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RESUMEN

Los residuos urbanos liquidos (RULes) contienen sustancias toxicas en cantidades variables,
entre ellas metales. Para evaluar la toxicidad de los RULes se pueden aplicar ensayos
biolégicos estandarizados, e incorporando un agente complejante (EDTA) es posible
diferenciar la toxicidad causada por metales de la generada por otros toxicos. El objetivo de
este trabajo fue determinar la toxicidad potencial de los RULes de Santa Rosa y evaluar si ésta
se debe, en parte, a la presencia de metales. Se analizaron seis muestras de RULes tomadas de
forma bimensual entre noviembre de 2013 y octubre de 2014. Se evalué toxicidad aguda
determinando concentracion letal 50 (CLsp) mediante bioensayos con Daphnia magna.
Inicialmente se determind la dureza y la toxicidad basal de cada muestra. Posteriormente se
repitié el ensayo incorporando tres cantidades crecientes de una solucion de EDTA, cuya
concentracion se definié en funcion de la dureza de cada muestra. Los RULes evaluados
presentaron toxicidad basal media, con valores de CLsg en el rango de 45 a 71%. La adicion de
EDTA modifico la toxicidad de cada uno de los efluentes. La adicién del nivel mas bajo de
EDTA disminuy6 la toxicidad en todas las muestras. EI mayor descenso de la toxicidad se
observd con la adicion del nivel intermedio de EDTA. La incorporacién del nivel mas alto de
EDTA gener6 un incremento de la toxicidad, debido posiblemente al compuesto en si mismo.
Los resultados obtenidos indican una contribucion leve de la presencia potencial de metales

pesados en la toxicidad de los RULes.



Abstract

The urban liquid wastes (RULes, from the Spanish acronym) contain toxic substances in
variable amounts, and metals among them. In order to evaluate the toxicity of the RULes,
different standard bioassays can be used, and by adding a complexing agent as EDTA it is
possible to differentiate the toxicity that metals generate from other toxicants. The objective of
this work was to determinate the potential toxicity of the RULes from Santa Rosa and if the
presence of metals generate a part of it. Six samples of RULes were taken bimonthly between
November 2013 and October 2014. Acute toxicity was evaluated by measuring the lethal
concentration 50 (LCsp) through bioassays with Daphnia magna. Water hardness and basal
toxicity of each sample were measured before any bioassays were conducted. Then, it was
repeated by adding three different increasing levels of EDTA solution, whose concentration
was defined as a function of the hardness of each sample. Based on the obtained LCsg, the
RULes presented a basal toxicity in the mean range, between 45 and 71%. The addition of
EDTA modified the toxicity of each sample. The lowest EDTA level diminished the toxicity
in all the samples. The highest decrease of toxicity was obtained with the intermediate level of
EDTA. By last, the addition of the highest level of EDTA increased the toxicity, possibly due
to its intrinsic effect. The obtained results indicate that the potential presence of heavy metals

contributes to a lesser extent the observed toxicity.
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1. Introduccidon

1.1 Toxicologia

1.1.1 Definicién

La toxicologia es la ciencia que estudia las interacciones nocivas que se pueden producir
cuando un ser vivo entra en contacto con sustancias quimicas o agentes fisicos, y establece las
probabilidades de que estas interacciones hayan ocurrido o puedan a ocurrir. No sélo permite
identificar, sino cuantificar los efectos adversos asociados a la exposicion a estos agentes [1].
A través de la toxicologia podemos:

e determinar las propiedades toxicas de los agentes

e estudiar los mecanismos por los cuales los agentes ejercen su accion

e Dbrindar informacion a otras disciplinas, como la medicina, para que puedan

comprender la etiologia de ciertas enfermedades y si existe relacion entre éstas y las
exposiciones [1,2].

Cuando un agente 0 una sustancia ejerce efectos nocivos sobre un ser vivo, estamos ante la
presencia de un toxico. Cualquier sustancia puede actuar como tal, incluso los propios
constituyentes del organismo cuando se encuentran en él en proporciones excesivas [1,3].
Existen diferentes factores que determinan la toxicidad de una sustancia:

e Caracteristicas propias de los seres vivos

e Caracteristicas fisicas y quimicas de las sustancias

e Las vias de ingreso de las sustancias en el organismo

e Laexposicidn, que se relaciona con la dosis y la frecuencia de administracion [1].
En toxicologia suele utilizarse el término dosis que hace referencia a la cantidad absoluta de
toxico que ingresa en un organismo (mg, g, ml), y de ella dependera que una sustancia ejerza
efectos benéficos o dafinos sobre un ser vivo [1]. Muchas veces la cantidad de toxico que
ingresa en el organismo suele expresarse en funcién de su peso y del tiempo que dura la
exposicion, en ese caso, ya no se habla de dosis sino de dosaje y se expresa como los mg de

sustancia por kilogramo de peso corporal por unidad de tiempo (mg/kg de peso/dia) [1].



Otro concepto importante en toxicologia es el de dosis umbral, que hace referencia a la
cantidad mas pequefia de una sustancia que es capaz de ejercer un efecto nocivo en un
organismo [1].

Cuando un organismo entra en contacto con una sustancia toxica se dice que esta expuesto.
Asi, la exposicion sera aguda cuando el contacto se produzca por periodos cortos o por
exposiciones sucesivas que no duran mas de un dia; mientras que si el contacto permanece por

periodos mas largos, como dias, meses o afios, hablamos de exposiciones cronicas [1].

1.1.2 Ecotoxicologia

La ecotoxicologia se ocupa de estudiar los efectos nocivos ocasionados por sustancias o
agentes (sustancias quimicas de origen antropogénico, mezclas quimicas o sustratos de origen
natural) sobre las distintas estructuras que forman parte del ecosistema, sea un organismo,
poblaciones o comunidades. A diferencia de las pruebas toxicoldgicas estandares, que tienen
por objeto definir la relacion causa-efecto con ciertas concentraciones de exposicion toxica en
un receptor sensible, las pruebas ecotoxicoldgicas intentan evaluar la causa y los efectos a
mayores niveles de organizacion, pero sobre todo en las poblaciones [4].

La ecotoxicologia es una ciencia multidisciplinaria, ya que para llevar a cabo su funcion
requiere informacion y conocimiento que aportan otras disciplinas como la toxicologia, la
biologia, la geologia y la quimica, entre otras [5].

La contaminacion ambiental se ha incrementado a partir del desarrollo econémico e industrial
y con la implementacion de nuevas tecnologias se ha generado una amplia variedad de
productos y sustancias que se liberan al medio ambiente ya sea de manera accidental o
intencional. Como consecuencia de este manejo industrial y la puesta en marcha de nuevos
procesos, muchas veces se agotan los recursos naturales, que dificilmente alcanzan a renovarse
en un tiempo razonable [5].

