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PREFACIO

La Comisién Nacional del Agua (CNA), drgano desconcentrado de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Natu-
rales (SEMARNAT), tiene la atribucion de administrar y custodiar las aguas nacionales y sus bienes publicos inheren-
tes. Como parte de la estrategia de la CNA para preservar la calidad de las aguas nacionales, la Subdireccion General
de Administracion del Agua, en colaboracion con el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA) ha editado la
segunda parte de la Serie Autodidactica de Medicién de la Calidad del Agua, que tiene como objetivo capacitar al per-
sonal que realiza visitas de inspeccion, a fin de que la toma y conservaciéon de muestras de agua residual se realice de
manera confiable, de forma segura y sin vicios técnicos que pudieran comprometer la representatividad del muestra y
de esta forma invalidar la visita. Asimismo, la serie proporciona al personal los principios para identificar y describir di-
versos sistemas empleados para el tratamiento del agua residual y de los productos derivados.

Esta segunda parte consta de ocho unidades que se elaboraron con la finalidad de presentar los procedimientos de
manera sintética, amena y sencilla, de tal manera que ademas de ser manuales de capacitacion, sirvan como guias de
referencia rapida que unifique los criterios en la aplicacion de los procedimientos descritos y en la identificacion de los
sistemas de tratamiento tanto de aguas residuales como de los lodos residuales producto del tratamiento.

Las tres primeras unidades se refieren a sistemas de tratamiento de aguas residuales, en las que se abordan los prin-
cipios de funcionamiento de los sistemas terciarios o avanzados, los sistemas naturales y las fosas sépticas vy las letrinas;
en el caso especifico de las fosas y letrinas se explican, ademas, las rutinas de inspeccidn.

La cuarta y quinta unidad se refieren a la identificacion de los sistemas complementarios normalmente encontrados en
las plantas de tratamiento de aguas residuales: los trenes de tratamiento de los lodos de desecho y los sistemas de
desinfeccion. Con ello se cubren todos los aspectos de la depuracién de las aguas residuales.

La sexta unidad trata sobre los residuos peligrosos, especialmente los lodos de desecho ya que de acuerdo con la le-
gislacion vigente es necesario que se compruebe la inocuidad de dicho residuo antes de su relso o disposicion final.

La séptima unidad plantea la importancia que tienen los andiisis de toxicidad en el agua y la forma en que dichas pruebas
se complementan con los andlisis tradicionales comprendidos en la NOM-001-ECOL-1996.

La octava unidad trata sobre los procedimientos para la toma y preservacion de muestras en emisores submarinos, tanto
en la superficie, es decir, antes que el emisor entre al agua, como en los difusores que se encuentran al final del emi-
sor submarino.

Cada unidad cuenta, con una presentacion en disco compacto para PC (CD ROM), que resalta los aspectos mas impor-
tantes sefalados en el texto y se apoya en fotografias e ilustraciones que refuerzan los conceptos planteados.
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¢ Para quién?

Esta publicacion tiene por objeto
proporcionar a los especialistas
técnicos que constituyen las briga-
das de muestreo, inspeccién y ve-
rificacién de descargas, la informa-
cion basica sobre el uso de prue-
bas de toxicidad para el control de
agentes toxicos en efluentes liqui-
dos.

¢Para queé?

A través de este manual el usuario
sera orientado en los aspectos téc-
nicos y cientificos vinculados al de-
sarrolio de pruebas de toxicidad e
iniciado en el conocimiento de los
métodos disponibles adoptados por
la normatividad nacional y sus for-
mas de aplicacién. También sera
introducido en las formas de mane-
jo de la informacién que surge del
empleo de las pruebas de toxici-
dad, en las estrategias de segui-
miento para la inspeccion de cali-
dad de resultados y criterios de cla-
sificacion y elementos
interpretativos.

Evalia si sabes

¢ Qué es una prueba de toxicidad y
cudl es su utilidad?

¢De qué pasos metodolégicos se
compone una prueba?

¢, Cudles son los organismos de
prueba considerados en los proto-
colos de prueba aprobados en la
legislacién nacional y cual es el
punto de evaluacién para cada uno
de ellos?

¢ Cudl es el significado de EC50,
CL50, CEMO y CENO?

¢ Coémo se obtienen los valores de
EC50, CL50?

¢ Qué son las unidades de toxicidad
y como se obtienen?

¢ Cuales son los elementos de utili-
dad en la inspeccion de control de
calidad de resultados de pruebas
de toxicidad?

Menciona alguna escala de criterios
para la clasificacion del nivel de
toxicidad.




1 IMPORTANCIA DEL
CONTROL DE LOS
AGENTES TOXICOS

Al término de esta unidad el
usuario sera capaz de explicar
la importancia del control de
los agentes téxicos vy la rele-
vancia del empleo de pruebas
biologicas para evaluar el ries-
go ambiental que resulta de la
exposicién a contaminantes
quimicos.

La contaminacion ambiental por
agentes quimicos ha ocurrido de
forma intencional o accidental, prin-
cipalmente a partir de la industriali-
zacion de las actividades humanas,
cuya importancia ha adquirido pro-
porciones muy relevantes en los Ul-
timos cincuenta afos (Gutrie et al.,
1980).

A partir de la intensificacion de las
actividades humanas, numerosos
agentes quimicos, estimados en
mas de nueve millones de sustan-
cias (Chemical Abstract Registre
Service, 2000), son liberados
rutinariamente al ambiente y trans-
portados por diversas vias tales

como son la atmosfera, el suelo o el
agua. Sin importar su origen o rutas
de transporte, estas sustancia ter-
minan irremediablemente incorpo-
randose a los ecosistemas acuati-
€os que se convierten en receptéa-
culos de una vasta variedad de
contaminantes toxicos.

La presencia de estas sustancias
en los ecosistemas es siempre un
riesgo potencial para la salud de los
seres vivos. El riesgo que un agen-
te quimico impone al ambiente
acuatico es evaluado a fravés de la
probabilidad de dafios que su con-
centracion, ya sea medida o estima-
da, puede causar en el ambiente.

En consecuencia, el concepto de
ambiente seguro puede ser enten-
dido como un valor ponderado de la
aceptabilidad de riesgo, es decir,
que un agente quimico a una deter-
minada concentracion sera consi-
derado como aceptable si sus ries-
gos son considerados también
aceptables.

Para facilitar la comprensién del
concepto anterior, se hace un simil
con un medicamento. Las medici-
nas son consideradas seguras si al
administrar las dosis necesarias

para controlar una enfermedad, los
efectos colaterales son aceptables.

Para evaluar el riesgo que una sus-
tancia contaminante impone al am-
biente acuatico no basta con cono-
cer sus concentraciones, es nece-
sario también considerar los efec-
tos que son capaces de producir,
que se estiman a través de la eva-
luacion de su toxicidad. En este
sentido, para comprender el signifi-
cado del término toxicidad es im-
portante establecer los siguientes
conceptos:

- La toxicidad es la propiedad
inherente a un agente quimico
de producir efectos adversos
en los organismos expuestos,
por lo que el empleo de orga-
nismos y la medicién de los
efectos producidos en ellos es
la Gnica forma de evaluarla.

+ Los efectos, medidos a través
de pruebas de toxicidad, no
s6lo son el resultado de la
concentracion de una sustan-
cia especifica en la muestra;
adicionalmente, la respuesta
biolégica involucra una suma
de factores tales como la inter-
accion de un contaminante
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con otras sustancia presentes
en la mezcla, la accion de los
procesos fisicos, quimicos y
biolégicos que persisten en el
ambiente, asi como un sin fin
de variables mas que determi-
nan la disponibilidad de un
contaminante y, en conse-
cuencia, el potencial toxico de
una muestra.

El término foxicidad, ha sido con
frecuencia empleado para definir “la
evaluacion quimica de contaminan-
tes toxicos”, como es el caso de las
pruebas del CRETIB. En estricto
apego al concepto que define a la
toxicidad, dicha analogia resulta
inapropiada ya que en una evalua-
cién quimica de contaminantes, los
efectos sobre organismos no son
evaluados.

El CRETIB es una evaluacion dirigi-
da a reconocer algunas propieda-
des de la muestra, tales como
corrosividad (C), reactividad (R},
explosividad (E); asi como a eva-
luar el contenido de contaminantes
téxicos seleccionados (T), mas no
su toxicidad; inflamabilidad (1) y la
identificacién de bacterias y virus
patégenos definida por el término
biolbgico infeccioso (B).

RESUMEN

La presencia de sustancias qui-
micas en los ecosistemas es
siempre un riesgo potencial para
la salud de los seres vivos. El
riesgo que un agente quimico
impone al ambiente acuatico es
evaluado a través de la probabili-
dad de dafios que su concentra-
cion, ya sea medida o estimada,
puede causar en el ambiente.

