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ANALISIS DE AGUA — EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA CON Artemia
franciscana Kellogg (CRUSTACEA — ANOSTRACA) - METODO DE PRUEBA.

WATER ANALYSIS — ACUTE TOXICITY EVALUATION WITH Artemia franciscana
Kellogg (CRUSTACEA-ANOSTRACA) — TEST METHOD.

1 OBJETIVO

Esta Norma Mexicana establece el método bioldgico para la evaluacion d la calidad del
agua mediante pruebas de toxicidad aguda utilizando Artemia franciscana.

2 CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Mexicana es aplicable para la evaluacion de toxicidad aguda en cuerpos de
agua salobres y marinos, asi como aguas residuales industriales, municipales y agricolas,
lixiviados, sustancias puras o combinadas y extractos acuosos con salinidades mayores a
diez.

3. REFERENCIAS.
NMX-AA-007 Aguas — Determinacion de la temperatura.
NMX-AA-008 Aguas — Determinacion del pH

NMX-AA-087-SCFI Andlisis de agua — Evaluacion de toxicidad aguda con Daphnia
magna. Straus (Crustacea-Cladocera) — Método de prueba.

NOM-053-ECOL  Que establece el procedimiento para llevar a cabo la prueba de
extraccion para determinar los constituyentes que hacen de un
residuo peligroso por su toxicidad al ambiente.

4 DEFINICIONES

Para los propdsitos de esta norma, se establecen las siguientes definiciones:

4.1.  Agua de mar artificial

Es el agua preparada en laboratorio que presenta caracteristicas fisicoquimicas similares al
agua marina.
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4.2.  Artemia franciscana (Kellogg, 1906)

Organismo plancténico que en promedio mide de 8 mm a 12 mm de longitud en etapa
adulta y 35 um en la etapa naupliar. Con 42 cromosomas, de 1 a 3 cromocentro, diploides,
furca con dos 16bulos, con varias setes y constriccion basal. Presenta dimorfismo sexual: el
macho tienen penes con espina; su segundo par de antenas bien desarrolladas, funciona
como oOrgano présil para retener a la hembra; en cada antena lleva una protuberancia
semiesférica; la hembra tiene un saco ovigero en la parte ventral, el cual, visto lateralmente,
es puntiagudo. Generalmente habita en aguas salobres e hipersalinas, cuya concentracion
varia desde 5 g/L hasta 150 g/L. Es una especie originaria del continente americano, (ver
figura 1).

apendices preosiion

FIGURA 1.- Artemia franciscana.

4.3. Clase crustacea

Categoria taxondmica que agrupa a los organismos mandibulados, los cuales presentan
exoesqueleto quitinoso con sales calcareas, por lo que el caparazon a veces es muy duro.
Tiene dos pares de apéndices prebucales que constituyen el primero y segundo par de
antenas; al primer par también se le conoce como aténulas. El segundo par, aunque se
encuentra antes de la boca, en su origen es postoral. Después de la boca, los crustaceos
poseen numerosos pares de apéndices. Con excepcion del primer par de antenas, todos los
apéndices derivan de apéndices birramios. Durante su desarrollo, en general, presentan
metamorfosis y un estado larval llamado “nauplio” (ver inciso 4.12) de tipo muy primitivo.
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4.4. Concentracion letal media (Clsg)

Es la concentracion de una sustancia (pura o combinada) o efluente, que en una prueba de
toxicidad aguda, provoca un efecto letal en 50% de los organismos expuestos durante un
tiempo determinado.

4.5.  Cuerpos de agua.

Son los mares, lagos, lagunas costeras, estuarios, acuiferos, rios y sus efluentes directos o
indirectos, permanentes o intermitentes, presas, cuencas, cauces, canales, embalses,
cenotes, manantiales, y demas depdsitos o corrientes de agua y redes colectoras, con
excepcion de los sistemas de drenajes y alcantarillado urbano y municipal.

4.6.  Cuerpos receptores.

Son todos los mencionados en el inciso 4.5. que reciban directa o indirectamente descargas.
4.7.  Descarga.

Aguas residuales que se vierten directa o indirectamente en algiin cuerpo de agua o sistema
de drenaje y alcantarillado urbano o municipal, incluyéndose los procesos de infiltracion e
inyeccion.

4.8. Efluente.

Es el agua u otro liquido que procede de un embolse, cuenca, proceso o planta de
tratamiento.