Al momento de llevar a cabo ensayos ecotoxicoldgicos, es importante hacer una integracion
entre la investigacion de laboratorio y de campo. Los bioensayos realizados en el laboratorio
definen el impacto toxico en un determinado organismo (en su bioquimica y fisiologia). Ese
conocimiento adquirido en el laboratorio se debe integrar con lo que ocurre a campo y es
fundamental para comprender el complejo conjunto de parametros con los que un organismo
debe tratar para lograr reproducirse o sobrevivir bajo las exposiciones a sustancias toxicas [4].
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Los conceptos toxicologicos que explican como las sustancias quimicas intervienen en las
funciones fisiologicas de células, organos e individuos también se pueden aplicar para
comprender los efectos nocivos causados sobre los ecosistemas. Sin embargo, existen eventos
que son especificos de los ecosistemas y no pueden reconocerse utilizando métodos clasicos
para probar la toxicidad de los productos quimicos. Entre los factores que se deben tener en
cuenta al momento de evaluar los efectos toxicos de ciertas sustancias sobre los ecosistemas,
se encuentran la cantidad total de sustancia liberada al medio, el mecanismo de accion, y el
destino de los compuestos extrafios en todo el ecosistema, que a su vez involucra su
distribucion, retencion y descomposicion [5].

La actividad humana genera productos quimicos persistentes que se depositan en la biosfera y
qgue permaneceran alli por largos periodos. A través de los distintos fendmenos climaticos
muchos productos quimicos han logrado migrar y afectar regiones alejadas de las zonas
industriales. Detectar los efectos nocivos causados por un agente sobre el ambiente, no resulta
una tarea sencilla. Por un lado esto se debe a que la remediacion de la contaminacion
ambiental es un proceso complejo y por el otro lado esa contaminacidn se debe a un cumulo
de sustancias quimicas (naturales o antropogénicas), por lo que determinar cual es el agente
relevante en esa mezcla tan heterogénea resulta complejo [5].

El riesgo de toxicidad ambiental esta dado principalmente por aquellos productos que tienen
una gran actividad biologica, que son persistentes y que se pueden bioconcentrar debido a su
lipofilicidad y estabilidad contra la inactivacion metabolica, por lo cual pueden depositarse en
los tejidos grasos de los consumidores y ser biomagnificados a lo largo de la cadena tréfica
[5].

En conclusion, los contaminantes persistentes se distribuyen por toda la biosfera y sus
componentes pero no de manera uniforme y algunos de éstos, debido a su actividad biologica

especifica, se consideran de gran importancia ecotoxicoldgica [5].

1.2 Efluentes liquidos

El agua constituye un recurso indispensable para la supervivencia de todo ser vivo, y por ello
durante los ultimos afios el hombre ha tenido la necesidad de buscar métodos y alternativas
para cuidar y conservarlo, convirtiendose en objeto de estudio [6]. El agua es también un

recurso necesario para las actividades industriales, agricolas y ganaderas que en su conjunto
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participan del desarrollo econémico de una sociedad. Sin embargo, estas actividades generan
aguas residuales modificando la composicion y caracteristicas originales de las aguas de
partida contaminandolas y, en muchas ocasiones haciendo imposible su aplicacion para otros
usos [7]. Las aguas residuales generadas por la actividad humana requieren un tratamiento que
modifique sus caracteristicas y composicion, previo a su descarga en los cursos receptores, ya
que, segln sus caracteristicas, éstos no siempre son capaces de neutralizar los contaminantes
presentes [8]. El hecho de verter al medio ambiente las aguas residuales sin ningun tratamiento
previo, no solo produce dafios en el ecosistema, sino que supone riesgos para la salud publica
[7]. Por estos motivos, en muchos paises se destina gran cantidad de dinero al tratamiento de
aguas residuales para detener el deterioro de la calidad de las aguas superficiales [9].

Las plantas de tratamiento de aguas residuales reciben mezclas complejas de nutrientes y
contaminantes (organicos e inorganicos), que se tratan para reducir estas concentraciones
elevadas de sustancias tdxicas para que no afecten el medio ambiente. La mayoria de las
plantas de tratamiento de todo el mundo estan disefiadas y equipadas para eliminar grandes
cantidades de elementos potencialmente toxicos, como metales, que pudieran estar presentes
en las aguas residuales. [10].

Las aguas residuales urbanas involucran:

e Aguas residuales domésticas: provienen de las zonas de viviendas (casas, edificios
comerciales y establecimientos) y son generadas principalmente por el metabolismo
humano y las actividades domésticas. Dentro de los contaminantes presentes se pueden
mencionar detergentes, grasas, jabones, materia organica, sales, entre otros.

e Aguas residuales industriales: generadas por las actividades industriales y vertidas al
alcantarillado municipal. Presentan una composicion muy variable dependiendo del
tipo de industria.

e Aguas pluviales o de tormenta: son las que se generan con las lluvias y tormentas y que
arrastran particulas contaminantes presentes tanto en la atmosfera como en la
superficie [7, 9, 11,12].

1.2.1 Composicion de las aguas residuales urbanas

En términos generales, las aguas residuales contienen aproximadamente un 99,9% de agua,

siendo el resto materia s6lida. Esta incluye materia mineral, producto de actividades cotidianas
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y de la calidad de las aguas de abastecimiento y materia organica proveniente exclusivamente
de la actividad humana y que esta compuesta por hidratos de carbono, proteinas y grasas [8].
Las proteinas constituyen del 40 al 50% de la materia organica y estan representadas por los
complejos de aminoacidos y proporcionan la mayor parte de los nutrientes bacterianos.
Aproximadamente un 50-60% de las proteinas se encuentran diluidas en las aguas residuales y
un 20-30% en la fraccion sedimentable. Los porcentajes de hidratos de carbono (almidones,
azucares y celulosa) que se encuentran en forma disuelta y sedimentables son semejantes a las
proteinas. En cuanto a los &cidos grasos que forman parte de las grasas no suelen ser solubles
y se degradan mas lentamente [8].

La componente gaseosa de las aguas residuales urbanas contiene diversos gases en diferente
concentracion, entre los que destacan:

e Oxigeno disuelto: fundamental para la respiracion de los organismos aerobios
presentes. Su control a lo largo del tiempo arroja datos relevantes para conocer el
estado del agua residual.

e Acido sulfhidrico: se genera por descomposicion anaerdbica de sustancias organicas e
inorganicas azufradas.

e Anhidrido carbdnico: se produce por fermentacion de compuestos organicos.

e Metano: se forma en condiciones de anaerobiosis por descomposicion de la materia
organica. Aparece en cierto tipo de estaciones depuradoras, donde se llevan a cabo
procesos de estabilizacion anaerdbica de barros, ofreciendo la posibilidad de
aprovechamiento como combustible.

e Oftros gases: Se trata principalmente de gases malolientes, como &cidos grasos
volatiles, indol, escatol y otros derivados del nitrogeno [11].

Ademas de los compuestos ya mencionados, las aguas residuales contienen elementos
contaminantes que pueden causar impacto ambiental y poner en riesgo la salud del hombre,
[8] entre ellos podemos mencionar:

1. Microorganismos patdgenos: en algunos paises en via de desarrollo estos
microorganismos producen enfermedades y se convierten en uno de los motivos mas
importantes de muerte prematura. Ej. Salmonella thypimurium, Escherichia coli,

Vibrio cholerae, Yersinia enterololitica, etc.