Para evaluar el riesgo que una
sustancia contaminante impone
al ambiente acuatico no basta
con conocer sus concentracio-
nes, es necesario también con-
siderar los efectos que son ca-
paces de producir, los cuales se
estiman mediante la evaluacién
de su toxicidad. En este sentido,
para comprender el significado
del término toxicidad es impor-
tante establecer lo siguiente:

1) La toxicidad es la propiedad
inherente a un agente quimico
de producir efectos adversos
en los organismos expuestos,
por lo que el empleo de orga-
nismos y la medicién de los
efectos producidos en ellos es
la Gnica forma de evaluarla.

2) Los efectos medidos mediante
pruebas de toxicidad son el re-
sultado de la concentracion de
una sustancia especifica en la
muestra, ademas de la inter-
accion de un contaminante con
otras sustancia presentes en la
mezcla, la accién de los proce-
sos fisicos, quimicos y biolégi-
cos que persisten en el am-
biente y un sin fin de variables
mas que determinan la disponi-
bilidad de un contaminante vy,
en consecuencia, el potencia!
toxico de una muestra.

AUTOEVALUACION

Responda si los enunciados si-
guientes son verdaderos o falsos:

1. Un ambiente seguro, desde el
punto de vista de analisis de im-
pacto, ¢ es aquel donde no exis-
ten elementos dafinos para el
hombre?

V) (F)

2. Para evaluar el riesgo que una
sustancia contaminante impone
al ambiente, ¢ es suficiente con
conocer sus concentraciones
en el ambiente?

V) (F)




El término toxicidad estd referi-
do a la propiedad de un agente
quimico para producir efectos
adversos en los organismos
expuestos.

V) (F)

¢ La toxicidad puede ser medi-
da a través de analisis quimi-
cos?

V) (F)

TENTATIVAS DE
CONTROL DE
AGENTES TOXICOS

Al término de esta unidad el
usuario sera capaz de descri-
bir los principales eventos que
han definido la evolucién de
las tendencias en materia de
regulacion para el control de
la calidad del agua, asi como
los beneficios de su transfor- |
macién dirigida al uso inte-
grado de herramientas quimi-
cas y biolégicas para la gene-
racién de criterios de control
adecuados a cada industria y
cuerpo receptor.

Tomando en cuenta la relevancia
de fortalecer el marco legal dirigido
al control de descargas de agentes
quimicos potencialmente peligro-
sos, y tratar de evitar dafios
deletéreos en los ecosistemas
acuaticos, las pruebas de toxicidad
adquieren una especial importancia
ya que son la unica clase de herra-
mientas analiticas que permite evi-
denciar los efectos y complementar
objetivamente la informaciéon que
surge de los procedimientos quimi-
cos ya adoptados y tradicionalmen-
te empleados para el control de la
calidad y contaminacién del agua.

Las regutaciones en materia de
control de calidad de agua se en-
cuentran en uso desde la década
de los afios setenta, tanto en Méxi-
co (SRH, 1973) como en otros pai-
ses. Estas reglamentaciones estan
basadas en la evaluacién y control
de sustancias quimicas especificas.
Durante las décadas de los afos
setenta y ochenta, algunos paises
industrializados conscientes de las
limitaciones de dichos criterios para
el cumplimiento de los objetivos de
proteccion de los ambientes acuati-
cos, promovieron el empleo de or-
ganismos de prueba. En un inicio,
los peces fueron las especies mas

empleadas para evaluar los efectos
producidos por descargas en los
cuerpos receptores (US EPA,
1978).

Para las décadas de los anos
ochenta y noventa, la lista de espe-
cies se amplié considerablemente
incorporandose invertebrados (crus-
taceos, moluscos, equinodermos,
celenterados, etcétera) algas y bac-
terias, y se desarrollaron protocolos
de prueba normalizados (US EPA
1985, 1991, Standard Methods
1992; Environment Canada, 1990,
1992a, 1992b, 1994, 1998, 1999,
2000a, 2000b; DIN, 1998).

Con estos avances en la transfor-
macion de criterios para la preser-
vacion de los sistemas acuaticos a
través del control de la calidad del
agua, se ha promovido el uso de
pruebas de toxicidad como herra-
mienta de utilidad para su manejo.

El uso de estas herramientas biol6-
gicas contribuye a lograr un mejor
entendimiento del riesgo en que se
encuentra un cuerpo receptor al
verse afectado por numerosas
fuentes puntuales, ya que mediante
el comportamiento de los efectos
producidos de manera indepen-
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Figura 2.1 Efecto antagoénico de sustancias toxicas.

A+B=1+1=2

Figura 2.2 Efecto aditivo de las sustancias toxicas.

diente por cada fuente, asi como de
los generados por sus mezclas en
el cuerpo receptor, puede estimarse
si la adicion de las distintas descar-
gas promueven:

A) Antagonismo entre sus compo-
nentes, cuando una composi-
cion actua sobre la otra redu-
ciendo la incidencia de los efec-
tos o potencial téxico de la mez-
cla (figura 2.1).

B) Aditividad, cuando las cargas
contaminantes se suman y en
consecuencia les efectos tam-
bién (figura 2.2).

C) Sinergia, cuando los compo-
nentes reaccionan entre ellos
incrementando su potencial
toxico y promoviendo en las
mezclas efectos muy superio-
res a la suma de los efectos in-
dividuales de cada efluente (fi-
gura 2.3).

De acuerdo con lo anterior, al eva-
luar la toxicidad de los efluentes li-
quidos es posible compatibilizar las
descargas preexistentes en un
cuerpo receptor de forma tal que
sus mezclas no causen efectos
téxicos agudos ni crénicos a los sis-
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Figura 2.3 Efecto sinérgico de las sustancias tdxicas.

temas acuaticos. Por ello, es nece-
sario cambiar la forma de evaluar y
controlar la emision de descargas
potencialmente tdxicas.

2.1 Lariqueza de conjuntar
los beneficios de las
herramientas quimicas
y biolégicas para el
control de la calidad del
agua

Cabe resaltar que cada una de las
dos tendencias de clasificacion
empleadas para el control de des-
cargas, al ser aplicadas de manera
independiente, presentan limitacio-
nes gque se resumen de la siguiente
forma:

Control por andlisis quimicos de
sustancias especificas

Para lograr un control efectivo de
efluentes complejos, tendrian que
ser evaluadas la totalidad de las
sustancias quimicas que lo consti-
tuyen, sin embargo, en términos
econdmicos y analiticos esta condi-
cién resulta improcedente ya que:

* No hay posibilidad técnica y/o
econdmica de identificar en su
totalidad las sustancias quimicas
presentes en mezclas complejas.

* Através de las técnicas quimicas
y/o analiticas, no es posible de-
terminar la biodisponibilidad de
los agentes toxicos.

* No es posible evidenciar las
interacciones aditivas, antagoni-
cas y/o sinérgicas que puedan
tener lugar entre los agentes
toxicos de una muestra.

Control del efluente como un
todo, por medio de pruebas de
toxicidad

» La toxicidad de una muestra es
evaluada en su conjunto sin di-
sociar los componentes que la
conforman, ya que a través de
las pruebas bioldgicas no es po-
sible identificar los compuestos
especificos que causan los efec-
tos toéxicos y, tampoco, el deter-
minar las propiedades especifi-
cas de los agentes quimicos.

Por otra parte, el control por medio
de las pruebas de toxicidad tiene
dos grandes ventajas.

* Por medio de las pruebas de
toxicidad puede ser evaluada la
biodisponibilidad de los agentes
téxicos.

* Las pruebas biolégicas permiten
evidenciar la aditividad, antago-
nismo y/o sinergia que puede
ocurrir entre los agentes téxicos
contenidos en las mezclas.
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Los beneficios de conjuntar la ca-
racterizacién quimica y la aplica-
cion de pruebas de toxicidad radica
en lograr una identificacién plena
de la toxicidad aguda o crénica del
efluente y del cuerpo receptor, y de
fos agentes causales de la toxici-
dad, de tal forma que puedan plan-
tearse estrategias de control ade-
cuadas para cada cuerpo receptor,
asi como procesos de tratamiento
para la remocién de los agentes
dafinos presentes en uno o varios
efluentes industriales.

RESUMEN

Con el objeto de fortalecer el
marco legal para el control de las
descargas y con el fin Gltimo de
evitar efectos deletéreos en los
ecosistemas acuaticos, es nece-
sario el uso de las pruebas de
toxicidad, ya que son las Unicas
herramientas analiticas que per-
miten evidenciar el impacto del
vertido de aguas residuales en
los cuerpos receptores y son el
complemento objetivo de la in-
formacion de los procedimientos
quimicos tradicionalmente em-
pleados para el control de la con-
taminacion del agua.

El uso de las herramientas biol6-
gicas contribuye a lograr un me-
jor entendimiento del riesgo en
que se encuentra un cuerpo re-
ceptor al verse afectado por nu-
merosas fuentes puntuales, ya
que a través del comportamiento
de los efectos producidos de ma-
nera independiente por cada
fuente, asi como de los genera-
dos por sus mezclas en el cuer-
po receptor, puede estimarse si
la adicion de las distintas descar-
gas promueven el antagonismo,
la aditividad o la sinergia.