4.9. Inmovilidad.

Es la incapacidad de los nauplios (ver inciso 4.12) para presentar algin movimiento
apendicular, después de 10s de observacion mediante la utilizacion de un microscopio
estereoscopico. Este criterio se emplea en esta norma como un indicador de mortalidad de
los organismos.

4.10. Lixiviado.

Es el liquido proveniente de los residuos, el cual se forma por reaccidon, arrastre o
perculacion y que contiene, disueltos o en suspension, componentes que se encuentran en
los mismos residuos.

4.11. Muestra simple o instantanea.
Es la que se toma ininterrumpidamente durante el periodo necesario para completar un

volumen proporcional al caudal, de manera que éste resulte representativo de la descarga de
aguas residuales, medido en el sitio y en el momento del muestreo.
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4.12. Nauplio.

Es la primera etapa de desarrollo de un crustaceo y abarca desde que emerge del huevo
hasta la primera muda. El nauplio recién nacido tiene forma ovoide, mide en promedio 350
um de longitud; su cuerpo muestra tres segmentos cefalicos y una region post mandibular
no segmentada, un ojo naupliar y labrum amplio, debajo del cual se encuentra la boca. En
el primer segmento cefalico lleva un par de antenas llamadas anténulas, colocadas una a
cada lado del ojo naupliar; en el segundo segmento cefalico se ubica el segundo par de
antenas que son apéndices birramios y funcionan como las primeras estructuras de
locomocion; el tercer segmento, lleva las mandibulas que también son birramiadas, (ver
figura 2)

Tjo nauplino

Antéanulas

— GnAalabase

T Mandiaula

b d g,

FIGURM 2.- Mauplino

FIGURA 2. Nauplio
4.13. Orden anostraca.

Categoria taxonOmica que agrupa a organismos sin caparazon, 0jos compuestos
pedunculados, antenas prensibles bien desarrolladas en los machos y reducidas en las
hembras, poseen de 11 a 19 pares de apéndices en el tronco. Sin apéndices postgeneitales.
Rama furcal unisegmentada. Con metamorfosis en su desarrollo. Tienen la capacidad de
tomar huevos resistentes llamados quistes. Las aberturas genitales de hembras y machos se
localizan en un segmento que resulta de la fusion de los segmentos 12 y 13 del tronco. En
la etapa de la reproduccion, la hembra muestra una bolsa de la reproduccion, la hembra
muestra una bolsa de huevecillos (ovisaco), en la cara ventral de los primeros segmentos
postgenitales.
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4.14. Prueba de toxicidad (bioensayos de toxicidad)

Es la exposicion controlada de organismos a sustancias puras o combinadas, lixiviados,
extractos acuosos, aguas residuales industriales, municipales, agricolas y aguas
provenientes de cuerpos de agua, para evaluar su efecto toxico.

4.15. Quiste.

Es un estado de desarrollo embrionario en etapa de gastrula, protegido por una cubierta
constituida por tres estructuras; coridbn, membrana cuticular externa y cuticula embrionaria.
Los quistes tienen una masa de 2,8ug a 4ug. Miden 200pum a 300pm y son de color marrén
claro. Cuando estan deshidratados tienen la apariencia de balones desinflados y al
hidratarse se tornan esféricos.

4.16. Salinidad

Es la cantidad total de materia so6lida, en gramos, disuelta en 1 kg. de solucion acuosa
después de que todos los carbonatos se han convertido en 6xidos, todos los bromuros y
yoduros reemplazados por cloruros y toda la meteria organica se ha oxidado.

4.17. Sedimento

Material particulado o granular que se deposita en el fondo de un cuerpo de agua, sistema
de drenaje y alcantarillado urbano o municipal.

4.18. Sustancia combinada.

Es aquella que se forma por la integracion de dos o mas compuestos en una proporciéon no
mayor al 98% de cualquiera de ellos. Para fines de esta norma las sustancias combinadas
pueden ser de aguas; residuales industriales, municipales y agricolas, lixiviados y extractos
acuosos con salinidades mayores a diez.

4.19. Sustancia pura.

Elemento o conjunto de dos o mas elementos combinados quimicamente, que dan lugar a

un compuesto con pureza no menor al 98%, por ejemplo: dicromato de potasio (K,Cr,0O),
fenol (CH¢-OH), sulfato de zinc (ZnSOy).
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4.20. Tiempo de exposicion.

Es el periodo en el que se someten los organismos a las soluciones de prueba, en un
bioensayo de toxicidad.

4.21. Toxicidad aguda.

Es el efecto letal que se produce después de exponer a los organismos prueba, a sustancias
puras o combinadas una sola vez, durante un periodo corto.

