NP
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M étodo colorimeétrico simple para determinar desde 2 p.p.m. de plomo en solucion
acuosa mediante la reaccion de proceso de sulfhidracion.

Durante & ensayo realizado se presentaron las siguientes reacciones:
1. HyOgrito + CH3COOH(xcy <+——@H3COOPb + 3H,0
Reaccion del matraz | al matrazll:
2. FeS,+2HC| «—>FeCl,+H,S+S
Reaccion del matraz Il alamuestra/ tubo de ensayo

3. Pb(CzH30,) 3HO + H2Sy «—— PbS + H,O + CH3COOH

Acetato de plomo sulfuro de hidrogeno sulfuro de plomo acetato de hidrogeno

Después de haber realizado € ensayo se obtuvieron los siguientes resultados:

TABLAN'S

Presenciade Posible Muestra  Presenciade Posible
plomo concentracion  problema plomo concentracion
Positivo 4-6 ppm 1 Positivo 2-4 ppm
Positivos 4-6 ppm 2 Positivos 2-4 ppm
Positivo 2-4 ppm 3 Positivo 2-4 ppm
Positivos 2-4 ppm 4 Positivos 2-4 ppm
Positivo 2-4 ppm 5 Positivo 2-4 ppm
Positivo 2-4 ppm 6 Positivo 2-4 ppm
Positivos 2-4 ppm 7 Positivos 2-4 ppm
Positivo 2-4 ppm 8 Positivo 2-4 ppm
Positivos 2-4 ppm 9 Positivos 2-4 ppm
Positivo 2-4 ppm 10 Positivo 4-6 ppm
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ANALISISDE RESULTADOS

Andlisisderesultado # 1: Ensayo Microbioldgico del Método NMP.

El agua constituye un elemento esencial, ya que es indispensable para lavida, por lo que es
necesario llevar un seguimiento de la calidad. Con este estudio se determiné la calidad del
agua de consumode la comunidad del Paraguas, Municipio de Malpaisillo, en 20 muestras

recol ectadas en pozos y grifos, que corresponde al 30.76% del universo del estudio.

Como resultados obtuvimos o siguiente:

Al redizar € ensayo NMP para las muestras recolectadas, se encontréo en el andlisis
presuntivo la presencia de Coliformes Totales y Fecales, dando asi |as pautas para realizar

las pruebas confirmativas de este ensayo (Ver tablaN® 1).

En la Tabla N° 2, se reflgjan los resultados de la Prueba Confirmativa de Coliformes
Totales, encontrando |a presencia de este tipo de microorganismo en todas las muestras de
agua de pozo analizadas, con valores que van desde 28 — 2400 NMP/100 ml, asi como
también la muestra 7 de las aguas de Grifo recolectadas con un valor de 9 NMP/100 ml. Por
lo tanto las muestras que presentan este tipo de microorganismo en valores mayoresa< 1,8
NMP/100 ml, no son aptas para consumo seguin el Reglamento de la Calidad del Agua para
ConsumoHumano (DS N° 031-2010-SA)

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba presuntiva,se realizd la Prueba
Confirmativa para Coliformes fecales , dando como resultados la presencia de Coliformes
fecales en las muestras de agua de pozo # 1,2,3,4,7,8,9, asi como también la muestra #7 de
las aguas de Grifo recolectadas(Ver Tabla N°3). Estos resultados se corrobora con €
crecimiento de E. coli en placas con agar EMB de las muestras en la que el crecimiento de
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Coliformes fecales fue positivo, por lo tanto |a muestras antes mencionadas no cumplen con
los requisitos de calidad microbiologica, segun elReglamento de la Calidad del Agua para
ConsumoHumano (DS N° 031-2010-SA), en los que se establece, que tanto para aguas de
pozo como de grifo, debe de haber ausencia total de Coliformes fecales. Por o tanto estas
muestras no son aptas desde € punto de vista microbiolégico para consumo humano,
excepto las muestrasde agua de pozo # 5, 6,10 y las muestras de agua de grifo # 1, 2, 3, 4,

5, 6, 8, 9y 10 estan aptas para consumo bajo medidas de tratamiento de las mismeas.

Analisisderesultados # 2: biocensayo de toxicidad de Alium cepa L.

En este estudio se evalud la presencia de plomo en las muestras de agua potable y de pozo

mediante lainhibicién del crecimiento de las raices Allium cepa L.