De acuerdo con lo anterior, la
evaluacion de toxicidad de los
efluentes liquidos puede hacer
posible el compatibilizar las ca-
racteristicas de las descargas
preexistentes en un cuerpo re-
ceptor, de forma tal que sus mez-
clas no causen efectos téxicos
agudos ni crénicos a los siste-
mas acuéticos.

Los beneficios de conjuntar la
caracterizacion fisicoquimica y
las pruebas de toxicidad radica
en identificar plenamente a los
agentes causales de los efectos
agudos y/o crénicos, de tal forma
que puedan ser sugeridas estra-

tegias de tratamiento para la re-
mocion de los agentes daifiinos
presentes en un efluente, asi
como criterios de control ade-
cuados a cada industria y cuerpo
receptor.

AUTOEVALUACION

Responda si los enunciados son
verdaderos o falsos

1. El marco regulatorio para el
control de descargas vigente en
México esta fundamentado en
criterios cuyo cumplimiento evi-
ta efectos toxicos agudos o cro-
nicos en el ambiente.

(V) (F)

2. La caracterizacion fisicoguimica
y ia aplicacion de técnicas ana-
liticas para identificacion selec-
tiva de contaminantes permite
evaluar la aditividad, sinergia o
antagonismo entre los com-
puestos toxicos de una mezcla.

(V) (F)

3. El analisis quimico puede eva-
luar e identificar exhaustiva-
mente la composicién integra
de una mezcla compleja.

V) (F)
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4. Através de las pruebas de toxi-
cidad es posible identificar a los
agentes causales de los efec-
tos medidos

V) (F)

3. PRUEBAS DE
TOXICIDAD

Al término de esta unidad el
| usuario sera capaz de expli-
car los principios en que se
basa en desarrollo de prue-
bas de toxicidad y la impor-
tancia interpretativa que tiene
del empleo de diversas espe-
cies de prueba para una mis-

ma evaluacion.
|

Las pruebas de toxicidad, bioen-
sayos o ensayos bioldgicos, son
empleadas para evaluar los efectos
que un contaminante o una mezcla
de ellos es capaz de causar en los
organismos de prueba expuestos a
diferentes dosis (medidas como
series de diluciones de la muestra
de prueba).

No todos los efectos observados en
los organismos vivos pueden ser
utilizados en el desarrollo de estu-

dios toxicoldgicos. Es necesario
que los efectos tengan un significa-
do ecolégico bien definido. Por ello
la muerte y la afectacion sobre las
funciones bioldgicas fundamenta-
les, tales como la reproduccién y el
crecimiento, son las mas emplea-
das en el desarrollo de pruebas, ya
que son las que inciden de manera
mas relevante sobre el desempefio
de las comunidades acuaticas, sus
interrelaciones reciprocas y la dina-
mica de los ecosistemas.

Para la evaluacion de una muestra,
y con fines de obtener elementos
de evaluacion de riesgo, se sugiere
el empleo de por lo menos tres dife-
rentes organismos de prueba de
distintos niveles tréficos:

* Productores primarios: las algas
Chorella vulgaris o Selenastrum
capricornutum.

* Consumidores primarios: los
microcrustaceos Daphnia mag-
na, D. similis o Ceriodaphnia sp.

* Consumidores secundarios: al-
gunos peces como Poecilia
reticulata, entre otros.

» Detritivoros ylo
descomponedores, tales como
rotiferos (Snell & Persoon, 1989)
o bacterias, tales como Vibrio

fischeri (Photobacterium phos-
phoreum) o Spirillum volutants
(Coleman & Qureshi, 1985).

Los protocolos de prueba con
Daphnia magna y Vibrio fischeri
(Photobacterium phospho-reum) se
encuentran publicados en México
por la entonces Secofi (1995 a, b) y
forman parte de los métodos nor-
malizados para la evaluacién de
toxicidad en agua.

La importancia del empleo de por lo
menos tres especies distintas de
prueba para una misma evaluacion
radica en la diferencia de sensibili-
dad que puede presentarse entre
los distintos organismos; algln
efluente puede ser inocuo para una
de las especies elegidas, mientras
gue para las otras los efectos pue-
den ser considerables. Esta dife-
rencia de la respuesta o de la sensi-
bilidad, se encuentra determinada
por la forma de interaccién entre las
propiedades fisicoquimicas de los
compuestos y el metabolismo, la fi-
siologia y habitos alimentarios y
reproductivos de cada especie.

Las algas, por ejemplo, son mas
sensibles que otras especies de
prueba a una amplia gama de txi-
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cos, sin embargo son muy resisten-
tes al DDT (Pica et al., 2000). Por
ello es recomendable, siempre que
sea posible, evaluar el efecto de un
efluente con mas de una especie.

Para estimar con mayor certidum-
bre el efecto deletéreo o el impacto
de un efluente en un cuerpo recep-
tor se debe elegir el resultado obte-
nido para el organismo mas sensi-
ble (US EPA 1985).

Para definir los efectos deletéreos
de un agente toxico o mezcla de
ellos, son utilizados los términos
efecto agudo y efecto crénico.

3.1 Efecto agudo

Se entiende como efecto agudo
una respuesta severa o rapida de
los organismos acuaticos a un esti-
mulo. Se manifiesta por lo general
en un periodo menor que 96 horas.
Normalmente, la mejor expresién
de dicho efecto es la mortalidad o
alguna otra manifestacion asociada
con ésta, como puede ser la inmo-
vilidad o la desintegracién.

Para evaluar los efectos agudos de
los agentes téxicos es empleado
con regularidad el concepto concen-

tracion letal (CL,,) o concentracion
efectiva (CE,,) media, que indica la
concentracion de la muestra en que
se produce la mortandad del 50%
de la poblacion de los organismos
expuestos. Este nivel de dafio o res-
puesta (50%), es considerado como
el mas significativo para ser
extrapolado a una poblacion.

3.2 Efecto crénico

El efecto crénico se entiende como
la respuesta a un estimulo que per-
siste por largo tiempo. Comunmen-
te, es observado a través de prue-
bas cuya duracioén abarca el ciclo de
vida de los organismos de prueba.

En términos generales, el efecto
cronico se produce como resultado
de alteraciones subletaies. Se pre-
senta cuando las concentraciones
de un agente téxico o la mezcla de
éstos permite la sobrevivencia de
los organismos, sin embargo, afec-
tan una o varias de sus funciones
bioldgicas, tales como reproduc-
cién, desarrollo de huevos, creci-
miento 0 maduracion, entre otras.

Para evaluar estos efectos se em-
plean pruebas de toxicidad crénica
con las cuales puede determinarse

la CE,, pero tambien otros
parametros de gran importancia,
como son la concentracién del
agente tdxico que no causa dafio o
efecto observable (CENO, concen-
tracion de efecto no observado) y la
concentracion mas baja en que se
inicia la producciéon de efectos
(CEMO, concentracién de efectos
minimos observables).

Cuando un efluente es arrojado de
forma continua al ambiente acuati-
co, pueden sobrevenir efectos croni-
cos producidos por la exposicion
continua de los organismos a bajas
concentraciones de toxicos. En es-
tos casos las poblaciones expuestas
presentan dificultades para mante-
ner el equilibrio de su estructura y
funcién dentro del ecosistema.

RESUMEN

Las pruebas de toxicidad son
empleadas para evaluar los efec-
tos que un contaminante o la
mezcla de ellos es capaz de cau-
sar en los organismos de prueba.

Para la evaluacion de una mues-
tra y con fines de obtener ele-
mentos de evaluacién de riesgo,
se ha sugerido el empleo de por
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lo menos tres diferentes organis-
mos de prueba que deberan per-
tenecer a distintos niveles
tréficos

En la actualidad los protocolos
de prueba con Daphnia magna,
Vibrio fischeri (Photobacterium
phosphoreum) y Artemia francis-
cana, se encuentran publicados
en México por la entonces Secofi
(1995) y forman parte de los mé-
todos normados para la evalua-
cién de toxicidad en agua.

La importancia del empleo de por
lo menos tres distintas especies
de prueba para una misma eva-
luacién radica en la diferencia de
sensibilidad que puede presen-
tarse entre los diversos organis-
mos, es decir, que un efluente
puede ser inocuo para una de las
especies elegidas, mientras que
para las otras los efectos pueden
ser considerables.

Para definir los efectos
deletéreos de un agente téxico o
mezcla de ellos, es empleada la
medicién de efecto agudo y efec-
to crénicos. El primero es referi-
do a una respuesta severa o rapi-
da de los organismos acuaticos

a un estimulo. Se manifiesta por
lo general en un periodo menor a
96 horas. Normalmente, la expre-
sién de dicho efecto es la morta-
lidad o alguna otra manifestacion
asociada con ésta, como puede
ser la inmovilidad o la desinte-
gracion.

El efecto cronico se traduce
como la respuesta a un estimulo
que persiste por largo tiempo.
Generalmente, es observado a
través de pruebas cuya duraciéon
abarca el ciclo de vida de los or-
ganismos de prueba.