2. Desechos organicos: producidos por los seres humanos, el ganado y procesos
industriales relacionados con el procesamiento de alimentos. Favorecen el crecimiento
de microorganismos, principalmente bacterias.

3. Sustancias quimicas inorganicas: incluyen acidos, sales y metales toxicos (mercurio,
plomo, cadmio, etc.). En concentraciones altas pueden causar graves dafios a los seres
VIVOS.

4. Nutrientes: sustancias solubles en agua que las plantas necesitan para su desarrollo,
pero en altas concentraciones favorecen el desarrollo de algas provocando la
eutrofizacién de las aguas (por ej. nitratos y fosfatos).

5. Compuestos organicos sintéticos: productos que permanecen largos periodos por ser
dificiles de degradar (petroleo, combustibles, plasticos, plaguicidas, disolventes,
detergentes, etc.).

6. Material en suspension: provocan turbidez y sedimentos en el agua que dificultan la
vida de algunos organismos, destruyen sitios de alimentacion de los peces y obstruyen
canales y puertos.

7. Sustancias radiactivas: isotopos radiactivos solubles que pueden estar presentes en el
agua y a veces, pueden acumularse a lo largo de las cadenas troficas. Ej. Radon, cesio,

estroncio, uranio 238 [9].

1.2.2 Toxicidad de las aguas residuales asociada a la presencia de metales pesados

En el mundo entero la contaminacién del agua ocupa un lugar primordial y su tratamiento es
sumamente importante para preservar la salud del hombre y mantener el equilibrio del
ecosistema [13].

Los metales pesados son un constituyente importante de muchas aguas residuales y debido a
su toxicidad afectan no sélo al medio ambiente sino también a la salud humana y animal.
Desde principios de los setenta ha habido una preocupacién creciente sobre los diversos
efectos de los metales pesados sobre los ecosistemas acuaticos [14]. Es por esto, que conocer
los niveles de contaminacion por metales pesados permite tomar decisiones adecuadas que
afecten no solo al campo de la salud, sino también al medio ambiente y al plano social en

general [15].



Los metales son, quizas, las toxinas mas antiguas conocidas por el hombre. Su uso se remonta
a 2.000 afios a.C y difieren de otras sustancias toxicas en el hecho de que los humanos no
pueden crearlos ni destruirlos. Sin embargo, su utilizacion influye en los potenciales efectos
sobre la salud, en primer lugar, debido a que la actividad antropogénica transporta estas
sustancias y hace que lleguen al aire, suelo, agua y alimentos, y en segundo lugar, mediante la
alteracion de la especiacion o forma bioquimica del elemento [4].

Los metales se redistribuyen de forma natural en el medio ambiente por medio de ciclos
geoldgicos y bioldgicos. El agua de lluvia disuelve rocas y transporta fisicamente los
minerales hacia los arroyos Yy rios, al mismo tiempo deposita en el suelo y extrae materiales y
finalmente, estas sustancias son transportadas hacia el océano. Los ciclos bioldgicos incluyen
bioconcentracidn por plantas y animales y la incorporacion a los alimentos [4].

En particular, debido al hecho de que los metales pesados generan graves dafios en la
poblacion infantil, en ocasiones ausentes de sintomas, se busca disminuir o minimizar al
maximo la exposicion de la poblacion a estos elementos toxicos [16].

El término “metal pesado” se usa para designar a aquellos elementos que presentan como
caracteristica en comun una elevada densidad. Un metal pesado es aquel elemento que tiene
una densidad igual 0 mayor a 5 g.cm™ cuando est4 en forma elemental, o cuyo nimero
atébmico es superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y alcalinos-térreos) que en
concentraciones bajas pueden dafiar a los seres vivos y tienden a acumularse en la cadena
alimentaria [17].

Estos metales pueden originarse de fuentes naturales (corteza terrestre, emisiones volcanicas)
y/o antropogénicas que se pueden clasificar en puntuales o fijas (industrias) y no puntuales o
moviles (fertilizantes, plaguicidas, cenizas, humos, etc.) [18, 19].

Los metales pesados se pueden dividir en dos grupos. Por un lado aquellos que constituyen
micronutrientes esenciales para animales y plantas (cobre, hierro, manganeso y cinc) y que se
requieren en cantidades traza. Estos juegan un papel relevante en diversos procesos
bioquimicos, aunque en concentraciones elevadas se vuelven toxicos.

Por otro lado los metales no esenciales (cadmio, mercurio, plomo, antimonio y bismuto) que
no poseen efectos beneficiosos en humanos y no se conocen mecanismos homeostaticos para
ellos. Los metales no esenciales resultan toxicos a muy bajas concentraciones y ademas se

acumulan en los organismos vivos [17, 18, 20].



El impacto ambiental asociado a la presencia de metales pesados estaba mayormente
conectado a fuentes industriales, aunque en los ultimos afios, las emisiones han disminuido en
muchos paises debido a la legislacion, al mejoramiento de la tecnologia aplicada en la
limpieza, y a la modificacion de las actividades industriales [14].

Una parte significativa de las emisiones antropicas de metales pesados termina en aguas
residuales. Los principales aportes urbanos a las aguas residuales son el agua residual
doméstica, efluentes comerciales (por ejemplo, lavados de automdviles, usos dentales, otras
empresas, etc.), deposicion atmosférica y emisiones producidas por el trafico (escape de
vehiculos, revestimientos de frenos, neumaticos, desgaste de asfalto, fugas de gasolina / aceite,
etc.) [14].

La presencia de metales en aguas residuales urbanas procede principalmente de actividades
domésticas, actividades industriales y escurrimiento de aguas pluviales y es una de las
principales causas de la contaminacion del agua y del suelo [10]. La acumulacion de estos
elementos en aguas residuales depende de una serie de factores locales, entre ellos el tipo de
industria, el modo de vida de los pueblos y su conciencia de los impactos ambientales por la
eliminacion descuidada de los desechos [10].

En base a un estudio realizado por Sorme y Lagerkvistb (2002) se establecieron las principales
fuentes emisoras para algunos metales pesados tales como Cu, Zn, Ni y Hg [21]. Las
principales fuentes de Cu eran los sistemas de agua corriente, alimentos y materiales usados en
la construccion de techos. Para Zn, las fuentes mas grandes fueron materiales galvanizados
utilizados en la construccién y lavado de coches. En el caso de Ni, las fuentes mas grandes
eran los productos quimicos usados en las plantas de tratamiento de efluentes, asi como
también de agua potable. Finalmente, para el Hg la fuente de emision mas dominante fueron
las amalgamas dentales. Para Pb, Cr y Cd los mayores contribuyentes resultaron ser el lavado
de autos [21]. Las descargas de metales al medio ambiente causan toxicidad aguda a
organismos acuaticos, microorganismos y plantas, y también reducen el numero de
microorganismos usados en las actividades biologicas de las plantas de tratamiento [10],
afectando la calidad de los sistemas de tratamiento.