4.22. Toxico.

Es cualquier sustancia pura o combinada que al entrar en contacto con un organismo,
produce dafos estructurales, alteraciones bioquimicas o fisioldgicas o incluso la muerte,
dependiendo de la concentracion y del tiempo de exposicion.

4.23. Toxico de referencia.

Es una sustancia quimica utilizada en bioensayos de toxicidad, cuyo efecto en los
organismos, a determinadas concentraciones, es conocido y por lo tanto permite establecer
el estado de respuesta de los organismos de prueba empleados, asi como comparar los
resultados intra e inter laboratorios. El uso de estos toxico, proporciona también una
evaluacion general de la precision (estabilidad y reproducibilidad del método a través del
tiempo.

5 MUESTREO.

El muestreo tanto de cuerpos de agua como de efluentes industriales, municipales y
agricolas, constituyen una parte integral y fundamental de cualquier programa de monitoreo
de la calidad del agua, pues proporciona bases para la evaluacion de propiedades y efectos
potenciales del agua, sobre los organismos de ecosistema.

5.1.  Muestreo en efluentes industriales, municipales y agricolas, extractos acuosos y
lixiviados.

Se toman muestras compuestas de dos litros (volumen total), en recipientes de plastico
inerte o de vidrio borosilicato, los cuales deben ser llenados completamente y sellados.

El nimero de muestras instantaneas o simples, necesarias para formar una muestra
compuesta depende de las horas en que se opere el proceso generador de la descarga, como
se especifica en la tabla 1.
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TABLA 1 Muestras instantaneas requeridas para formar una muestra compuesta.

Horas por dia en que se opera el| Numero de | Intervalo para la obtencidon de
proceso generador de la descarga. muestras muestras simples.
Minimo Maximo
Hasta 8 h 4 1,0 2,0
Mas de 8 h y hasta 12h 4 2,0 3,0
Mas de 12 y hasta 18h 6 2,0 4,0
Mas de 18h y hasta 24h 6 3,0 3,0

Para determinar el volumen de las muestras instantaneas o simples para la preparacion de
una muestra compuesta, se debe seguir el ejemplo del apéndice n de la Norma Mexicana
NMX-AA-087-SCFI, (ver 3 Referencias).

5.2.  Muestreo en cuerpos de agua.

Se debe establecer una red de muestreo que represente las condiciones del cuerpo receptor,
las muestras deben ser simples y las muestras compuestas de 2L, colectadas en la misma
forma que en el inciso 5.1.

Deben registrarse los parametros fisicoquimicos basicos (salinidad, pH, oxigeno disuelto y
temperatura), anotando las siguientes caracteristicas aparentes:

- Olor

- Color

- Turbiedad

- Presencia o ausencia de burbujas y espuma.

5.3.  Muestreo de lixiviados

el muestreo de lixiviados se debe efectuar en los pozos de monitoreo de los sistemas de
captacion de los mismos, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-053-ECOL, (ver 3
Referencias). Toda muestra debe colectarse en recipientes de plastico inerte o de vidrio
borosilicato; éstos deben ser llenados completamente y sellados. Se deben tomar las
medidas precautorias necesarias utilizado el equipo de seguridad adecuado (guantes de
Latex, mascarillas, lentes protectores y cualquier otro)
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5.4. Muestreo de sedimentos.

El muestreo de sedimentos se lleva a acabo utilizando una draga Ekman o similar, o bien un
nucleador, siempre que se realice en cuerpos de agua cuya profundidad sea igual o mayor a
50 cm. Si el muestreo se efectia a profundidades menores a la anterior, se utiliza una pala
pequefia de acero inoxidable o de plastico inerte.

En cualquiera de los dos casos mencionados, la muestra que se considera para el analisis
corresponde a la lamina superior de sedimento con un espesor de 3 cm y masa humeda
aproximada de 2 Kg.

Al efectuar el muestreo, se recomienda considerar lo siguiente:

- Cuando se realiza el muestreo en sedimentos limosos, se sugiere introducir
lentamente la draga o el nucleador, para evitar remolinos y corrientes que suspendan
el sedimento.

- Si el muestreo se realiza en un sedimento rocoso — arenoso, pueden quedar
atrapadas rocas pequefias entre la mandibulas de la draga, impidiendo el cierre
adecuado de ésta, lo cual conduce a pérdidas de sedimento.

La draga o el nucleador deben lanzarse tantas veces como sea necesario hasta obtener la
cantidad suficiente de sedimento.