AUTOEVALUACION

Responda si los enunciados son
verdaderos o falsos:

1. Una prueba de toxicidad es
aquella que se emplea para
evaluar la potencia relativa de
un agente quimico para compa-
rar sus efectos en organismos
vivos, respecto a los producidos
por una preparacion estandar
sobre el mismo tipo de organis-
mos
(V) (F)

2. Los efectos sobre las funciones
bioldgicas fundamentales, tales

como reproduccién, crecimien-
to e incluso la muerte, son los
mas empleados para evalua-
ciones con pruebas de toxici-
dad.

V) (F)

3. Para la evaluacién de una
muestra o efluente, cuya finali-
dad es obtener elementos de
evaluacioén de riesgo, es reco-
mendable el empleo de por lo
menos tres diferentes organis-
mos de prueba, para evitar el
aumento de la incertidumbre
del resultado.

(V) (F)

4. La concentracion de efecto no
observado (CENO) y la concen-
tracion de efectos minimos ob-
servables (CEMO) son
parametros derivados de una
prueba de toxicidad crénica.

vy )
4. METODOS

Al término de esta unidad el
usuario sera capaz de explicar
el disefio y las bases
metodoldgicas para desarrollo
de una prueba de toxicidad,
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describir los elementos principa-
les para su control de calidad y
la guia basicas para el célculo
de la CE,.
Los métodos bioldgicos empleados
para evaluar la toxicidad de efluen-
tes con fines de control, se encuen-
tran estandarizados y bien estable-
cidos metodolégicamente. Tal es el
caso de aquellos que actualmente
forman parte de los protocolos
aprobados por fa entonces Secofi
(1995 a, b; c), asi como aquellos in-
cluidos en regutaciones internacio-
nales (US. EPA, 1991;1993;
Environment Canada, 1990; 1992
a; 1992b; 2000 a; 2000 b ).

4.1 Principios Basicos

Una prueba de toxicidad tipica invo-
lucra a un agente toxico (por ejem-
plo, un pesticida, una vitamina, un
metal pesado o una muestra de
efluente con contaminantes quimi-
cos), con el que se prepara una se-
rie de diluciones y organismos de
prueba, los cuales se exponen a las
diluciones mencionadas (figura
4.1). Después de un determinado
periodo de exposicion, los efectos
son medidos y/o cuantificados, pos-

teriormente tabulados y graficados
para lograr la construccién de una
curva que relacione la dosis con el
efecto observado (respuesta) (figu-
ras 4.1y 4.2), también se obtiene la
ecuacién de la curva y con ella se
calcula el valor de la dosis que pro-
movera la mortalidad o la expresion
del efecto esperado en un 50% de
la poblacion de los organismos.

La respuesta de los organismos se
evalia mediante la cuantificacion
de un determinado efecto (muerte,
inhibicidn en el crecimiento, etcéte-
ra) y generalmente la magnitud de

ésta depende de la dosis aplicada
del téxico.

En algunos casos, la relacion direc-
ta de estas dos variables (dosis-
respuesta) puede verse afectada
por la variacién aleatoria entre las
replicas de cada dilucién, o por fac-
tores no controlados durante el ex-
perimento. Sin embargo, una vez
controlados los factores que induce
variabilidad, la relacion dosis res-
puesta puede establecerse y ser de
utilidad para inferir el potencial toxi-
co de una dosis gracias a la magni-
tud de la respuesta observada.
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hew =7/ 4 f ')
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Figura 4.1 Esquema general del desarrollo de una prueba de toxicidad.
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Figura 4.2 Graficacion, como es el caso del protocolo con la bacteria Vibrio fischeri.

Normalmente, el disefio de las prue-
bas de toxicidad involucra el andlisis
de una solucién estandar también
conocida como control positivo o toxi-
co de referencia, y de un control ne-
gativo.

El control positivo o téxico de referen-
cia es una solucion preparada con un
compuesto preseleccionado (ej. clo-
ruro de sodio, dicromato de potasio,
sulfato de zinc, sulfato de cobre,
dodecil sulfato de sodio, etcétera). El
uso de un tdxico de referencia permi-
te el control de la sensibilidad de la
especie, ya que el efecto de una de-
terminada concentracion de dicho

agente toxico se encuentra previa-
mente establecido y cualquier cam-
bio en ella indicara variacion de la
sensibilidad de la especie de prueba.

El control negativo se compone del
medio liquido éptimo para el adecua-
do desarrollo de las especies de
prueba, permite mostrar que los or-
ganismos con los que se desarrolla
la determinacion son sanos y
metabdlicamente estables.

E! seguimiento de estos controles es
fundamental para el control de cali-
dad analitico de los métodos de
prueba y de sus resultados.

Para cada grupo taxonédmico proba-
do, se ha determinado experimen-
talmente el tiempo minimo de expo-
sicién necesario para que una sus-
tancia genere una respuesta biold-
gica, asi por ejemplo, 96 horas de
exposicion son suficientes para que
el efecto agudo en peces y/o en al-
gas se exprese y no es necesario
ampliar por mas tiempo el periodo
de contacto con el agente toxico.

En el caso de microcrustaceos del
género Daphnia, se ha estandariza-
do un tiempo de exposicion de 48
horas. Para los ensayos con bacte-
rias un tiempo de exposicion entre
cinco y quince minutos es suficien-
te para que los efectos se expre-
sen, como es el caso del protocolo
con la bacteria Vibrio fischeri.

La confiabilidad de los resultados
de cualquiera de las pruebas de
toxicidad depende de un control
adecuado de las condiciones de
prueba. Esas condiciones abarcan
los factores abidticos y bidticos, que
son definidos a detalle en cada uno
de los protocolos de prueba norma-
lizados (Anexo 1) que publican las
instancias de protecciéon ambiental
tanto de México como de otros pai-
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Tabla 4.1. Resumen de las condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad

con D magna.

. Tipo de ensayo

. Temperatura

. Calidad de fuz

. Intensidad luminosa

£ WN -

. Fotoperiodo

. Volumen del recipiente

. Volumen de la solucién de prueba

. Edad de los organismos empleados

. No. de organismos por recipiente

| 10. Numero de réplicas por dilucion
11. Agua de dilucién

[{e e NN e e ]

12. Factor de dilucién
13. Duracién de la prueba
14. Efecto medido Mortalidad

15. Resultado final
16. Aceptabilidad de los resultados

« Control negativo
» Control positivo

ses. Como ejemplos se presentan
los resimenes de condiciones para
algunos organismos de prueba (ta-
blas 4.1, 4.2 y 4.3).

RESUMEN

Una prueba de toxicidad tipica
involucra un agente téxico (ya

Estatico

22+ 2°C

Fluorescente, blanco-frio
< 800 lux (luz blanca fria) en
la superficie del liquido
16 luz/8 obscuridad
Viales plasticos de 50 mL
30 mL

<24 h

10

3

Agua dura (160 - 180 mg
CaCO L)

0,300,5

48h

(inmovilidad){conteo)
CL,,

<10% de mortalidad

CL,, dentro del intervalo de
confianza prestablecido

para el téxico de referencia |
seleccionado. |

sea una sustancia especifica o
una muestra de efluente) con el
que son preparadas una serie de
diluciones, y organismos de
prueba que se exponen a las di-
luciones mencionadas. Después
de un determinado periodo de
exposicion los efectos son medi-
dos y/o cuantificados, y con esa
informaciéon se construye una

curva dosis-respuesta y se obtie-
ne la ecuacion que describe a
esa curva. Con dicha ecuacién
se calcula el valor de la dosis
que promovera la mortalidad o la
expresion del efecto esperado en
un 50% de la poblacion de los
organismos.

La respuesta de los organismos
se evalia mediante la
cuantificacion de un determinado
efecto (muerte, inhibiciéon en el
crecimiento, etcétera) y general-
mente la magnitud de ésta depen-
de de la dosis aplicada del toxico.

Normalmente, el disefio de las
pruebas de toxicidad involucra el
analisis de una solucion estandar
también conocida como control
positivo o téxico de referencia, y
de un control negativo. El control
positivo o toxico de referencia es
una solucién preparada con un
compuesto preseleccionado,
cuyo efecto a una determinada
dosis, se encuentra previamente
establecido.

El control negativo se compone
del medio liquido 6ptimo para el
adecuado desarrollo de las espe-
cies de prueba, permite mostrar
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Tabla 4.2. Resumen de las condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad
con Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum).

. Tipo de ensayo
. Temperatura
Lector

. Intensidad luminosa por detectar
. Volumen del recipiente

. Volumen de la solucion de prueba
. Cultivo usado para inéculo

O~NOA wWN

9. Densidad celular del indculo / celdilla

10. Numero de réplicas
11. Agua de dilucion

12. Factor de dilucion

13. Duracién de la prueba
14. Efecto medido

15. Resultado final
16. Aceptabilidad de los resultados

» Control negativo

» Control positivo

gue los organismos con los que
se desarrolla la determinacién son
sanos y metabélicamente estables
El seguimiento de estos controles
es fundamental como evidencia de
la calidad analitica de los métodos
de prueba y sus resultados.