En un trabajo realizado en la ciudad de Bursa (Turquia), se determiné la concentracion de
diferentes metales presentes en las aguas residuales no tratadas [10]. El trabajo se llevé a cabo
durante 23 meses en el periodo comprendido entre 2002 y 2007. Como resultado de dicho

trabajo se determinaron las siguientes concentraciones medias (en pg/l) para diferentes
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metales. En el afio 2002 las concentraciones medias encontradas fueron Al 1302; Cd 2; Cr
1009; Cu 64; Fe 1499; Mn 104; Ni 84; Pb 16 y Zn 387; y para el afio 2007 Al 1891; Cd 19; Cr
1086; Cu 60; Fe 1975; Mn 126; Ni 100; Pb 84 y Zn 533. Los resultados muestran que la
presencia de metales en las aguas residuales es bastante compleja y variable. Las
concentraciones de metal Cd, Fe, Pb y Zn aumentaron en méas de 20% en comparacion con el
afio 2002. La variacion en el contenido de metales de aguas residuales se atribuyé a la
diversidad de actividades econdmicas de la region (80 empresas textiles, 90 de cuero, 26 de
procesamiento de metales, 160 de mantenimiento de automoviles, 16 de caucho y plastico, 8
de alimentos, 13 de lavanderia, 7 de concreto) [10]. En general, las concentraciones detectadas
son lo suficientemente bajas como para no esperar efectos téxicos individuales, pero al
considerar toxicidad de mezclas se suele ver que los componentes presentan toxicidad en
concentraciones en las que individualmente no se esperarian efectos agudos [22].

Los dafios ocasionados por metales pesados, a bajas dosis, incluyen efectos potencialmente
carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos [19] por medio del bloqueo de ciertas actividades
bioldgicas, lo que causa dafios irreversibles en los diferentes organismos [17]. Para ejercer su
toxicidad sobre un ser vivo, deben estar biodisponibles; y esto depende de las condiciones
fisicoquimicas del ambiente, que determinan la especiacion y por lo tanto la concentracion de
metal libre y labil [17].

Para la toxicologia, uno de los desafios relacionados a la toxicidad de metales pesados consiste
en obtener informacion cuantitativa respecto a los niveles de dosis, los tejidos afectados, como
estas toxinas afectan a esos tejidos, asi como también comprender los procesos metabdlicos
que los afectan. Dependiendo de la dosis, la mayoria de los metales afectan a multiples
sistemas de Grganos; pero a dosis muy bajas, en donde se producen efectos, cada metal tiende
a afectar primero un érgano o tejido especifico [4].

En sintesis, la rapida expansion de la industria y el incremento de las actividades domesticas
han dado lugar a un aumento considerable de la cantidad de residuos emitidos al medio
ambiente. Las principales fuentes de contaminacion ambiental con metales pesados son los
residuos procedentes de los vertidos industriales, actividades mineras, aplicacion de
plaguicidas y del trafico automotor [17]. Es importante resaltar que el mayor riesgo de los
metales pesados estd dado por su persistencia a largo plazo en el medio ambiente y su

capacidad de bioacumularse [18].



1.3 Bioensayos

1.3.1 Marco conceptual

Los ensayos biologicos se llevan a cabo para determinar los efectos causados sobre
organismos de prueba, cuando estos se exponen a diversos agentes fisicos y quimicos en
condiciones especificas y controladas [23]. A través de estos bioensayos se puede evaluar la
toxicidad aguda o crdnica de distintos toxicos. Para determinar la toxicidad aguda se somete a
un organismo a una unica dosis del toxico, generalmente elevada, y donde el resultado final
suele ser la muerte del organismo. En base a los resultados se puede obtener el valor de la
CLso, que es la concentracion de sustancia que produce la muerte del cincuenta por ciento de
los individuos expuestos [23].

La toxicidad crénica se evalla exponiendo a los organismos de prueba durante tiempo
prolongado al téxico (puede durar varios meses) [23].

Como se describi6 anteriormente, el efecto toxico dependerd de las propiedades quimicas del
compuesto asi como de su concentracion, su mecanismo de accidn, tipo y duracion de la
exposicion, etc. Los efectos que produzca una sustancia dada se deberan a modificaciones en
estructuras subcelulares (proteinas, lipidos de membrana, material genético), enzimas o sobre
organismos completos, poblaciones o comunidades [23].

La toxicidad evaluada durante las pruebas bioldgicas es el resultado de la interaccién de la
sustancia con el sistema bioldgico, ya que éste cuenta con una serie de mecanismos
metabolicos que contrarrestan los efectos producidos por el toxico (detoxificacion, excrecion,
etc.). Muchas veces el efecto toxico sobre los sistemas bioldgicos se debe a la accion
combinada de todas las sustancias nocivas presentes en el medio, incluso las que no son
toxicas en si, pero que afectan las propiedades quimicas o fisicas del sistema, y por lo tanto las
condiciones de vida de los organismos [23]. También se deben tener en cuenta aquellos
efectos indirectamente relacionados con sustancias, tales como el deterioro producido por
accion de la temperatura o radiacion [23].

Al momento de llevar a cabo los bioensayos es importante tener en cuenta ciertas limitaciones.
Primero, no existe un organismo que pueda usarse y que nos permita evaluar todos los efectos
que un téxico pueda ejercer sobre un ecosistema. Por otro lado, el resultado que se obtiene

dependera de los organismos usados, de las condiciones de ensayo planteadas y que se llevan a
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cabo con un nimero reducido de organismos que representan funciones ecoldgicas relevantes
[23].
En el caso de las aguas residuales, debido a su composicién compleja y heterogénea, se
generan una variedad de problemas experimentales relacionados con la inestabilidad de la
muestra debido a diferentes reacciones y procesos, como separacion de fases, sedimentacion,
volatilizacién, hidrolisis, fotodegradacion, precipitacion, biodegradacion, biotransformacion e
incorporacion por los organismos [23].
De manera general, los ensayos o pruebas de toxicidad, se pueden definir segun:

e Su duracién: corto, mediano o largo plazo.

e EIl método utilizado para incorporar la muestra al sistema de ensayo: estatico, con

renovacion, de flujo continuo.
e El proposito para el cual son utilizados: control de calidad de vertidos, evaluacién de

compuestos especificos, toxicidad relativa, sensibilidad relativa, etc. [23].

1.3.2 Bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna

El género Daphnia corresponde al grupo de los claddceros que a su vez pertenecen a la clase
crustacea. Son los organismos de prueba mas utilizados universalmente en los ensayos de
toxicidad debido a su amplia distribucion geografica, a la facilidad de cultivo en el laboratorio,
a que poseen una reproduccién partenogenética (asegura uniformidad de respuesta) y que
presentan un ciclo de vida corto junto con la produccién de un alto nimero de crias [23].
Muchas especies dentro del género Daphnia son utilizadas extensamente en pruebas de
toxicidad entre ella D. magna, D. pulex y D. similis, por lo cual existe amplia informacién
sobre las técnicas de cultivo, los requisitos de temperatura, luz y nutrientes, asi como su
respuesta a muchos toxicos. Especificamente, los ensayos de toxicidad con D. magna permiten
determinar la letalidad potencial de sustancias quimicas puras, aguas residuales domésticas e
industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable y agua de poro de
sedimentos, entre otros [23].