Se utilizé como control negativo agua de grifo tanto del laboratorio como de una casa de
habitacion; debido a la desconfianza en €l uso del agua de grifo del laboratorio de la
facultad de CCQQ ( las cuales corresponden a una infraestructura de muchos afios y a la

exposicion de estas alos distintos reactivos ) evitando asi resultados erroneos.

L os resultados de esta prueba demuestran que en las concentraciones de 0.5, 1.0y 1.5 delas
muestras en estudio causan importante inhibicién del crecimiento de las raices de Allium
cepa L. en comparacion con e control negativo 2.La inhibicion del crecimiento de las

raices fue mayor a aumentar la concentracion de las muestras en estudio.

La longitud promedio medida de las raices en € control negativo 2 (agua de grifo-casa de
habitacion) fue de 1.2 cm y 0.3 en € control negativo 1 (agua de grifo del laboratorio),
observandose una diferencia significativaentre ambos grupos, comprobando asi |a presencia

de plomo en € agua del laboratorio.
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En los vaores de las muestras de aguas observamos que los promedios mas altos en
cuestion de crecimiento de la raiz (Allium cepa L) en comparacion con las demas muestras
analizadas fueron para el agua del grifo 6 y pozo 7. Por e contrario en las muestras del
grifo 10 y pozo 2 mostraron una mayor inhibicion de la elongacion de dichas raices,
observandose asi un mayor porcentaje de inhibicion. Por |o tanto a mayor concentracion de
lamuestra, mayor vaser e porcentgje de inhibicién del crecimiento de las raices.

Andlisisderesultados# 3. Método colorimétrico simple

Seguin lasreacciones que se efectuaron ocurrié lo siguiente:
Al hacer reaccionar e acidoacético diluido, este reacciona conlos componentes que se
encuentran en € agua produciendo entre otros, acetato de plomo. El acetato de plomo es
soluble en aguay la solucién final fue incolora.(Reaccion N° 1)

En laReaccion 2 queeslaquesedaentrematraz| al matrazll, sedalo siguiente:

Al hacer reaccionar las virutas de Hierro (FeS,) con HCI concentrado, dio como producto el
Sulfuro de Hidrégeno H,Sg mas e Cloruro Ferroso, aportando esta reaccion e H,Sy

necesario para el siguiente paso de este método.

El sulfuro de hidrégeno en agua es un acido muy débil, con valores de pH=7, €l 50% de los
sulfuros en disolucién se encuentran en la forma quimica H,S; proporcién que va
disminuyendo a medida que aumenta el pH, avalores de pH = 9 no existe practicamente la
forma neutra protonada. Por otro lado, a medida que e pH se hace més alcalino, aumentala

proporcion delaforma S*- .

El conocimiento de estos equilibrios tiene consecuencias practicas inmediatas, dado que €
sulfuro de hidrogeno presenta una solubilidad muy baja enagua. Esto hace que a valores de

pH inferiores a 8 se origine la formacién de vapores de H,S desde las mezclas acuosas, |10
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gue explicalaformacion de burbujas en € matraz # 2. Se trata de un gas toxico e inestable.
De hecho, el rango de explosividad a 20°C se sittaentre el 4,3y € 4,6% en aire.

En la Reaccion # 3 que se da del matraz 11 a la muestra/ tubo de ensayo ocurre lo

siguiente:

En esta reaccion se mezclan el acetato de Plomo obtenido en lareaccion # 1 con e sulfuro
de Hidrégeno adquirido en la reaccion # 2, obteniendo como producto de esta reaccion €l
sulfuro de Plomo,con precipitado que van de amarillo tenue (2 — 4 ppm) para las muestras
depozo#3,4,5,6,7,8 9y 10y paralas muestrasde aguade grifo#1, 2, 3,4,5,6, 7,8y
9; aamarillo un poco més intenso (4 -6 ppm) paralas muestras de pozo# 1, 2y paralas
muestras de agua de grifo # 10, estas coloraciones fueron contrastadas con la coloracion de
ppm de los diferentes patrones de plomo utilizados seguin la bibliografia.