- Cuando se utilice la pala pequena de acero inoxidable o de pléstico inerte, se debe
procurar sumergirla en direccion del flujo y, al llegar al fondo, introducirla
lentamente inclinando la pala en un 4ngulo aproximado de 45°.

Posteriormente, arrastrar ésta paralelamente al fondo hasta obtener una cantidad
suficiente. En seguida, se debe elevar la pala en forma casi horizontal (paralela al
fondo) muy lentamente, para evitar pérdida de sedimento.

Para todos los casos anteriores, la muestra colectada para el anélisis se coloca en bolsas de
polietileno incoloras, las cuales deben quedar perfectamente cerradas, con objeto de
proteger la accion de la luz solar.

Este método se basa en la exposicion controlada del crusticeo Artemia franciscana, a
cuerpos de agua salobre o marino, sustancias puras o combinadas, cuya salinidad sea mayor
a diez, para evaluar su efecto toxico.




NOTA 1.-*Reactivo empleado como toxico de referencia.

7.2.

7.2.1.

REACTIVOS Y MATERIALES.
Reactivos (grado analitico)

Acetona (C3H¢O)

Acido borico (H3;BO;)

Acido nitrico (HNOs3)

Agua destilada

Bicarbonato de sodio (NaHCO5)
Bromuro de potasio (KBr)
Cloruro de calcio anhidro (CaCl,)
Cloruro de estroncio (SrCl,.6H,0)
Cloruro de magnesio (MgCl,.6H,0)
Cloruro de potasio (KCI)

Cloruro de sodio (NaCl )

Fluoruro de sodio (NaF)
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Lauril sulfato de sodio (Dodecil sulfato de sodio) (CH3) (CH,) 10CH,OSO;Na*

Sulfato de sodio (NaSO4.10H,0)

Materiales.

De vidrio.

Caja de petri de 60 mm de diametro y 12 mm de alto.

Embudo de separacion de 125 ml.

Matraces aforados (diferentes capacidades)
Matraces Erlenmeyer (diferentes capacidades

Pipetas Pasteur con bulbo.

Pipetas volumétricas (diferentes capacidades)

Vaso de precipitado tipo Griffin de 30ml.

7.2.2. Material biologico.

7.2.2.1. Quistes de artemia franciscana.

Se debe utilizar quistes como un maximo de 10% de humedad y garantizados por el
proveedor. La condicion de humedad debe mantenerse aun después de abierto el recipiente.



7.2.3. Otros materiales.

9

Bolsas de polietileno incoloras
Cubrebocas.

Detergente para uso en laboratorio.
Filtro de membrana de 0,45 pm.
Guantes de latex

Lentes protectores

Mascarillas

Pala pequefia de acero inoxidable o de pléstico inerte.

Propipetas

Recipientes de plastico inerte o de vidrio borosilicato
Soporte universal

Tamiz de luz de malla de nylon de 100um

Tubo o manguera de plastico.

APARATOS Y/O INSTRUMENTOS.

Balanza analitica

Bomba de aire

Centrifuga refrigerada

Congelador

Droga tipo Ekman

Luxometro

Microscopio estereoscopico.
Medidor de pH

Nucleador

Oximetro

Parrilla magnética

Salinémetro, refractometro o Densimetro.
Sistema de control de temperatura.
Termometro.
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PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de agua (simples o instantdneas y compuestas), de lixiviados y de sedimentos,
deben ser almacenadas, cuando se requiera, en el mismo recipiente donde fueron
colectadas.

Las muestras deben mantenerse a una temperatura de 4°C + 2°C desde su colecta, y hasta
36 h y hasta 60 dias posteriores a la fecha de colecta, se deben congelar a no mas de —10°C
para evitar cambios debidos a la actividad microbiana, transformacion quimica y/o pérdida
de sustancias volatiles. Las pruebas de toxicidad realizadas fuera de estas condiciones, no
son validas.



NMX-AA-110-1995-SCFI

Las muestras deben ser preservadas sin producto quimico alguno.

El tiempo cero, en una muestra compuesta, es el tiempo de la toma de la ultima colecta
simple o instantdnea.

10 PROCEDIMIENTO

El 4rea para pruebas de toxicidad debe ser exclusiva, con dimensiones minimas de 6m’ y
control de fotoperiodo (16 h Luz/8 h oscuridad).