Estatico

15+ 2°C

Luminémetro de luz
fluorescente

490 nm

celdillas de 3mL

1mL

1 mL de liofilizado bacteriano
( 108 células/mL)

108 células/mL (10 uL de
liofilizado)

No necesarias

Solucion salina 2%
0,300,5

5 a 15 minutos
Inhibicion de la emision
luminosa

CE50

Emision >90 unidades de
emision

CE,, dentro del intervalo de
confianza prestablecido para
el toxico de referencia
seleccionado (Fenol 13- 26
mg/L)

AUTOEVALUACION

Responda si los enunciados son
verdaderos o falsos:

1. Una prueba de toxicidad se rea-
liza a partir de la preparacion de

una serie de diluciones de la
muestra, a las cuales se expo-
nen organismos de prueba por
determinado periodo.

V) (F)

Al término del periodo de expo-
sicion, los efectos son medidos
y/o cuantificados, posteriormen-
te tabulados y graficados para
lograr la construccién de una
curva que relacione la dosis
con el efecto observado (res-
puesta).

(V) (F)

La ecuacion de la curva se usa
para calcular el valor de la dosis
gue promovera la mortalidad o
la expresién del efecto espera-
do en un 50% de la poblacién
de los organismos.

(V) (F)

El control positivo y negativo
son elementos que deben inte-
grarse rutinariamente durante
el desarrollo de pruebas de
toxicidad, ya que son elemen-
tos de utilidad para el control de
calidad analitico de los métodos
de prueba y sus resultados.

V) (F)
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Tabla 4.3. Resumen de las condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad
con Selenastrum capricornutum.

1
2
2
3
4
5
6
7
8
9

. Tipo de ensayo

. Control de parametros

. Temperatura

. Calidad de luz

. Intensidad luminosa

. Fotoperiodo

. Volumen del recipiente

. Volumen de la solucion de prueba
. Edad del cultivo usado como inéculo
. Densidad celular inicial

10. Numero de réplicas por dilucién
11. Velocidad de agitacién

12. Agua de dilucién

13. Factor de dilucién

14. Duracién de la prueba

15. Efecto medido

16. Resultado final

17. Aceptabilidad de los resultados

» Control negativo

* Control positivo

5. COLECTA DE
MUESTRAS

Al término de esta unidad el
usuario sera capaz de llevar a

Estatico

pH 7-9, Conductividad
22 +2°C

Fluorescente, blanco-frio

86 £ 8.6 mE / m?/ s (4.000 lux)

lluminacién continua
Viales de 20 mL

2.6 mL

4 a7 dias

104 células/mL

3

Manual, discontinua
Solucién amortiguadora
(NaHCO, 0,15 mg/L)
0,360,5

72h

Crecimiento de la poblacion

(conteo)
CE,,

Densidad celular >1.6 x10°

cel/mL

CE,, dentro del intervalo de
confianza prestablecido para el

téxico de referencia
seleccionado.

cabo de manera adecuada
la colecta y preservacion de
muestras destinadas al de-
sarrollo de pruebas de toxici-
dad.

El muestreo de efluentes es un
aspecto fundamental en cualquier
programa de monitoreo, ya que es
la base para evaluar las propieda-
des y efectos potenciales de un
efluente.

Se sabe que los efluentes varian
en caudal, concentracién y por
sus constituyentes. Esas variacio-
nes ocurren debido a una serie de
factores, como son: cambios en
los ciclos de produccion de la in-
dustria y variaciones en el desem-
pefio de los sistemas de trata-
miento de la misma, principalmen-
te.

Pocos efluentes permanecen
constantes durante largos perio-
dos; incluso aquellas industrias
que operan procesos continuos
estan sujetas a variaciones por los
cambios de la calidad de las mate-
rias primas empleadas en su pro-
duccién y que también causan al-
teraciones en las concentraciones
de los constituyentes y en los vo-
lumenes.

Tomando en cuenta lo anterior tie-
ne que hacerse la seleccion de la
forma de muestreo, ya sea colec-
tando muestras compuestas o
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instantaneas. La decisién depen-
dera en gran medida del conoci-
miento de los procesos industria-
les y de tratamiento, asi como de
la disponibilidad financiera y de
tiempos de anélisis.

Si la informacién de los ciclos pro-
ductivos y de tratamiento se en-
cuentra disponible, el muestreo
mas apropiado seria aquel dise-
flado en periodos acordes con la
variabilidad del efluente y con la
toma de muestras instantaneas.

Como en escasas ocasiones se
tiene acceso a la informacion
mencionada, la forma alternativa
para el muestreo se define en la
Norma Mexicana NMX AA-003
(SCFI, 1980) y consiste en esta-
blecer periodos regulares, como
pueden ser cada cuatro horas por
un ciclo de 24 horas, en los cuales
se sugiere optar por la toma de
muestras instantaneas o simples.

De esta manera, la toma de
muestras instantaneas posibilita la
identificacién de los picos maxi-
mos y minimos de efecto toxico, si
los periodos de muestreo resultan
suficientemente cortos.

La toma de muestras instantaneas

se sugieren para el andlisis de:

* Descargas con réegimen de in-
termitencia.

* Descargas provenientes de tra-
tamiento con periodos de resi-
dencia superiores a catorce
dias.

» Descargas cuya variacion de la
toxicidad ya es conocida.

La toma de muestras instantaneas
o simples, si bien es la mejor alter-
nativa para dar seguimiento a la
toxicidad de un efluente, puede ver-
se restringida por limitaciones de
orden econémico y disponibilidad
de tiempo de andlisis, en cuyo caso
podria ser factible la toma de mues-
tras compuestas; sin embargo, en
la interpretacion de los resultados
que de esta clase de muestras se
obtendria, debe tenerse presente
que la resultante es un valor medio
que subestima la toxicidad del
efluente al perderse la informacién
de los picos maximo y minimo. En
este sentido, es importante no olvi-
dar que la exposicion a altos nive-
les de contaminantes por periodos
cortos puede generar en el ambien-
te impactos que se manifiestan a
través de efectos agudos.

5.1 Preservacion de
muestras

Las muestras, tanto instantadneas
como compuestas, deben ser co-
lectadas en frascos nuevos de ma-
teriales inertes, como son el vidrio
ambar, polipropileno o polietileno
(en este orden de preferencia), de
boca angosta y tapa de rosca, pre-
ferentemente de baquelita y
contratapa de teflon. En caso de no
contar con esta clase de
contratapa, puede emplearse papel
aluminio.

El material tendra que ser prepara-
do con enjuagues previos de: 1)
acido nitrico 1N, y 2) agua destilada
0 desionizada, y posteriormente
secado, ya sea por drenado o al
horno a 100°C por una hora.
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El volumen a ser colectado depen-
dera del tipo de pruebas que seran
realizadas. En el caso de optar por
métodos tales como Daphnia mag-
na, Vibrio fischeri y Selenastrum
capricornutum, un volumen de 1L
sera suficiente para el desarrollo de
las tres pruebas.

La muestra debe llenar en su totali-
dad el recipiente evitandose la for-
macion de burbujas en su interior o
el burbujeo durante la toma de la
muestra.

=
t

El analisis debe ser efectuado a la
brevedad, preferentemente de in-
mediato después de la colecta. De
no ser posible, el inicio del analisis
debera realizarse antes de las 48
horas posteriores al muestreo (ISO
5667-16), mientras tanto la muestra
debe mantenerse en refrigeracion
(4°C £ 2) a partir del momento de
la colecta y no debera hacerse uso
de ninguna clase de preservadores.

RESUMEN

Los efluentes estan sujetos a va-
riaciones tanto en el caudal
como en la concentracion de
sustancias. Esas variaciones
ocurren debido a cambios en los
ciclos de produccion y variacio-
nes del desempeiio de los siste-
mas de tratamiento.

Tomando en cuenta lo anterior,
tiene que hacerse la seleccion de
la forma de muestreo, ya sea co-
lectando muestras compuestas o
instantaneas.

Como en escasas ocasiones se
tiene acceso a la informacién de
los ciclos productivos, la forma
alternativa para el muestreo se
define en la Norma Mexicana NMX
AA-003 y consiste en establecer
periodos regulares, como puede
ser cada cuatro horas por un ci-
clo de 24 horas, en los cuales se
sugiere optar por la toma de
muestras instantaneas o simples.

Las muestras deben ser colecta-
das en frascos de materiales
inertes como son el vidrio ambar,
polipropileno o polietileno (en
este orden de preferencia), de

boca angosta y tapa de rosca,
preferentemente de baquelita, y
contratapa de teflén. En caso de
no contar con esta clase de
contratapa, puede emplearse pa-
pel aluminio.

El volumen a ser colectado de-
pendera del tipo de pruebas que
se desea realizar. La muestra
debe llenar en su totalidad el re-
cipiente evitandose la formacion
de burbujas en su interior y pre-
servarla en refrigeracion (4°C £2
) hasta su analisis, que debe
efectuarse dentro de las 48 horas
posteriores al muestreo.