L os resultados de este estudio evidencian que el agua de grifo pasan los valores permitidos
por elReglamento de la Calidad del Agua para ConsumoHumano (DS N° 031-2010-
SA)que deben de ser no mas de 0.010 ppm, especiamente la de pozo que contiene méas
impurezas. Los tipos y concentraciones de impurezas naturales dependen de la naturaleza
del material geoldgico a partir del cual se mueve €l agua subterranea, y la calidad del agua
de reposicion. Todas las impurezas que puede presentarse en las aguas de consumo pueden

causar graves problemas y dafios en € ser humano cuando no se trata de eliminarlas.
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CONCLUSIONES

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

Serealiz6 € ensayo microbiolégico por € método NUumero mas probable y se determind la
presencia de Coliformes Totales en un 100% y Coliformes Fecales en un 70% de las
muestras de aguas de pozos y solo un 10% de las muestras de grifo resultaron con presencia
tanto de coliformes totales como fecales, cuyos valores exceden € limite maximo
permisible seglin lo declarado por e Reglamento de la Caidad del Agua para Consumo
Humano(DS N° 031-2010-SA), lo que las hace no apta para consumo humano.

En relacion a bioensayo de toxicidad aguda Allium cepa L., las muestras en estudio
provocaron la inhibicion del crecimiento normal de la raiz de Allium cepa; para confirmar
la presencia de esta sustancia toxica se procedio a realizar el ensayo colorimétrico ssimple
para determinar plomo la cual se presentarondesde 2 ppma 6 ppmdel toxico, segun €
cambio de coloracion obtenidas en las diferentes muestras , demostrando asi que los valores
de estas exceden € limite maximo permisible segun lo declarado por € Reglamento de la
Cadlidad del Agua para Consumo Humano (DS N° 031-2010-SA)que deben de ser no més

de 0.010 ppm, lo que las hace no apta para consumo humano.

Por lo tanto en € presente trabajo concluimos que & 100 % de las aguas de pozo y solo €
10 % de las aguas de grifo de la Comunidad El Paragua del Municipio de Malpaisillo no

estan aptas para consumo humano en cuanto a pardmetros biol dgicos y Fisico-Quimicos.
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RECOMENDACIONES

Después de obtener los resultados y las conclusiones a que se llegd luego del presente
estudio deseamos sugerir las siguientes recomendaciones:

1. Se encomienda seguir readlizando estudios y ensayos parecidos para identificar

metal es en agua de consumo.

2. Serecomiendaimplementar otros métodos analiticos en las cuales se lleve a cabo la

identificaci bncuantitativa de metales.

3. Sepropone alas autoridades encargadas de desarrollar € plan académico incorporar
en el area de microbiologia y toxicologia ensayos donde se pretenda determinar

pardmetros parala calidad de agua de consumo.

4. Por medio de las préacticas comunitarias dar a conocer la importancia de tratar €l

agua de consumo para evitar enfermedades.

5. Como profesionales de lasalud proponemos brindar charlas a los habitantes de esta
comunidad sobre como tratar €l agua para su debido consumo como clorarla,

hervirla entre otras.

6. Una mayor intervencion por parte de las autoridades de ENACAL instalar tuberias
hasta los lugares donde las personas tienen solamente acceso a agua de pozo y de

la misma manera cambiar tuberias antiguas existente.
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PROCEDIMIENTOS

Figura 3.Esquema grafico de los pasos a seguir en la prueba con Alliumcepal L.

tletealidlas it e finsd o acals Panl

Limpiezay pelado de bulbos,

ubi cacién de bulbos en tubos para exposicion alas soluciones de ensayo,
colocacion de tubos en soporte,

agregado de soluciones a tubos durante el ensayo,

o ~ w NP

medicion de longitud de raices a finalizar el tiempo de exposicién de los bulbos.
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Figura N°4. Bioensayo de toxicidad con Allium cepa L.

Condiciones de |a prueba
Temperatura lluminacion  Volumen de prueba
20°C indiracta 15-20 mL
Tiempo de prueba Control positivo
72h Cu ()
Control negativo Control positivo Soluciones de prueba
Agua dura o de la llave Solucién de Cinco concentraciones
o0 medio de crecimiento Cu () 12 réplicas
12 réplicas 12 réplicas
72 hde
incubacién
Control negativo Control positivo Soluciones de prueba
Agua dura o de la llave Solucién de Cinco concentraciones
o medio de crecimiento Cu (Il) 12 réplicas
12 réplicas 12 réplicas

Y

Medicién de elongacion, descarte de valores extremos

Registro de signos de fitotoxicidad
Disminucién de la longitud de las raices

Cédlculo del % de inhibicién del crecimiento
de las ralces
Célculo de la Clg,

Control negativo
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Figura N%. Procedimiento para la prueba confirmativa para detectar coliformes
Totalesy Fecales.