10.1. Actividades previas en el laboratorio.

Una vez que se conoce la fecha exacta en la que se debe llevar a cabo el bioensayo, se
deben realizar las siguientes actividades:

10.1.1. Técnicas de eclosion de quistes de Artemia franciscana y obtencion de nauplios.

A un embudo de separacion de 125 ml de capacidad, agregar 100ml de agua de mar
artificial diluida. Establecer las condiciones que se mencionan en la tabla 2. Posteriormente,
adicionar 100mg de quistes.

TABLA 2.- Condiciones para llevar a cabo la eclosion de los quistes.

Parametro Condiciones

Temperatura 27°C £3°C
Luminosidad 1 000 Luxes *
Salinidad 10a12
Oxigeno disuelto No menor al 80% de saturacion
Ph ** 8,5+0,5

NOTA 2. * Luxes se abrevia Lx

NOTA 3 ** En caso necesario ajustar con bicarbonato de sodio.

Aplicar aireacion continua, mediante el uso de una manguera conectada a una bomba de
aire la que, se introduce por la boca del embudo hasta el fondo para que los quistes se
mantengan en movimiento y su distribucion en el agua sea homogénea (ver figura 3).
Procurar que la aireacion sea moderada para no dafiar los quistes.

Exponer el embudo de separacion a una fuente luminosa (luxdémetro) colocada a una
distancia tal que asegure que la iluminacion incidente sea la requerida. Mantener la
iluminacién por lo menos durante 7h.
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Si los quistes se mantienen durante 24h en las condiciones descritas, se obtiene la eficiencia
de eclosion maxima. Posteriormente, suspender la aireacion para que los nauplios se
concentren en el fondo del embudo de separacion; colectarlos en un tamiz de malla de
nylon de 100 um de abertura, abriendo la llave del embudo. Transferirlo a cajas de petri de
60 mm de diametro y 12 mm de alto, donde deben permanecer hasta el inicio de la prueba.

Con la ayuda de una pipeta Pasteur con bulbo, seleccionar los nauplios que presenten
mayor movimiento. Para facilitar esta operacion colocar una fuente luminosa por un lado de
la caja de petri; aquellos nauplios que respondan mas rapidamente al estimulo, son los
indicados para utilizares en las pruebas de toxicidad.

alre
Bomba de & ——— Tubo de plastico

nk It (o
Soportos universal . o | ) _‘F"'Il_llr_,.] ol
separacifn

FIGURA 3.-Equipo para eclosionar los quistes de Artemia franciscana.
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10.2. Lavado de material.

Todos los recipientes que entren en contacto con las muestras, deben lavarse perfectamente
para eliminar residuos potencialmente toxicos a los organismos de prueba, utilizando el
método siguiente:

10.2.1. Lavar el material con detergente para uso en laboratorio y enjuagar dos veces con
agua de llave.

10.2.2. Enjuagar el material con &cido nitrico (HNOs) al 30% para eliminar residuos
metalicos. Enjuagar con agua desionizada y escurrir.

10.2.3. Enjuagar con acetona (CsHgO) para eliminar residuos orgéanicos. Enjuagar con agua
desionizada y dejar secar completamente.

Esta serie de lavados tienen que llevarse a cabo de 24h a 48h antes del bioensayo,
protegiendo el material del polvo y otros factores.

10.2.4. Minutos antes de iniciar el bioensayo, enjuagar con agua de mar artificial los
recipientes que van a contener a los organismos.

10.2.4.1. Preparacion de agua de mar artificial

El uso del agua de mar artificial es necesario para la prueba, ya que, tienen una
composicién quimica conocida y permite resultados reproducibles, su preparacion debe
efectuarse al menos con 72h de anticipacion, cuidando que se efecttie tal y como se indica
en la tabla 3, ya que de ello depende en gran parte la culminacion exitosa de la prueba, (ver
Capitulo 13 Bibliografia inciso 13.13.

TABLA 3.- Preparacion de agua de mar artificial a una salinidad de 35

Solucion A Soluciéon B
Sales Cantidad (g) Sales Cantidad (g)

NaCl 23,90 NaS04.10H,0 9,06
MgCl ,.6H,O 10,83 NaHCO; 0,20
CaCl 5, anhidro 1,15 NaF 0,000 3
SrCl ,.6H,O 0,004 H;BO; 0,002 7
KCl 0,682 Agua destilada 100ml
KBr 0,099

Agua destilada 856 ml

La solucién B se adiciona lentamente a la solucion a, agitando constantemente para lograr
una mezcla homogénea. Después de 24h, filtrar la mezcla utilizando un filtro de membrana
de 0,45 pum.
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Para comprobar la calidad 6ptima del agua de mar artificial, se deben colocar 10 nauplios
en una muestra de 20ml, durante 24h; si al término del plazo no se registra mortalidad, el
agua puede ser utilizada en la prueba.