Las pruebas de toxicidad con D. magna consisten en exponer a neonatos menores de 24 h de
edad a la muestra 0 compuesto a probar, por un periodo de 48 h. Una vez transcurrido ese
tiempo se cuantifica el namero de organismos inmoviles, lo que permite establecer la

proporcién o porcentaje de mortalidad producida [23].
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1.4 Dureza del agua

Se define como dureza del agua, a la capacidad que tienen los cationes presentes en la muestra
para desplazar a los iones sodio o potasio de los jabones y formar productos insolubles, que
son los que causan la formacion de “costras” en los sanitarios utilizados en la higiene personal
[24, 25]. Debido a que en el agua los iones calcio y magnesio son superiores a cualquier otro
ion metélico que pudiera estar presente, la dureza se expresa como la concentracion de
carbonato de calcio que equivale a la concentracion total de todos los cationes multivalentes
presentes en la muestra. La determinacion de la dureza es una prueba analitica de gran
importancia que nos proporciona una medida de la calidad del agua potable para uso
domestico e industrial [24].

Segtin el Cédigo Alimentario Argentino (CAA), “Con las denominaciones de Agua potable de
suministro publico y Agua potable de uso domiciliario, se entiende la que es apta para la
alimentacion y uso domeéstico: no debera contener substancias o cuerpos extrafios de origen
bioldgico, orgénico, inorganico o radiactivo en tenores tales que la hagan peligrosa para la
salud. Debera presentar sabor agradable y ser practicamente incolora, inodora, limpida y
transparente. El agua potable de uso domiciliario es el agua proveniente de un suministro
publico, de un pozo o de otra fuente, ubicada en los reservorios o depositos domiciliarios.”

Esta debe tener un valor de dureza (CaCO3) maximo de 400 mg/l [26].

1.4.1 Complejacion con EDTA

Haciendo uso durante los bioensayos de acido etilén-diamino-tetraacético (EDTA), un agente
complejante, se puede determinar si la toxicidad de una muestra se debe a la presencia de
metales pesados. Para esto se afiade a alicuotas de la muestra cantidades crecientes de este
compuesto [24, 27]. Como el EDTA es un agente quelante fuerte, su adicién a las soluciones
de agua produce complejos relativamente no toxicos con muchos metales. El hecho de que el
EDTA elimine la toxicidad producida por metales se debe a que al formar complejos estables,
estos metales dejan de estar en estado libre, disponibles y no pueden ejercer su accion toxica.
El éxito del EDTA depende del pH de la solucion, del tipo y la especiacion del metal, de la
presencia de otros ligandos, y que la afinidad de union que tenga el EDTA con el metal sea

mayor que la afinidad del metal para con los tejidos del organismo. En el caso de aquellos
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metales con los que forma complejos relativamente fuertes, la toxicidad del metal para los
organismos acuaticos es frecuentemente baja [24].

Ya que el EDTA quela el calcio y el magnesio, la eleccion del nivel de EDTA a afadir se
basaba originalmente en la premisa de que primero debia ser quelado todo el calcio y el
magnesio presentes en la muestra antes que lo fueran los metales toxicos. La cantidad de
agente complejante que se requiere para quelar los metales debe ser adecuada, ya que el
EDTA por encima de una cierta concentracion se vuelve toxico. La concentracion toxica de
EDTA para un determinado efluente probablemente no sea la misma concentracion que va a
producir la toxicidad en un efluente. La toxicidad producida por metales no va a ser eliminada
con aquellos niveles de EDTA que se encuentren por debajo de un determinado valor, en el
rango medio de adiciones la toxicidad por metales va a ser eliminada por accion del EDTA y

por encima de ese rango el EDTA sin reaccionar puede resultar toxico por si mismo [27].

1.5 Area de estudio

La ciudad de Santa Rosa posee 103.241 habitantes, de los cuales el 90% se encuentra
conectado al sistema cloacal [28]. El sistema cloacal esta dividido en dos zonas: Norte y Sur
(Figura 1). La planta Norte cuenta con seis piletones: dos anaerdbicos y cuatro aerébicos y se
encuentran a mas de 15 Km de la laguna (Figura 2). La planta Sur cuenta con diez piletones:
cinco anaerdbicos y cinco aerdébicos ubicados a unos 1.000 m de la laguna, con la que se
encuentran unidas por un canal colector que deriva las aguas tratadas del sistema hacia la
laguna. (Figura 2) [29].

La funcion de las plantas de tratamiento es tratar el liquido crudo para su posterior depdsito en
la cuenca del Bajo Giuliani. De este modo se asegura la proteccion epidemiolégica, ya que se
reducen e inactivan los organismos patdgenos presentes en las aguas residuales y al mismo
tiempo se disminuye la carga organica (DBO o DQO) del liquido residual, que puede afectar
el nivel de oxigeno necesario para la vida acuéatica en el cuerpo receptor, preservando asi la

ecologia del lugar [29].
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~| Planta de tratamiento Norte

Planta de tratamiento Sur

Figura 1. Planta de tratamiento Norte y Sur de la ciudad de Santa Rosa

: 4
Figura 2. Izquierda: piletones de la planta Norte. Derecha: piletones de la planta Sur.

La laguna Bajo Giuliani se encuentra en la provincia de La Pampa, a unos 8 Km de la ciudad
de Santa Rosa, en el departamento Capital y se puede acceder a ella a través de la Ruta
Nacional N° 35 y de la Ruta Provincial N° 14 [29]. Esta dividida en tres cuerpos de distinta
extension, dos estdn comunicados a través de un sistema de alcantarillas que pasan por
debajo de la Ruta Nacional N° 35 en direccion norte-sur y el tercer cuerpo se encuentra
separado por la Ruta Provincial N° 14 del segundo cuenco en orientacion este-oeste [29].

La laguna se ve influenciada por la actividad antrdpica de los pobladores que viven a su
alrededor y que desarrollan distintas actividades. A su vez, cuenta con una serie de piletas
facultativas en donde se ha establecido parte del tratamiento integral del sistema cloacal de la
ciudad de Santa Rosa [29].
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El agua que recibe el Bajo Giuliani proviene del escurrimiento de su propia cuenca, del
trasvase por bombeo de la laguna Don Tomas (cuando el nivel de ésta se haya desbordado),
del sistema de desagties pluviales sudeste de la ciudad, de los liquidos cloacales depurados en
las plantas de tratamientos Norte y Sur y ademas, funciona como una zona de descarga de
agua subterranea, captando de esta forma practicamente la totalidad del escurrimiento. En los
ultimos afios el nivel de la laguna Giuliani ha aumentado debido al incremento de la

poblacién, que genera un mayor caudal de liquidos residuales [29].
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2. Objetivos e Hipotesis

2.1. Objetivos

2.1.1. Objetivo

Determinar la toxicidad de los residuos urbanos liquidos de la ciudad de Santa Rosa y la
posible relacion con la presencia de metales pesados.