PRUEBAS PRESUNTIVAS

MUESTRA

2 TN

1ML

0.1 ML

bodd

PRUEBA CONFIRMATIVA

DE LOS TUBOS CONFIRMATIVOS TRANSFERIR A AGAR EMB.

INCUBAR A 37°C X 24-48H.
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Preparacion de los medios de cultivos
Para Prueba Presuntiva para Coliformes: Caldo L actosado
a. Concentracion Simple:

Se pesd 3.9g de polvo Cado Lactosado, se transfirio a un erlenmeyer, dicho polvo se
disolvié con 300 ml de agua. Una vez preparado € caldo, este se transfirié a 60 tubos de

ensayo. Cada tubo contenia 5ml del caldo.

Este procedimiento se realiza para montar las muestras de agua de grifo y de agua de pozo.

b. Concentracion Doble:
Se pesd 7.8g de polvo Cado Lactosado, se transfirio a un erlenmeyer, dicho polvo se
disolvié con 300 ml de agua. Una vez preparado el caldo, este se transfirio a 30 tubos de

ensayo. Cada tubo contenia 10ml del caldo.

Este procedimiento se realiza para montar las muestras de agua de grifo y de agua de pozo.

Para Prueba Confirmativa para Coliformes Totales. Caldo Bilis Verde Brillante
(BVB):

Se peso 17.6g de polvo BVB, se transfirié a un erlenmeyer, dicho polvo se disolvié con 440
ml de agua caliente. Una vez preparado €l caldo, este se transfirié a 88 tubos de ensayo.
Cada tubo contenia 5ml del caldo.

Se prepara la cantidad exacta de caldo en dependencia de la cantidad de tubos que dieron

positivas en la prueba presuntiva.

Para Prueba Confirmativa para Coliformes Fecales. Caldo E. coli:
Se pesd 16.28g de polvoE. Coli se transfirié a un erlenmeyer, dicho polvo se disolvid
con440 ml de agua caliente. Una vez preparado el caldo, este se transfirié a 88 tubos de

ensayo. Cada tubo contenia 5ml del caldo.
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Se esterilizaron todos |os medios de cultivo a 110 °C por 15 minutos en el autoclave.

Se prepara la cantidad exacta de caldo en dependencia de la cantidad de tubos que dieron

positivas en la prueba presuntiva.

Confirmacion para Escherichiacoli:

Se peso 5.184g de Agar Levine EMB, se diluyd en 144ml de agua, una vez preparado se
transfirio a 8 placas Petri. Cada placa contenia 18ml de agar.
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Gréfico #1
Porcentaje deinhibicién delaraices VS
Concentracion delaMuestra
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Gréafico# 3
Porcentaje deinhibicién delaraices VS Concentracién de
la M uestra-pozo #3
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Gréfico#5
Porcentaje deinhibicién delaraices VS
Concentracion dela Muestra-pozo #5
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Gréfico#7
Porcentaje deinhibicién delaraices VS
Concentracion dela Muestra-pozo # 7
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Gréfico#9
Por centajedeinhibicion delaraices VS Concentracion de
laMuestra-pozo #9
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Grafico# 11

Porcentaje deinhibicién delaraices VS Concentracion
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Gréfico# 13

Porcentaje deinhibicién delaraices VS Concentracion de
laMuestra-Grifo# 3
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Gréafico# 15

Porcentaje deinhibicidén delaraices VS Concentracion de
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Gréfico# 17
Porcentaje deinhibicion delaraices VS Concentracion
delaMuestra-Grifo#7
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Gréfico# 19
Porcentaje deinhibicién delaraices VS Concentracion
delaMuestra-Grifo#9
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ABREVIATURAS

AAS: Técnicade absorcion atdmica (siglas en ingles).

BVB:Caldo hilis verde brillante.

Caldo EC:Caldo E.coli.

CAPRE: Comité Coordinador Regional de Instituciones de Agua Potable y
Saneamiento de Centroamérica, Panama y Republica Dominicana. Norma Regional
de Calidad del Agua.

EPA:Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (por su nombre
oficial, en inglés, UnitedStates Environmental ProtectionAgency).

FAO:Foodand Agriculture Organization of the United Nations.

ICP-MS: Espectrometria de Masascon fuente dePlasmade Acoplamiento
Inductivo.

IMViC:prueba utilizada en microbiologia para la identificacion 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(+ o -)
segun € resultado de cada prueba, siguiendo siempre e orden establecido por las
iniciales del método.