10.3. Calibracion de aparatos.

Antes de cada prueba, se debe efectuar una calibracién de aparatos (medidores de pH,
oxigeno disuelto y de salinidad).

10.4. Preparacion de extractos acuosos de sedimentos provenientes de ambientes salobres
y marinos.

Homogeneizar la muestra de sedimento colectada, mezclar con agua marina artificial en
una relacion 1:4 (masa/volumen) utilizando un matraz Erlenmeyer. Agitar vigorosamente
durante 30 min utilizando una parrilla magnética. Centrifugar la mezcla a 10 000 r/min
utilizando una centrifuga refrigerada hasta obtener una separaciéon completa de las dos
fases. Utilizar el sobrenadante para analisis.

Repetir el procedimiento las veces necesarias hasta obtener el volumen de muestra
suficiente para el analisis.

10.5. Periodo de prueba.

Cuando la muestra llegue al laboratorio, se deben medir y anotar la salinidad, temperatura y
el pH. Si el anélisis no va a ser efectuado inmediatamente, mantener la muestra como se
indica en el inciso 9 de esta norma, hasta que sea procesada. En caso de que la muestra
llegue congelada al laboratorio, estos parametros se determinan al inicio del bioensayo. La
muestra debe descongelarse a temperatura ambiente.

Las aguas provenientes de efluentes industriales, municipales y agricolas, extractos acuosos
y lixiviados, deben ser evaluadas a partir de una prueba exploratoria y una definitiva
siempre que la salinidad sea igual o mayor que diez; en el andlisis de sustancias puras
solubles en agua se debe utilizar el mismo criterio. Para cuerpos de agua con salinidades
mayores o iguales a diez, se realiza inicamente una prueba definitiva.

10.5.1. Prueba exploratoria en efluentes industriales, municipales y agricolas, extractos
acuosos, lixiviados y sustancias puras.

Esta prueba sirve para determinar si una muestra es téxica o no, y en su caso, permite
definir el intervalo de concentraciones que se deben aplicar en una prueba definitiva. En
este bioensayo se prueban cinco concentraciones de la muestra: 100%, 50%, 25%, 12% y
6%, mas un testigo, siguiendo los lineamientos de la tabla 4 de esta norma.
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TABLA 4.-Condiciones de la prueba exploratoria con Artemia franciscana Kellogg

Tipo de pruéba . Estatica, =zinm rené;ggfﬁn

¥ de La solucidn de pruebas

puracion 1' m“.méh h -
Luminosidad “ EﬂUIILxe; a 1 000 Lﬁ;;;] ]
w Fotoperioda “ 16 h"rﬁ;fa h nscuridad II

JuLumen da Los retiﬁ;;;tes
dea prueba {(vasos 30 mL
de precipitados?}

fvolumen total de cada

concentracidon {agua de mar 20 mL
artificial més mueskral

Edad de Los organismos o 24 h

Maomero de réplicas o 2 o

Mamero de organismos o -
por réplices “ i0

Rireacion en Los "

recipientes prueba Mo

Ague de dilucidn n__ngua e mar artifltlafnu
Temperatura h-_EE‘E + E:E-"-._.m”
ALimentacidn | - Mo )
volumen total de ) o

muestra por prueba ¥F,.5 mL

Volumen total de agua
de mar ertificial por 182,5 mL
prueba (incluyendo
itestigos)

————

Respuesta evaluada “E;muviLiﬂad wifo martalidacd

T

Criteric de aceptacldn de Sobrevivencisa mayor
La prueba o igual de La prurba
a 90 % en testigos

NOTA 4.- * Luxes se abrevia Lx.

10.5.2. Prueba definitiva en efluentes industriales, municipales y agricolas, extractos

acuosos lixiviados y sustancias puras.
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El tiempo de exposicion en la prueba definitiva es mayor que en la exploratorio; por lo
tanto, la mortalidad pude incrementarse al final de la prueba y entonces la Cl 50 no
necesariamente cae dentro del intervalo seleccionado. Debido a esto, al finalizar la prueba
exploratoria se debe observar a los organismos que continlian vivos para determinar, de
acuerdo al estado de afectacion, el intervalo de concentraciones que va a ser usado en la
prueba definitiva.