2.1.2 Objetivos especificos

¢+ Sumar la técnica de quelacion con EDTA a la bateria de bioensayos de toxicidad aguda
ya establecidos en el grupo de trabajo.
¢+ Poner a punto un método estandarizado de quelacion con EDTA para el analisis de

toxicidad por metales pesados.

2.2 Hipotesis

Ante una eventual toxicidad de los residuos urbanos liquidos de la ciudad de Santa Rosa,

podria esperarse que fraccidn de ésta se deba a la presencia de metales pesados.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Materiales, Reactivos y equipos utilizados

3.1.1 Reactivos y Materiales

- EDTA disddico (acido etilen-diamino-tetraacético, sal disddica dihidratada) p.a.
- Sulfato de magnesio heptahidratado p.a.

- Negro de eriocromo T, color Index 203

- Cloruro de sodio p.a.

- Amoniaco 25% p.a.

- Cloruro de amonio p.a.

- Hidroxido de sodio p.a.

- Solucion patrén de calcio Titrisol Merck, ampolla de 1000 mg.

- Solucién patron de magnesio Titrisol Merck, ampolla de 1000 mg
- Agua destilada

- Material volumétrico de vidrio

- Mortero

- Placas multipocillo

- Recipientes de vidrio para cultivo y mantenimiento de Daphnia magna

3.1.2 Equipos de Laboratorio

- Balanza analitica, Adventurer, Ohaus.
- pHmetro, Denver Instrument

- Agitador magnético

- Camaras de cria: temperatura 21 + 2 °C, 16:8 horas luz/oscuridad.
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3.2 Métodos

3.2.1 Muestreo

El muestreo se realizo en el canal a cielo abierto que transporta los liquidos hacia el bajo
Giuliani (ver descripcion en area de estudio en la introduccion) ubicado a 8 Km de la ciudad
de Santa Rosa. Las muestras se recogieron en envases de polietileno y se conservaron sin el
agregado de ningun tipo de aditivo. Las muestras a utilizar inmediatamente se conservaron a
menos de 5 °C y las que se apartaron para la repeticion de ensayos a posteriori se conservaron
por debajo de -10 °C.

Se analizaron seis muestras correspondientes al periodo de noviembre de 2013 a octubre de
2014 (especificamente: diciembre 2013, febrero, abril, junio, agosto y octubre de 2014).

3.2.2 Preparacion de soluciones para la titulacion volumétrica

Solucion 0,01 M de EDTA

Se pesaron 3,723 gr de EDTA vy se disolvieron en agua en un vaso de precipitado; se
agregaron 0,12 gr de MgSQ,4.7H,0 p.a. y se llevé a 1.000 ml con agua destilada. La solucién
se almaceno en un envase de vidrio boro silicato.

Valoracion de la solucion: se tomaron 5 ml de la solucion de calcio de 1 gr/l y se titul6 con la
solucion de EDTA.
Se calcul6 el factor de correccion de la solucién de la siguiente forma:

P 12,5
~ Ve

Donde:

- 12,5: volumen tedrico de solucion de EDTA 0,01 M para la titulacion.
- Ve: volumen experimental de la solucién de EDTA 0,01 M empleado.

Solucion buffer pH 10

Se pesaron 6,76 gr de cloruro de amonio, se vertieron en un vaso de precipitado y se agregaron
51 ml de amoniaco, se mezcl6 hasta disolucion. Luego la solucién se llevé a 100 ml con agua
destilada en un matraz aforado.

Mezcla de indicador Negro de Eriocromo T (NET) y cloruro de sodio

Utilizando mortero, se mezclaron 0,5 gr de NET con 100 gr de NaCl hasta obtener una mezcla
fina.
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Solucion patrén de calcio 1 gr/L: 1 ml = 1,00 mg de CaCO3;

Se utiliz6 una ampolla Titrisol Merck de 1000 mg de Ca siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Solucién patrén de magnesio 1 gr/L

Se utiliz6 una ampolla Titrisol Merck de 1000 mg de Mg siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Solucion control de dureza de 83 mg CaCO3;

Se tomaron 25 ml de la solucion patrén de calcio y 5 ml de la solucién patron de magnesio con
pipetas de doble aforo; se vertieron en un matraz aforado de 1.000 ml y se llevo a volumen
con agua destilada; luego se homogeniz6 perfectamente.

3.2.3 Determinacion de dureza por titulacién volumétrica

A través de la titulacion volumétrica se titula todo el calcio y magnesio existente segun el
siguiente esquema (25):

Dureza (mg CaCOg3/L) = [Ca (mg CaCO4/L) + [Mg (mg CaCOs/L)]

- mg Ca/L * 2,497=mg CaCOs/L
- mg Mg/L * 4,118= mg CaCOg3/L
Reemplazando, es:

Dureza (mg CaCOs/L) = 2,497 [Ca (mg/L)] + 4,118 [Mg (mg/L)]

Se tomaron 50 ml de la muestra de efluente y se colocaron en un Erlenmeyer, luego se agrego:
- 1 ml de la solucién buffer pH 10, para elevar el pH a 10,0 £ 0,1

- Una punta de espatula de NET y se agitd hasta lograr un color rojo vinoso uniforme.

Se titulé con una solucion de EDTA 0,01 M hasta obtener un color azul.

La titulacion se considerd valida si finalizd antes de que transcurran 5 minutos, contando
desde la incorporacion del buffer (minimiza la precipitacion del CaCOs3) y el volumen gastado
fue menor de 15 ml.

Célculos y expresién de los resultados

En todos los casos:
- F =factor de correccion de la solucion de EDTA 0,01 M.
- 0,01 = molaridad de la solucion de EDTA utilizada en la titulacion.
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Dureza:
- Se expresa siempre en mg de CaCOs/L, sin decimales, en todo el rango del ensayo y se
calcul6 de la siguiente manera:

Dureza (mg CaC03/I)= Vi (ml)*o,\(]);*(iéoo* *1000 :v1 (1‘1/131)):;:)1000

Donde:

- V1=volumen en ml de EDTA 0,01M gastados en la titulacion de la muestra
- V3= volumen de la muestra (50 ml)

- 100= peso en mol de carbonato de calcio (gr/mol)

3.2.4 Obtencidn de la solucion de EDTA para bioensayos

Se midié la dureza del efluente aplicando el método estandar y se determind de manera
indirecta la concentracion de la solucion de EDTA a usar durante los bioensayos.

La concentracion de EDTA correspondiente al punto final de la titulacion de dureza en la
muestra del efluente es la concentracion de EDTA necesaria para 0,2 ml de EDTA agregados
durante el ensayo, luego por medio de calculos, se obtuvo la concentracion de la nueva
solucion de EDTA para llevar a cabo los bioensayos.