[UPAC:International Union of Pure and Applied Chemistry

Union Internacional de Quimica Puray Aplicada.

JECFA:Sus siglas en ingles: Joint FAO/ WHO
ExpertCommitteeonFoodAdditives.Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios.

Mg/L:Miligramos por Litro.

M cg/l: Microgramos por Litro.

NM P: Numero més probable.

OM S:Organizacion Mundial de la Salud.

PTWI:Provisional Tolerable Weekly Intake.

PPB: PartesporBillon.

PPT : partesportrill6n.
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GLOSARIO

Aguas albafales.Canal o conducto que da salida a las aguas inmundas. Depdsito de

inmundicias.

D Endo Agar:es un medio ligeramente selectivo y de diferenciacion para €
aisamiento y la diferenciacién de la familia Enterobacteriaceaey diversos otros

bacilos gram negativos

Allium cepa L: comunmente conocida comocebolla, es unaplanta
herbacea bienal perteneciente a la familia de las amarilidaceas. Es la especie mas
ampliamente cultivada del género Allium, €l cual contiene varias otras especies que

se denominan como «cebollas» y que se cultivan como alimento.

Aminoaciduria: Es una cantidad anormal de aminoécidos en laorina. Los
aminoacidos son los pilares fundamental es de | as proteinas en € cuerpo.

Carcinogénicos: sonaguellos que actlian sobre los tgjidos vivos de tal forma que

producen cancer.

Electrodeposicion:es un proceso electroguimico de chapado donde los cationes
metalicos contenidos en una solucion acuosa se depositan en una capa sobre un
objeto conductor. El proceso utiliza una corriente eléctrica para reducir sobre la
superficie del catodo los cationes contenidos en una solucion acuosa.

Esmaltes ceramicos. En e ambito de latecnologia o € arte, el esmalte, (0 esmalte
vidriado, o esmalte porcelanico) es el resultado de la fusion de cristal en polvo con
un sustrato a través de un proceso de calentamiento, normalmente entre 750 y 850
°C. El polvo se funde y crece endureciéndose formando una cobertura suave y
vidriada muy duradera en el metal, €l vidrio o la ceramica.
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Esporogenas. son células especializadas, no reproductivas, producidas por unas
pocas bacterias de la divison Firmicute. Su funcion primaria es asegurar la

supervivencia en tiempos de tension ambiental.

Fitoplancton: conjunto de los organismos acuaticos autétrofos del plancton, que

tienen capacidad fotosintética y que viven dispersos en el agua.

Fitorremediacion:Lafitorremediacion es ladescontaminacion de los suelos,
ladepuracion de las aguas residuales o la limpieza del aire interior, usando plantas
vasculares, a gas(ficorremediacion) u hongos (micorremediacion), y por

extension ecosistemas que contienen estas plantas.

Fuentes antropogénicas: El término antropogénico se refiere alos efectos, procesos
0 materidles que son € resultado de actividades humanas. Las fuentes
antropogenicas.Incluyen industria, agricultura, mineria, transporte, construccion, ur

banizacion y deforestacion.

Fratercula Arctica:El frailecillo atlantico o frailecillo comdn (Fratercula arctica)
es unaespecie deave Charadriiforme de lafamiliaAlcidae. Es un ave marina de

unos 30 cm de curioso aspecto.

Gérmenes saprofilos.organismo heterdtrofo vegetal que obtiene su energia de
materia organica muerta o de los detritos desechados por otros seres vivos, de los
cual es extrae |0s compuestos organi cos que requiere como nutrientes.

Hidroar senismo: es una enfermedad ambiental cronica cuya etiologia esta asociada
al consumo de aguas contaminadas con sales de arsénico y que en algunas regiones

del mundo es de caracter endémico.
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Homeoter mos. proceso mediante el cual un grupo de seres vivos mantienen su
temperatura corpora dentro de unos limites, independientemente de la temperatura

ambiental.

Pirita de fierro: es un mineral del grupo de los sulfuros cuya formula quimica es
FeS,.

Plombemia: es una enfermedad curable que afecta a las personas que se exponen a

plomo sin la proteccién adecuada.

Plumbosis: Se denomina saturnismo, plumbosiso plombemia a envenenamiento

que produce & plomo (Pb) cuando entraen e cuerpo humano.

Sulfhidracion: Proceso de adicionar un reactivo que contenga sulfuro de

hidrogeno.