Para la determinacioén del intervalo que debe ser usado en la prueba definitiva de estas
muestras, se recomienda revisar los ejemplos de apéndice B de la Norma Mexicana NMX-
AA-087-SCFI, (ver 3 Referencias). Para la preparacion de las diferentes diluciones, se debe
contar con medidas de seguridad para evitar entrar en contacto directo con la muestras de
agua residuales. Se recomienda utilizar propipetas, guantes de latex desechables y
cubrebocas.

10.5.2.1. Condiciones para la prueba definitiva.

En la tabla 5 de esta norma se agrupan las condiciones que deben observarse durante una
prueba definitiva en muestras provenientes de efluentes industriales, municipales y
agricolas, extractos acuosos y lixiviados, asi como en cuerpos de agua.

10.5.3. Prueba definitiva en cuerpos de agua.

En esta prueba se deben preparar al menos, cinco concentraciones: 100%, 50%,25%, 12,5%
y 6,25%, mas el testigo, utilizando para ello pipetas volumétricas y matraces aforados de

diferentes capacidades.

NOTA 5.- Es las pruebas definitivas para efluentes y cuerpos de agua, se deben preparar al
menos tres réplicas.
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TABLA 5.- Condiciones de la prueba definitiva con Artemia franciscana Kellogg

Tipn de prueba Estaticn, sin removacién de La
soplucliaon de prueba.

Duracidn —I_ . _lr-B h
— d T
“Luminusidnd 1 00D Lluxes #

Hl'otnpu-r].odn 16 h Luz/B h vsl:ul"ldﬂtl

™ S—

VolLimen de Los
recipientss de prueba A0 mL

{wnasos de precipltados? I

Yolumen total (agua e
mar artificial mis muestral 20 mL

2% h o H

Edad de Los organismos
— T —
Nimero de réplicas

por concentracldn

== S -I
Mamerc de organismos
por réplica
Aireacidtn en Los
recipientes prueba
Agua de dilucidéh Hqun de mar srtificial

—— - v =
Temperaturs 15'c + 20

——r— P

Alimentacidén

Respuesta evaluads H Inmovilidad & 24 hh ¥ &40 h
-
Criterio de aceptabilided sobrevivencia mayor
de Le prueba o Ligual al 80% en
Los testigos
—

NOTA 6.- * Luxes se abrevia Lx.

10.5.4. Evaluacion de sensibilidad

El laboratorio que realice pruebas de toxicidad debe validar la sensibilidad de la cepa de
Artemia franciscana, realizando para ello, pruebas periddicas (se recomienda cada 2
meses), con el toxico de referencia que se establece en el inciso 10.5.5.1. de esta norma.

La sensibilidad del Artemia franciscana se evaltia mediante la determinacion de la CL 5o en
un bioensayo de 48h, aplicando concentraciones establecidas de toxico de referencia. El
método y las condiciones de prueba, deben ser los descritos en la presente norma.
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10.5.5. Téxicos de referencia.
Los toxicos de referencia deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

- Amplio espectro toxico.

- Facilidad de obtencion en forma pura
- Alta solubilidad en agua

- Persistencia y estabilidad en solucion
- Estabilidad en almacenamiento

- Facilidad de cuantificacion

10.5.5.1. El toxico de referencia que se sugiere emplear en esta prueba es el lauril
sulfato de sodio (dodecil sulfato de sodio) [(CH3)(CH,)10CH,OSOsNa], en las siguientes
concentraciones: 2 mg/L, 4mg/L, 8mg/L, 16mg/L y 32mg/L. La Cls, de referencia para este
toxico es de 16,6 mg/L + 3,3 mg/L; el valor obtenido experimentalmente debe quedar
dentro de este intervalo de confianza.

En caso contrario, se recomienda no realizar mas bioensayos con dicha cepa y sustituirla
con una nueva para la prueba, la cual, también debe ser evaluada.

10.5.5.2. El toxico de referencia descrito en esta norma puede ser sustituido por
cualquier otro, siempre y cuando, cumpla con las caracteristicas sefialadas en el inciso
10.5.5. de esta norma, debiendo registrar el valor de CL 5y y el intervalo de confianza
correspondiente.

10.6. Factores de variabilidad.
Algunos de los factores de variabilidad pueden ser:

- Manejo de los nauplios

- Manejo del toxico de referencia

- Lavado de material

- Pureza de los reactivos

- Pericia y consistencia en las realizacion de las pruebas por parte de los analistas.