AUTOEVALUACION

Responda si los anunciados son
verdaderos o falsos:

1. La forma de muestreo de
efluentes para el anélisis de
toxicidad méas recomendada es
aquella que se realiza de acuer-
do con sus ciclos de produccion
con toma de muestras simples.

V) (F)

2. Latoma de muestras compues-
tas puede emplearse como al-
ternativa, siempre y cuando se
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tenga presente que la resultan-
te es un valor medio que puede
subestimar la toxicidad del
efluente.
v ®

3. Los recipientes de muestreo pue-
den emplearse varias veces,
siempre y cuando el material se
depure mediante un lavado ex-
haustivo.
G

4. El andlisis puede realizarse ya
sea a la brevedad o antes de
las 48 horas, siempre y cuando
sea adicionada con los
preservadores adecuados.

V) (F)
6. RESULTADOS

Al término de esta unidad el
usuario sera capaz de manejar
los resultados obtenidos del
desarrollo de pruebas de toxi-
cidad e integrarlos con infor-
macion adicional del propio
efluente y del cuerpo receptor,
con el fin de estimar la
factibilidad de riesgo de toxici-
dad aguda y crénica en el sis-
tema acuatico y determinar los
niveles maximos permisibles
de una descarga.

Una vez conocido el valor de toxici-
dad de la muestra del efluente, es
posible estimar la contribucion de
carga toxica de cada efluente verti-
do en un cuerpo receptor. Esta esti-
macién constituye un instrumento
util para la jerarquizacion de los
efluentes y consecuentemente para
la generacion de estrategias para
su respectivo control.

Los valores numéricos de la toxici-
dad aguda o crénica son expresados
como CE_, CL.,, y CEMO o CENO
(ver 3.2), éstas denotaciones expre-
san una relacion inversa, es decir,
cuanto mas pequefo es el valor,
mayor es la toxicidad del efluente.

Con fines de manejo de la informa-
cion que resulte del andlisis de
efluentes, ya sea para su reporte di-
recto o manejo de datos con fines
diversos, como puede ser la determi-
nacién de la carga toxica, los valores
son trasformados en unidades de
toxicidad aguda (Uta) o cronica (Utc)
siguiendo las siguientes férmulas:

Uta = 100/ CE,, 0 CL,,
Utc= 100/CENO

De esta forma, cuanto mayor sea €l
valor numérico de UT, también sera

mayor la toxicidad. Con esta con-
version se permite que la expresién
de la toxicidad se encuentre en una
relacion directa con la magnitud del
valor.

6.1 Estimacion del
potencial de impacto
ambiental

La parte mas importante del control
de efluentes es la proteccion al
ambiente acuatico. En este sentido
los resultados de las pruebas de
toxicidad de un efluente pueden
ser empleadas para la evaluacion
de su impacto en el cuerpo recep-
tor. Esto se logra al comparar la
concentracion de efecto tdxico
(CE,, o CL,) del efluente con la
concentracion del efluente encon-
trada en el cuerpo receptor, una
vez diluido por la corriente del sis-
tema.

Con este fin pueden ser aplicados
dos conceptos originados por la
EPA. El criterio de concentracién
maxima (CCM), empleado para
proteger los cuerpos receptores de
efectos de toxicidad aguda; y el cri-
terio de concentracién continua
(CCC), como medio de proteccidn
para efectos cronicos.

23



El valor del criterio de concentra-
cion maxima (CCM)

De acuerdo con la EPA, el valor del
CCMes de 0.3 UT,, es decir, queel
valor de toxicidad (CL, o CE,, )
obtenido para la especie mas sen-
sible de una bateria de tres distin-
tas especies de prueba, no debera
de exceder de 0.3 UT

El factor 0.3 es empleado para
ajustar el valor tipico de la CL,, o
CE,, de una prueba de toxicidad
aguda a un valor de CL, (concen-
tracién que promueve la muerte a
solo el 1% de la poblacion expues-
ta), que representa practicamente
el valor de no mortalidad.

El valor de 0.3 fue determinado
por la EPA después del analisis de
alrededor de quinientos efluentes.
En el 91% de estos casos, el fac-
tor de 0.3 aplicado lleva el valor de
concentracion al 1% de efecto, ra-
z6n por lo que fue definido como
criterio.

EL valor del criterio de concen-
tracién continua (CCC)

El valor del CCC no debe exceder
de 1.0 unidades de toxicidad croni-

ca (UT ) para la especies mas sen-
sible de la triada de organismos
seleccionados.

Tanto para el criterio de toxicidad
aguda (CCM), como crbnica
(CCQC), la toxicidad es probada en
por lo menos tres especies, de las
cuales se selecciona el resuitado
de la mas sensible. Sin embargo,
en caso de que la toxicidad sea
evaluada en un nimero menor de
especies (una o dos), el resultado
de toxicidad de la especie mas
sensible, tendra que ser dividido
entre 10. Este factor debe ser apli-
cado a los criterios previamente in-
dicados de CCC (1.0 Ut) y CMC
(0.3 Ut), que seran trasformados
a 0.1 Ut_y 0.03 Ut respectiva-
mente.

La utilizaciéon de un nimero menor
de tres especies de prueba
incrementara la incertidumbre del
resultado. En algunos estudios se
ha demostrado que la respuesta o
efecto de un efluente puede ser
muy distinta entre las especies de-
bido a su sensibilidad diferencial,
por lo que el empleo de un nime-
ro menor de ellas hace necesario
el uso del factor de correccién de
incertidumbre.

6.2 Relacion aguda-crénica
(RAC)

Ha sido comunmente empleada
para extrapolar la concentracién de
toxicidad cronica empleando datos
disponibles de toxicidad aguda. El
valor de RAC expresa la relacion
entre la concentracién de un
efluente o un téxico que causa toxi-
cidad aguda a una especie y la con-
centracion de un efluente o téxico
gue causa toxicidad cronica en la
misma especie

(RAC = LC,/CENO).

La investigacion relativa a efluen-
tes, desarrollada por la EPA sugiere
gue cuando uno enfrenta la proble-
matica de toxicidad de efluentes, y
en los casos en que no se cuente
con mediciones de toxicidad croni-
ca, puede emplearse un factor de
10 (US EPA, 1985). Este valor pue-
de ser empleado para extrapolar
valores de concentracidn cronica a
concentracion aguda, asi como
también para establecer limites per-
misibles para la toxicidad crénica
aun cuando ésta no haya sido di-
rectamente medida.

El empleo de este factor puede
permitir el llevar a cabo de forma
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econodmica y eficiente el monitoreo
empleando sélo pruebas de toxici-
dad aguda. Sin embargo, debe te-
nerse presente la conveniencia de
ratificarlo a partir de evaluaciones
de toxicidad cronica en efluentes
seleccionados de México.

Ejemplos:

Si se asume que un efluente es la
unica fuente de toxicidad en un
cuerpo receptor, y la evaluacién se
ha efectuado con tres distintas es-
pecies de prueba seleccionando el
valor de la mas sensible, entonces
podemos plantearnos dos formas
de pregunta:

1) Aplicable para efluentes en fun-
cionamiento.

La carga toxica del efluente, una
vez vaciada y mezclada en el cuer-
po receptor ¢representa un riesgo
para el cuerpo receptor?

Datos de utilidad: | |

 Parametro . Valor
Gasto medio del 2L/s
efluente (Qe)
Gasto critico del 30L/s
cuerpo receptor
1T
Toxicidad aguda CE,=3.6

en el efluente

Obtenido para la |
especie mas sensible.

Concentracion del efluente en el
cuerpo receptor (CER)

Es la relacion porcentual del volu-
men del efluente en el volumen del
cuerpo receptor (% v/v)

CER = Qe /(Qe +,Q,,) x 100
Sustituyendo:
CER= 2/(2 + 30) x 100= 6.25%, v/v

En este caso, la concentracion del
efluente en la zona mezclada del
cuerpo receptor 6.25 (% v/v) es
mayor a la CL,, o de CE_ (3.6%).
Por lo tanto, es de esperarse que
exista un impacto de tipo agudo en
el cuerpo receptor. Es decir, que el
potencial de impacto de un efluente
en un cuerpo receptor sera reduci-
do en la medida que la CER alcan-
ce valores minimos menores que la
concentracion de efecto o, por lo
contrario, el riesgo sera mayor
cuando la CER sea superior a la
concentracion de efecto.

A partir de este andlisis, el plantea-
miento siguiente seria determinar el
valor de la CE_ que el efluente de-
bera alcanzar para evitar riesgos de
toxicidad crénica al sistema

Para ello se aplica el factor de 10,
estimado para la relaciéon aguda-
crénica (RAC) o, en su caso, se
emplea el valor de CENO obtenido
experimentalmente, en cuyo caso
la CER debe ser menor o igual a su
valor (CER < CENO).

El célculo se realiza a partir de:
CER =CE,,/ 10

Sustituyendo
6.25 = CE, /10

Despejando
CE,,=6.25x 10

CE,= 62.5

El resultado indica que un valor de
toxicidad aguda en el eflluente de
62.5% (CE,;) o su equivalente de
1.6 UT_, garantiza la ausencia de
efectos toxicos crénicos en el cuer-
po receptor.