Célculos:

50 ml de muestra de efluente — gastode EDTA=5ml

10 ml de muestra de efluente ——  gastode EDTA (0,01m) = 0,5 ml
0Sm _ 254X —————— 25x0,01M=0,025M
0,2ml

3.2.5 Bioensayos

Los cultivos de D. magna se mantuvieron en peceras de 1 a 3 litros para garantizar el
crecimiento y desarrollo de los individuos. Los organismos se conservaron en un medio con
cantidades adecuadas de MgSO,4, NaHCO3, KCI y CaSO,4 2H,0, 6ptimo para su crecimiento.
El medio se mantuvo con un pH a 7,6-8,0 y aireado permanentemente hasta su uso.

Para la alimentacion de las daphnias se usaron suspensiones algales de Scenedesmus sp. Las
algas se cultivaron en medio Detmer modificado. Los cultivos algares se realizaron siguiendo
las recomendaciones de Castillo Morales G, (2004) [23]. La limpieza se realizd con una pipeta
plastica despuntada que permitié succionar del fondo del recipiente los restos de alimentos y
suciedad presentes. Una vez finalizada la limpieza, se completo al volumen original con medio
de cultivo fresco.

Para asegurar que los neonatos de D. magna no superasen las 24 h de nacidos, el dia previo al
ensayo se extraian todas las crias.
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Procedimiento de la prueba

Previamente a la realizacion del bioensayo, se llevé a cabo un ensayo de referencia o prueba
de sensibilidad para evaluar si los organismos se encontraban en condiciones fisiologicas
Optimas para realizar las pruebas de toxicidad. La sustancia toxica de referencia utilizada fue
el Cr (Cr VI) a partir del K,Cr,05.

Para la realizacion de la prueba, se prepararon distintas diluciones del toxico de referencia, de
manera de tener entre ellas a la concentracion de toxico que produce la muerte en el 50 % de
los individuos expuestos (CLsp). Este intervalo de concentraciones fue definido previamente, a
partir de pruebas preliminares que permitieron generar una carta de control. A partir de los
resultados obtenidos se determina la CLsp promedio para esa sustancia con su correspondiente
desviacion estandar (o). El intervalo de concentraciones comprendido entre el limite superior e
inferior de la desviacion estandar es aquel en el cual varia la respuesta del organismo al toxico
seleccionado.

Para analizar las muestras ambientales, se prepararon diluciones seriadas de la muestra del
efluente (Figura 3), se usaron tubos de ensayo como recipientes de la prueba y a cada uno se le
colocaron 10 ml de cada una de las diluciones, por duplicado. Las diluciones seriadas se
realizaron al 50% y permitieron abarcar un rango de concentracion del 100 al 12,5%. En caso
de que la toxicidad de la muestra lo requiriera se incorporaron mas diluciones. De éste primer
ensayo se obtuvo la toxicidad basal de la muestra. Una vez conocida la toxicidad de base y la
dureza de la muestra se realizaron los ensayos con adicion de EDTA [27]. Para esto se
procedid de igual manera en las diluciones pero a una serie de tubos se les agrego 0,1 ml; a
otra 0,2 ml, y a la tercera 0,4 ml de la solucion de EDTA preparada anteriormente (Figura 4).
Los tubos reposaron durante 2 horas para darle tiempo suficiente al EDTA de complejar los
posibles metales que estuvieran presentes en la muestra. Antes y después de la introduccion
del EDTA se control6 el pH de cada uno de los tubos para asegurarnos de que no haya habido
fluctuaciones.

Al cabo del tiempo de reposo, se introdujeron 5 neonatos a cada tubo, se cubrieron con papel
parafilm y se colocaron ambas gradillas en condiciones controladas de iluminacién y
temperatura por un periodo de 48 h.

Pasadas las 48 h se revisaron los tubos, registrando el nimero de organismos muertos
(carencia de movilidad). Antes de realizar el recuento, los tubos se agitaron en forma circular
para reactivar el movimiento de los organismos gue se posan inmaviles en el fondo.

Para determinar las CLs se aplicd el metodo probit y andlisis de regresion lineal. Para esto se
transformaron los valores de dilucion del efluente (%) a logaritmos y, mediante el uso de
tablas probit, se transformaron los porcentajes de mortalidad en unidades probit. Esta
transformacion linealiza los datos.

Luego, a través de un analisis de regresion lineal, se estimd la CLsy.

Todas las actividades desarrolladas en el laboratorio se resumen y muestran en el diagrama de
flujo (Figura 5), en él se pueden observar todas las operaciones llevadas a cabo en forma
ordenada

21



Diagrama: preparacion de las diluciones
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Figura 3. Procedimiento seguido para la prepara
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muestras. A modo de ejemplo se representa graficamente hasta la dilucién al 25%.

Diagrama: preparacion de la prueba (bioensayo)
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Diagrama de flujo de las actividades
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Figura 5. Diagrama de flujo de las actividades vinculadas al desarrollo del protocolo de
prueba de Daphnia magna.

Adaptado de Castillo Morales G, et al.; 2004. Ensayos toxicoldgicos y Métodos de evaluacion de calidad de
aguas. “Estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones.”
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4. Resultados y Discusion

En las figuras 6, 7, 8, 9, 10, y 11 se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los
efluentes analizados. En base a las ecuaciones de regresion lineal correspondientes a cada una

de las curvas, se calcularon las CLsg que se presentan en la Tabla 1.

CIoacaI A @ Crudo

. 100 . ER. Crudo
X 80 X e EDTA 0,1 ml
=]
3 60 X v @EDTA 0,2 ml
T 40

O T . ' T 1

0 25 50 75 100
Dilucidn (%)
Cloacal A o Crudo

7 W R. Crudo
.‘: 6 \V
g v :/’ EDTA 0,1 ml
S 5 /N
[«
R4 / ®EDTA 0,2 ml
£ 3 X EDTA 0,4 ml

2 T T T T T T 1

1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2
log de la dilucién

Figura 6. Resultados obtenidos para la exposicién de D. magna durante 48 h al efluente cloacal A crudo y a tres

niveles de agregado de EDTA con control positivo (R. Crudo). Se representa Mortalidad (%) en relacion a la
dilucién ensayada y su transformacién a unidades probit.