Sindrome de fanconi:es una enfermedad del rifibn que se caracteriza por una
ateracion en los tubulos renales proximales que hace que se eliminen por la orina
cantidades excesivas de varias sustancias: glucosa, fosfatos, bicarbonato vy

aminoéacidos.

Smeltimg: proceso de extraccion del metal de la piedra.

Tubulopatia: Toda afeccion aguda o cronica que afecta alos tabul os renal es.

Zooplancton:El zooplancton, como se conoce alos microorganismos que flotan a
la deriva en los cuerpos de agua. Se encuentra conformado sustancialmente por

protozoos, rotiferos, y crustdceos como claddcerosy copépodos.
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TABLEN®9

LIMITESMAXIMOS PERMISIBLES DE PARAMETROSMICROBIOLOGICOS

Aguatratada  Coliformes NMP/100 ml Neg <18
totales
Coliformes NMP/100ml Neg. Neg.
fecales
Aguano Coliformes NMP/100 ml Neg. <18
tratada (pozo) totales
Coliformes NMP/100ml Neg. Neg.
fecales

TABLE N°10.

LIMITESMAXIMOS PERMISIBLES DE

PARAMETROS QUIMICOS INORGANICOS Y ORGANICOS

Parédmetros orgénicos Unidad de medida Limite maximo permisible
1. Antimonio mg/ L 0,020

2. Arsénico (nota 1) mg/L 0,010

3. Bario mg/ L 0,700

4. Boro mg/ L 1,500

5. Cadmio mg/ L 0,003

6. Cianuro mg/ L 0,070

7. Cloro (nota 2) mg/ L 5

8. Clorito mg/ L 0,7

9. Clorato mg/ L 0,7

10. Cromo total mg/ L 0,050

11. Flaor mg/ L 1,000

12. Mercurio mg/ L 0,001

13. Niquel mg/L 0,020

14. Nitratos mg/ L 50,00

15. Nitritos mg/ L 0,010

16. Plomo mg/L 0,010 (0.010 ppm)
17. Selenio mg/ L 0,07
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Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

IMAGENES DE LA ENSAYOSREALIZADOS

Figura # 7.Recoleccién de las muestras .agua de pozo

en unade las casas de la comunidad El Paragua.
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Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

Ensayo microbiologico para detectar coliformestotalesy fecales por e método NMP.

Figura #8.Preparacion de los caldospara coliformes fecales

(solucion amarilla-caldo E.coli) y para coliformes totales (solucion verde-caldo BV B)

Figura# 9.LIenado de tubos para la prueba confirmativa para coliformes fecales

(solucion amarilla-caldo E.coli) y para coliformes totales (solucion verde-caldo BV B)
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Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

Figura# 10.Prueba confirmativa para coliformes fecales con presencia

de gas y turbidez dentro de la campana durham

Figura # 11.Prueba confirmativa para coliformes totalescon presencia de

gasy turbidez dentro de la campana durham
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Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

Figura# 12.Simbrade E.coli de muestrade grifo # 7 en

medio selectivo Agar EMB.

Figura# 13.Simbra de E.coli de muestra de pozos en medio

selectivo Agar EMB.
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Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

Ensayo de Allium cepa L.

Figura# 14 . Montgje del Bioensayo de Toxicidad con Allium Cepa L.

Figura# 15. Bulbo de Alium Cepaexpuestos a las soluciones de las muestras
Despuésde las 72 horas.
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Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

Figura #16. Medicion de lalongitud de
laraiz de un bulbo de Allium cepa expuesta a
control negativo (agua de grifo) despues de 72 horas.

i

Fugura#17. Veinticuatro horas después de haber

Montadoel ensayo.
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Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

Figura# 18.Solucion del sulfato de cobre (11)

Ensayo colorimétrico

Figura# 19. Montgje del ensayo colorimétrico para el proceso

de sulfhidracion.

Gina, Josselin, Judn
106



Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

Figura# 20.Deizquierdaaderecha: solucion 2 ppm,

muestra,solucion 10ppm,solucion 1000 ppm

Figura# 21. Deizquierdaaderecha: Muestra4-6 ppm,

solucion 2 ppm,solucién 10 ppm
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Detenminaciin de la calidad del agua de consume.

Figura # 22.Comparacion con la solucion expuestaalareaccion

de sulfuracion con lano expuesta.

Figura# 23.Deizquierda a derecha: solucion patrén de

10ppm,8ppm,6ppm,4ppm,2ppm,1000ppm
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