2) Aplicable para industrias ain no
instaladas en el cuerpo recep-
tor.

¢ Cual es la carga toxica maxima
(CL,, o CE,,) del efluente que pue-
de permitirse sin que se lleguen a
exceder los valores de CCM vy
CcCcC?
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Datos de utilidad:

‘_ Parametro Valor
| Gasto medio del 2L/s
. efluente (Qe)

Gasto critico del 30L/s

cuerpo receptor
L 6Qy) |
[ Criterios: :

CCM 0.3 Ut,

l cCcC 1.0 Ut

Concentracién permisible en el
efluente (CPE)

CPE aguda = Criterio de concentra-
cion seleccionado x Fd

CPE cronica =Criterio de concen-
tracion seleccionado x Fd

Fd (Factor de dilucion)
Fd=(,Q,,+Qe)/ Qe

Donde

Qe= Gasto del efluente

,Q ;.= Gasto minimo anual del rio
(7, el gasto de siete dias en periodo
mas critico y 10 es el estimado del
tiempo de retorno en diez afios).

Sustituyendo
Fd= (30 + 2)/2
Fd=16

Criterio aplicado:
1) CCM

Sustituyendo
CPEa =16 x 0.3 Uta

Resultado final
CPE=4.8 Uta

2) CCC

Sustituyendo
CPEa=16x1 Utc

Resultado final
CPE= 16 Utc

Empleando la ecuacion anterior,
resulta que la toxicidad aguda per-
misible para el eflluente deberé ser
menor o igual a 4.8 Ut o, lo que es
lo mismo, la CL, o CE,, deberia ser
2 20.83%.

En relacion a la toxicidad crénica, el
efluente no debera exceder de 16
Utc o su equivalente de 6.25% de
CENO (CENO =100/Utc).

RESUMEN

La parte mas importante del con-
trol de efluentes es la proteccién

al ambiente acuatico, en este
sentido los resultados de las
pruebas de toxicidad de un
efluente pueden ser empleadas
para la evaluacioén de su impacto
en el cuerpo receptor. Esto se lo-
gra al comparar la concentracion
de efecto téxico (CE, o CL, ) del
efluente con la concentracién del
efluente encontrada en el cuerpo
receptor, una vez diluido por la
corriente del sistema.

Con este fin pueden ser aplica-
dos dos conceptos originados
por la EPA. El criterio de concen-
tracién maxima (CCM), empleado
para proteger los cuerpos recep-
tores de efectos de toxicidad
aguda, y el criterio de concentra-
cioén continua (CCC), como me-
dio de proteccién para efectos
crénicos.

Tanto para el criterio de toxicidad
aguda (CCM) como crénica
(CCC), la toxicidad es probada en
por lo menos tres especies, de
las cuales se selecciona el resul-
tado de la mas sensible. Sin em-
bargo, en caso de que la toxici-
dad sea evaluada en un namero
menor de especies (una o dos),
sera necesario el uso del factor
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de correccion de incertidumbre
para el resultado de toxicidad de
la especie mas sensible.

Con base en el manejo de los cri-
terios antes mencionados y en
forma conjunta a las mediciones
de gasto del efluente, del cuerpo
receptor y la determinacion de la
concentracion de efecto del
efluente, puede ser determinada
la concentracion maxima permi-
sible para un efluente, asi como
también estimar la factibilidad de
riesgo de toxicidad aguda y croé-
nica en el cuerpo receptor, vincu-
lada a su descarga.

AUTOEVALUACION

Responda si los enunciados son

verdaderos o falsos:

1. Las unidades de toxicidad agu-
da (Uta) y/o crénica (Utc) es el
valor inverso de la CL,, o CE,,
que permite expresar de mane-
ra proporcional {a toxicidad de
una muestra en relacién con
sus efectos, es decir, que cuan-
to mayor es el valor de las UT,
mayor sera la toxicidad de una
muestra.

V) (F)

2. El criterio de concentracion
maxima (CCM) y/o el criterio de
concentracion continua (CCC)
se emplean para el desarrollo
de calculos que permitan obte-
ner el valor de concentracion
permisible en el efluente, el cual
puede ser de gran utilidad para
el control de descargas.

(V) (F)

3. Cuando la concentracion del
efecto en el efluente (CL,, o
CE,, ) es mayor a la concentra-
cion del efluente en el cuerpo
receptor (CER), se considera
que esa descarga tiene un ele-
vado potencial de impacto al
sistema.

(V) (F)
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GLOSARIO

Bioensayo. Ensayo en el cual el poder o potencia de una sustancia es medido a través de la respuesta de organismos
vivos o sistemas vivientes.

Contaminante. Sustancia ajena, presente en un sistema natural, o presente en una concentracién mas elevada a lo
normal, por causa de actividad antrépica directa o indirecta.

Cumplimiento. De acuerdo con reglamentaciones gubernamentales o requerimientos para el otorgamiento de un per-
miso.

CES50. Concentracion efectiva o de inhibicion media. Concentracién de la sustancia en el agua, que se estima gfepta al
50% de los organismos de ensayo. La EC50 y sus limites de confianza (95%) son usualmente derivados de analisis es-
tadistico.

Ensayo de toxicidad. Determinacion del efecto de un material sobre un grupo de organismos seleccionados bajo con-
diciones definidas. Mide las proporciones de organismos afectados (efecto cuantal) o el grado de efecto (graduado)
luego de la exposicién a la muestra.

CL50. Concentracion letal media, concentracion del material en agua, suelo o sedimento que se estima letal para el 50%
de los organismos de ensayo. La CL50 y sus limites de confianza (95%) son usualmente derivados de andlisis estadis-
tico.

CEMO. La concentracién del efecto minimo observable.

CENO. Concentracion mas baja a la cual no se observa efecto.

Protocolo. Es un conjunto de procedimientos explicitos para un ensayo o experimento, en acuerdo con lo establecido
entre las partes, descrito en un documento escrito.

Toxicidad aguda. Efecto adverso (letal o subletal) inducido sobre los organismos de ensayo durante un periodo de
exposicion, usualmente de pocos dias, al material de ensayo.

Toxicidad crénica. Implica efectos a largo plazo relacionados con cambios en el metabolismo, crecimiento o capaci-
dad de supervivencia.
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RESPUESTAS A LAS AUTOEVALUACIONES
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2.V
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Capitulo 5
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Capitulo 6
1.V
2.V
3.V
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ANEXOS







Coémo se hacen las prue-
bas y su control de cali-
dad

Descripcion de protocolos de prueba

El analisis de toxicidad con la bac-
teria marina luminiscente Vibrio
fischeri se lleva a cabo a partir del
empleo de un inéculo de aproxima-
damente 1 x 108 cél/mL de la bac-
teria marina Vibrio fischeri. L.os or-
ganismos son expuestos a una se-
Tie de cuatro dituciones secuen-
ciales preparadas con la muestra
de descarga o del sistema experi-
mental y la adicién de NaCl al 22%,
para el ajuste osmético del organis-
mo de prueba. En forma paralela
se emplean los sistemas de control
de calidad sefialados anteriormen-
te. Para la determinacion de la con-
centracion efectiva media (CE,)
del toxico de referencia, se em-
plean cuatro diluciones y en parale-
lo se prepara una celdilla como
control negativo, conteniendo agua
destilada y la solucion de NacCl (fi-
gura 1).

Las muestras inoculadas son incu-
badas a 15°C en el sector de tem-

peratura controlada del sistema
Microtox (Mod 5000) y posterior-
mente con ayuda del luminémetro
integrado a este mismo instrumen-
to, se efectlia la medicion de la emi-
sién de luz después de 5y 15 minu-
tos de exposicién.

2. Preparacion de la muestra

Cualquier cambio significativo de la
emision de luz respecto al control
se considera indicativo de la accién
de agentes toxicos presentes en la
muestra.

1. Preparacion de la bacteria

@ Bacterias
liofilizadas

Agregar 1,000 pL de
solucion reconstituida

Temp. 15°C

OOOOH®,

3. Preparacion de diluciores

de muestra

Transferencia secuencial de 1,000 nL

Descartar 1,000 uL (\ /u
@ Mezclar ~ Mezclar

Descartar 750 ul

0l00]010

4. Procedimiento de prueba

Agregar 10 ul a cada celdilla

[0]0]6]0]0]

Agitar cada celdilla y leer a 5 y 15 minutos

Figura 1. Procedimiento de pureba con Vibrio Fischeri.
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Daphnia magna (pulga de agua):

Organismos de menos de 24 horas
de nacidos (neonatos) de D. mag-
na, se exponen a una serie de cin-
co a siete diluciones secuenciales
preparadas el agua de la muestra y
agua dura reconstituida (APHA,
1998), como medio de dilucion.