Cloacal B o Crudo
__ 100 X MW R. Crudo
x
S & L EDTA 0,1 ml
s 60 ‘
2 w0 % ®EDTA 0,2 ml
S 20 ) X EDTA 0,4 ml
2 2
0 T ‘ T T 1
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-g 6
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Figura 7. Resultados obtenidos para la exposicion de D. magna durante 48 h al efluente cloacal B crudo y a tres
niveles de agregado de EDTA con control positivo (R. Crudo). Se representa Mortalidad (%) en relacién a la
dilucion ensayada y su transformacién a unidades probit.
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Figura 8. Resultados obtenidos para la exposicién de D. magna durante 48 h al efluente cloacal C crudo y a tres
niveles de agregado de EDTA con control positivo (R. crudo). Se representa Mortalidad (%) en relacion a la
dilucién ensayada y su transformacién a unidades probit.
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Figura 9. Resultados obtenidos para la exposicidon de D. magna durante 48 h al efluente cloacal D crudo y a tres
niveles de agregado de EDTA con control positivo (R. crudo). Se representa Mortalidad (%) en relacion a la

dilucion ensayada y su transformacion a unidades probit.
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Cloacal E @ Crudo
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=
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Figura 10. Resultados obtenidos para la exposicién de D. magna durante 48 h al efluente cloacal E crudo y a tres
niveles de agregado de EDTA con control positivo (R. crudo). Se representa Mortalidad (%) en relacion a la
dilucion ensayada y su transformacion a unidades probit. Las curvas correspondientes al agregado de 0,1 y 0,2ml
de EDTA se encuentran superpuestas
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. 100 ER. Crudo
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Figura 11. Resultados obtenidos para la exposicion de D. magna durante 48 h al efluente cloacal F crudo y a tres
niveles de agregado de EDTA con control positivo (R. crudo). Se representa Mortalidad (%) en relacion a la
dilucién ensayada y su transformacién a unidades probit.
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Efluente Crudo EDTA 0,1 ml |EDTAO0,2ml |[EDTA 0,4 ml
Re. Test Media +
Muestra| Crudo crudo SD CL50 | A% |CL50| A% | CL50 | A%
73 70,22 71,6£1,96 | 80,29 12 86,6 21 41,9 41
49,16 54,9 52,0+4,0 | 65,26 25 70,6 36 35,3 32
56,8 58,6 57,71,2 58,6 1 - - - -
48,7 56,8 52,7+5,7 53,5 1 71,3 35 35,02 | 33
43,9 47,7 45,8+2,6 46,6 2 37 19 35,3 23
41,18 52,04 46,6+7,6 | 71,65 54 53,6 15 58,6 26

Tabla 1. Valores de CLsp calculadas para cada uno de los efluentes. La CLs, media es el promedio
calculado entre la CLs, de la toxicidad base y su control (Re test base). Con un guion (-) se indica las CLsy que no
pudieron ser calculadas debido a que no se registraron valores de mortalidad intermedios necesarios para poder
aplicar la metodologia probit. A% indica la diferencia porcentual entre la CLsy media y la CLs calculada luego
de la incorporacién de EDTA.

Mmoo |mw| >

En base a las CLsp obtenidas podemos observar que los efluentes cloacales liquidos (crudos)
analizados presentan toxicidades medias (CLsp) entre 45y 71 % (Tabla 1).

La adicion de EDTA generé modificaciones de diferentes magnitudes en la toxicidad de base
de cada uno de los efluentes.

La incorporacion de 0,1 ml de EDTA disminuyé en un 54 % la toxicidad del efluente F, y en
un 25 % la del efluente B. Con respecto a los efluentes A, C, D y E, las disminuciones fueron
menores con una diferencia respecto del test de base del 12, 1.1 y 2 % respectivamente.

El agregado de 0,2 ml de EDTA disminuy6 en un 21, 36, 35 y 15 % la toxicidad de las
muestras A, B, D y F y produjo un aumento en la muestra E del 19%.

La incorporacion de 0,4 ml de EDTA generé en la mayoria de las muestras, A, B, D y E un
incremento de la toxicidad. En la muestra C, no se pudo calcular la CLs debido a la escases de
datos obtenidos durante el bioensayo y en la muestra F se produjo una disminucion de la
toxicidad.

Los valores encontrados en el analisis de las muestras, a través de la incorporacion de los
diferentes niveles de adicion de EDTA muestran que tanto la incorporacion de 0,1 ml y de 0,2
ml de EDTA generan disminuciones con respecto a la toxicidad de base en la mayoria de las
muestras analizadas, lo que indicaria que el nivel agregado de EDTA es suficiente para
complejar el calcio y el magnesio, causantes de la dureza de la muestra, como asi también los
metales presentes, por lo que dejarian de estar en estado libre y no podrian ejercer su accion
toxica. Podemos observar que las disminuciones mas importantes se alcanzan con el agregado
de 0,2 ml de EDTA.
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En el caso de la adicion de 0,4 ml de complejante los resultados muestran aumentos de la
toxicidad en la mayoria de las muestras analizadas, lo que posiblemente se deba a la propia
toxicidad del EDTA, por lo cual, seria importante ajustar el nivel de EDTA requerido para
eliminar la toxicidad por metales, ya que el exceso del mismo se vuelve toxico cuando esta
presente por encima de una cierta concentracion [27]. La CLsy para Daphnia magna en
condiciones estaticas es 625 mg/L para 24 h [30], un valor mayor a los utilizados en los
ensayos de este trabajo. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que este valor corresponde
a la exposicion unicamente a EDTA vy, en caso de este trabajo, la incorporacion de EDTA se
realiz6 a una mezcla compleja, donde la toxicidad del excedente de EDTA también puede

resultar incrementada como resultado de la interaccion con todos los demas componentes [27].
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5. Conclusiones

La metodologia usada en este trabajo es una herramienta sumamente aplicable para determinar
en qué medida los metales inciden en la toxicidad basal de las muestras cloacales sin
determinar la concentracion, ni el tipo de metales presentes. Debido a que no requiere de gran
equipamiento para llevarla a cabo, la técnica es economica y sencilla de aplicar en pequefios

laboratorios.

Cabe recordar, que las muestras analizadas son complejas y heterogéneas en cuanto a su
composicion, por lo que la toxicidad de los metales va a depender de multiples factores, entre
ellos de las interacciones que se produzcan entre éstos y los demas componentes de la muestra.
Por ésta razon la toxicidad asociada a la presencia de metales no puede estimarse solo a partir
de su concentracion ya que se dejarian fuera del analisis la interaccion entre componentes
(sinergismo, potenciacion, antagonismo o neutralizacién). Muchas veces en las mezclas los
efectos toxicos pueden verse a concentraciones en las cuales los compuestos individuales no

generan toxicidad.

A futuro, se espera mejorar la puesta a punto de aspectos técnicos de la metodologia que
aseguren su reproducibilidad. Asimismo, seria Gtil complementar estos ensayos con datos

cuantitativos del contenido de metales de las muestras para asi conocer su poder predictivo.

En base a los resultados obtenidos durante el desarrollo experimental del presente trabajo y
luego del analisis, se concluye que parte de la toxicidad de los residuos urbanos liquidos
(RULes) de la ciudad de Santa Rosa puede atribuirse a la presencia de metales pesados. En
funcién de lo dicho anteriormente también se confirma que la metodologia empleada
(quelacién de metales pesados a través de la adicion de un agente complejante como el
EDTA), sumada a los bioensayos ya estandarizados, es aplicable y util para evaluar en qué
medida la presencia de metales pesados incide en la toxicidad de los RULes.
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