11 EXPRESION DE RESULTADOS.

Para la obtencion de la CL 5o se recomienda utilizar el Método de Unidades Probabilisticas
“Probit” (ver Capitulo 13 Bibliografia inciso 13.12), el cual evalia la relacion
concentracion — respuesta de un contaminante sobre un organismo, medido en términos de
su CL 59 y su precision o intervalo de confianza de acuerdo a los lineamientos que se
establecen en la Norma Mexicana NMX-AA-087-SCFI, (ver 3 Referencias).
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11.1. Conteo de nauplios

El conteo de nauplios inmdviles debe efectuarse a las 24h y 48h para el calculo de CL 5. Si
se tiene duda sobre la inmovilidad de los organismos, auxiliares de un microscopio
estereoscopico.

11.2. Parametros a evaluar.

Durante la prueba, los parametros fisicoquimicos (pH, temperatura, oxigeno disuelto y
salinidad), se determinan al inicio y al término de la misma.

Para fines de esta norma, el oxigeno disuelto y la salinidad se determinan mediante el
empleo de un oximetro y un salindémetro, densimetro o refractometro respectivamente.

La temperatura y el pH se determinan de acuerdo a la Normas Mexicanas NMX-AA-007 y
NMZ-AA-008, (ver 3 Referencias).

12 INFORME DE LA PRUEBA.

El informe de la prueba incluye especificar los siguientes puntos:

12.1. Cuenca hidrologica.

12.2.  Nombre del cuerpo de agua receptor.

12.3. Si se trata de pruebas en efluentes, indicar

12.3.1. Responsable legal del efluente o descarga.

12.3.2. Si es efluente industrial:

- Razén social de la empresa; direccion, teléfono, que produce; que materias primas
utiliza; horario de operacion.

12.3.3. Si es efluente agricola:

- localizacion, tipo(s) de cultivo(s) y, en su caso, que fertilizante(s) y/o plaguicida(s)
se utiliza(n).

12.3.4. Si es efluente urbano o municipal
- Localizacion, nombre de la ciudad o municipio.

Para los casos descritos en los incisos 12.3.2, 13.3.3. y13.3.4, especificar ademas:



12.4.

12.5

12.6.

12.7.

12.8.

12.9.
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Caudal promedio (m’/dia); caudal promedio durante el muestreo (m’/s); en caso de
contar con sistema de tratamiento, breve descripcion del mismo, localizacion de
punto(s) de muestreo seleccionado(s); método de colecta usado; fecha periodo y
horario de colecta; tiempo transcurrido entre la tltima toma de muestra(s) y el inicio
del anélisis; temperatura de la(s) muestra(s) al recibirse en el laboratorio; datos
fisicoquimicos y observaciones en campo; responsable(s) del muestreo.

Si se trata de pruebas en cuerpos receptores, indicar:

Localizacion de punto(s) de muestreo; método de colecta usado; fecha, periodo y
horario de colecta; tiempo transcurrido entre la Ultima toma de muestra(s) al
recibirse en el laboratorio; datos fisicoquimicos y observaciones en campo;
responsables (s) del muestreo.

Datos a registrar durante la prueba de toxicidad;

Condiciones de almacenamiento y preservacion de la(s) muestra(s); fecha de inicio
y término del andlisis; tipo de prueba realizada (exploratoria y/o definitiva); datos
fisicoquimicos al inicio del analisis (pH, oxigeno disuelto, salinidad, temperatura
del agua) y caracteristicas aparentes (color, olor, turbiedad, presencia o ausencia de
burbujas y espuma); datos fisicoquimicos en las muestras al 100%, diluciones y
testigo a las 24h y 48h de exposicion (pH, oxigeno disuelto, salinidad, temperatura
del agua) concentracion(es) y/o definitiva(s) y la mortalidad o inmovilidad de los
organismos prueba; responsable(s) de la realizacion de la(s) prueba(s) de toxicidad.

Andlisis de resultados.

Tablas y gréfica(s) derivadas de la prueba de toxicidad, asi como, anotaciones de las
observaciones diarias efectuadas en los organismos en cada concentracion,
incluyendo los testigos; indicar los valores de toxicidad obtenidos expresados en CL
so (con su respectivos limites de confianza al 95%) y en unidades de toxicidad,
método estadistico utilizado y discusion de resultados.

Datos adicionales:

Toéxico de referencia utilizado en la prueba de sensibilidad, CL s, obtenida y fecha
de realizacion; responsable(s) de la realizacion de la prueba.

Conclusiones y recomendaciones.

Si se contrata a una empresa consultora, laboratorio, etc., para llevar a cabo los
analisis, indicar razon social, representante legal, direccion y teléfono.
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Esta norma no concuerda con ninguna norma internacional por no existir referencia alguna
al momento e su elaboracion.
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