Los valores de porcentaje de mor-
talidad que se obtengan para la se-
rie de diluciones, se relacionan gra-
ficamente con la concentracién co-
rrespondiente de la muestra para
construir un grafico logaritmico que
defina la curva que explica el fend-
meno. En esta curva puede ser
interpolada la dosis que genera un
porcentaje de efecto elegido y que
en términos estandar es el efecto
medio o letalidad media (CE,, o
CL,, ). Este término indica la dosis
en la que la mitad de la poblacién
de organismos expuestos muere.

1 Preparacion de diluciones

=

Téxico de
referencia \

Control Control  625%

il 12 5 ml i 50l

%

=

100 mL.
0 0O O

Vaciar 30 mL en
\ \ \ cada vaso

100 %

_/

125% 25 % 50 %

positivo negativo
cr —

Concentraciones

Figura 2a Protocolo de prueba con Daphnia magna {preparacion de diluciones).

La prueba con Selenastrum
capricornutum es una de las prue-
bas mas sensibles, ya que el factor
de evaluacion estd basado en el
concepto de prueba crénica. Una
prueba crénica permite poner en
evidencia dafios subletales que
afectan en el tiempo el desarrollo

de una especie, ya sea dafiando su
reproduccién o provocando dafos
a su metabolismo de consecuen-
cias a largo plazo. La prueba con la
microalga permite detectar la pre-
sencia de agentes téxicos que pue-
dan influir en el metabolismo vege-
tal, aun cuando éstos se encuen-
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2. Preparacion de prueba

22+ 2°C eiluminacion 800 lux _

10 % por 48 h

',

Daphnias de < 24 h de
nacldas

Agregar 10 organismos a cada vasao

Replicas

Control 625 %
negativo

Concentraciones

Figura 2b Protocolo de prueba con Daphnia magna (preparacion de la prueba).

tren en dosis menores a mg/mL, ya
que los dafios a las células inde-
pendientes se traducen de forma
transgeneracional en desarrollos
alterados de la poblacion.

Las microalgas, en densidad de
10,000 cél/mL, son inoculadas en
distintas diluciones de la muestra
por analizar (ej. muestra al 100, 50,
25,12.5, 6.25% etcétera) y en para-

lelo en un control negativo. Des-
pueés de 72 horas se efectia el
conteo de la poblacion de algas fi-
nal, tanto en las diluciones de la
muestra como en el control. En este
Ultimo pueden obtenerse hasta
1,350 000 cél. /mL (figuras 3ay 3b).

Cuando existe la presencia de toxi-
cos en la muestra se afecta el creci-
miento normal de la poblacién, re-

duciendo significativamente la den-
sidad de las células respecto al
control negativo. El porcentaje de
efecto de cada dilucion se obtiene
por la relacion del nimero de célu-
las/mL de la muestra respecto al
sistema control.

Estos porcentajes obtenidos para la
serie de diluciones se relacionan
graficamente con la concentracion
correspondiente y se construye un
grafico logaritmico que define la
curva que explica el fenédmeno. En
esta curva puede ser interpolada la
dosis que genera un porcentaje de
efecto medio también reconocida
para la prueba con alga como
efecto de inhibicion media(CE,, o
Cl,).

Expresion de resultados

Para determinar la concentracion
que causa el 50% de pérdida de la
emision luminosa, mortalidad o inhi-
bicién del crecimiento, segun co-
rresponda de acuerdo con el punto
de medicién de cada prueba, sera
empleado el método estandar de la
curva dosis-respuesta. En el caso
de Vibrio fischeri se emplea un soft-
ware conteniendo un modelo estan-
dar logaritmico-lineal y, en el caso
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de las pruebas con D. magnay S.
capricornutum, se aplica el modelo
estadistico Probit, Sperman and
Karber o promedios méviles. El uso
de cada uno de ellos dependera de
cual modelo se ajuste adecuada-
mente al comportamiento de los da-
tos (US EPA, 1991).

1. PREPARACION DE INOCULO ALGAL

-

1L

SIS

==

Cultivo de v suboapilata (S, capricornutum)

Control de calidad analitico para
pruebas de toxicidad

Para el control de |a calidad de los
resultados, se llevan a cabo diver-
sas actividades técnicas vinculadas
a las pruebas y mediciones de inte-
rés, asi como el empleo de los crite-

rios analiticos para la aceptacién y
rechazo de los resultados que es-
tan dirigidos a garantizar la preci-
sion y exactitud de los datos experi-
mentales.

Con este fin y de forma paralela a la
determinacién o evaluacién de toxi-

!
Conte le celulas por
microscopia optica con camara Neubauer] 1
===

Adicion de 18ml de medio nutritive

juecido (18x)

de 4 a7 dias en desarrolio de fase exponencial

Ditucion del cultive para oblenar 2mb
con 2.8 x 10 “calulas

[ ——
fnocule con
2.6 x 10 *celulas

Figura 3a. Procedimiento de prueba con Selenastrum capricornutum.
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2. METODO DE DILUCION DE MUESTRAS

oo (10101

2.5mL solucion
— {815 mg NaHCO, ML)

Smi Muestra 25 mi

—_

P

g

—

F.

===
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para pruebas
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A000Iux £ 10% pos T2h

o en continue

825

Figura 3b. Procedimiento de prueba con Selenastrum capricornutum.

cidad de las muestras, se preparan
diversos sistemas de control, entre
los que se incluyen el control positi-
vo y negativo previamente descri-
tos, asi como el blanco de procedi-
miento y el analisis replicado.

+ Control negativo. Es preparado
con agua dura reconstituida
(Daphnia magna), agua destila-
da con solucién salina (Vibrio
fischeriy o con medio mineral
(Selenastrum capricornutum),

dependiendo de la prueba de
que se trate. En estos medios se
colocan los organismos de prue-
ba. Su desempefio, durante el
tiempo de exposicion, sera de
utilidad para comprobar el épti-
mo estado de salud del material
biolégico empieado en los anali-
sis que lo acompanan.

Control positivo. Para esta clase
de control se emplean toxicos de
referencia. Su empleo es de uti-
lidad para determinar la preci-
sion del método y poner en ma-
nifiesto la sensibilidad y estabili-
dad de respuesta bioldgica. El
efecto del téxico, llamado de re-
ferencia, se encuentra previa-
mente definido para cada orga-
nismo de prueba y el valor del |a
EC,, obtenida de pruebas suce-
sivas con el toxico seleccionado,
es empleado para la construc-
cién de una carta control (figura
4).

La carta control es la herramien-
ta de registro que brinda los ele-
mentos de juicio para establecer
los intervalos aceptables de va-
riaciéon de la respuesta de los or-
ganismos de prueba a un toxico
de referencia, con un margen de
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Fech No. secuencial | Cr® CE (mg/L|
de experimentos Lruibisis Probil |
Sep-49 1 017
Ene-0D 2 0.166
Abr-(o 3 0.166
Jul-do 4 0164
Oct-0p 5 0.164
Dic -0 6 0.167
Mar-(1 7 0.166
Mar-q1 8 0.161
Mar-q1 9 0.168
Jun-Q1 10 01577
Jun-g1 11 01577
Jun-01 12 01577
Jun-01 13 01587
Oct-0ft 14 0.1587
Oct-0t 1 0.1617
Oct-0l1 5 0.1568
Qct-gft 16 01577
Ene-02 17 0.1636
Ene-0p 18 016
Ene-0p 19 0 1587
Ene-02 20 016
Mar-02 21 01555
Mar-03 22 0.1586
Mar-03 23 0.1638
Jul-02 24 01679
Jul-02 25 0.1669
Jul-02 26 0.172

Promedio 0162
Desv. Est (DE) 0.004
Coef. Variacion 2.77%

Promedio +2 DE0.171
Promedio- 2DE 0153

Carta Control

CEso(md/L)  organismo Daphnia magna mortalidad {t ,o )
Toxico de Referencia Cr *% en agua dura
018 +
Promedio +2DE = 0.171
e T L L
017 &
. >
- *
* .
T » Promedio = 0.182
.
*
016 + - -
* * * -
* & & -
*

Promedio - 2DE

0.153

No. Experimento

Figura 4. Carta Control para el téxico de referencia.
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confianza del 95%. Esta carta,
ademas de su utilidad en el con-
trol de la sensibilidad, permite
evidenciar la repetibilidad (exac-
titud) de los resultados obteni-
dos.

Como tdxicos de referencia se su-
gieren: el Cr *® a partir de K.,Cr,0.,
para D. magna ; fenol para Vibrio

fischeri y Cu *? a partir de CuSO,
para S. capricornutum (US EPA,
1991).

* Blanco de método. Se emplea

s6lo en los caso en que la mues-
tra es sometida a un tratamiento
previo al andlisis de toxicidad y
es de utilidad para determinar si
el manejo de procesamiento de
muestra, junto con los reactivos y

materiales involucrados, no ge-
neran interferencias o contami-
nacién a la muestra por analizar.

+ Andlisis replicado. Se selecciona-

ra al azar una muestra por cada
lote para efectuar su analisis por
duplicado. El resultado permite
demostrar la repetibilidad del mé-
todo de analisis.
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