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Resumen

El desarrollo de las poblaciones, ha traido consigo un incremento en el aporte de
diversos materiales antropogeénicos hacia los cuerpos de agua, causando la mayoria de
las veces efectos adversos en la biota acuatica, desde efectos subletales hasta letales.
Los ensayos bioldgicos son herramientas de diagnostico adecuadas para determinar el
efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones
experimentales especificas y controladas. La norma ISO 5667-16 1998 recomienda
considerar la duracién del periodo de almacenamiento y la eficiencia de los modos de
conservacion, aspectos que dependeran de la naturaleza de la muestra y, en especial,
de su actividad bioldgica. En la norma NOM-001-ECOL-1996 se establecen los limites
que debe contener el agua contaminada, con el objeto de proteger la calidad y
posibilitar los usos del agua. En esta investigacion realizada en los Laboratorios 301 al
303 del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM, se evalua a las cebollas
(Allium cepa L. var. aggregatum) como indicadores para determinar el efecto toxico
agudo de cobre en cinco muestras de agua, como organismo de prueba. El efecto
puede determinarse en forma indirecta, mediante la comparacién de la elongacion de
las raices de cebollas expuestas a los posibles agentes toxicos respecto a un control,
después de un periodo de prueba de 72 horas que fue como se realiz6é en este ensayo.
La cuantificacion del efecto se realizd elaborando un analisis estadistico tipo andeva
(ANOVA, en inglés) para continuar con una prueba de diferenciacion de Tukey-Kramer
estableciendo si existen o no diferencias entre las diferentes muestras, solamente
tomando en cuenta el crecimiento de las raices. Ademas se realiz6 un analisis
cuantitativo por medio de espectrofotometria de absorcion atémica y se realizé un
analisis de DQO para saber el grado de contaminacion organica en las muestras. Entre
los hallazgos obtenidos en el ensayo, las muestras de agua que fueron tomadas del
grifo del Laboratorio 302 de la FQ de la UNAM, asi como del rio, de grifo y del
manantial de una comunidad en el Estado de México denominada Almoloya de las
Granadas y del Lago de Chapultepec no contuvieron niveles por arriba de la
concentracion reportada como peligrosa para la salud de cobre, para agua de rio y

manantial segun la norma pertinente (2 mg/L). El método estadistico empleado dio
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como resultado diferencias significativas solamente al comparar las muestras en
estudio contra la que contenia el toxico de referencia (control negativo). El crecimiento
de las raices de cebollas mostr6 diferencias visibles en cuanto al grado de

contaminacion y pureza de las muestras indicando la bondad de la prueba.

Palabras clave: Compuestos toxicos en aguas superficiales, metodologia de bajo

costo, Allium cepa L. var. aggregatum, cebollas de Cambray
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CAPITULO 1
PROBLEMATICA

En la actualidad hay mas de 1,200 millones de personas en todo el mundo que carecen
de acceso al agua potable. El problema de la escasez del agua se acentua por los
efectos de la contaminacion, producto de la actividad humana. A causa de ella, el
suministro de agua se ve afectado en todo el mundo. Segun la OMS (2013), 25% de la
poblacién humana no tiene acceso a agua potable segura y 40% de los habitantes del
planeta tampoco puede contar con el volumen necesario para la higiene minima. En
relacion con ello se registran al afio entre 5 a 10 millones de muertes relacionadas con
este elemento, donde también interviene la carencia de instalaciones sanitarias
adecuadas (Ricart et al., 2009).

1.1. Introduccién

En la busqueda de sistemas de prueba a corto plazo, los materiales biologicos
representados por las plantas o macrofitas han demostrado ser dutiles en la
investigacién basica, asi como para realizar su seguimiento en diversos medios, y de

este modo ayudar en el estudio de la proteccién ambiental.

Las razones para el uso de este tipo de sistemas en plantas son muchas: Las plantas
son faciles de almacenar y manejar, tienen condiciones cromosémicas controladas, son

de bajo costo y muestran una buena correlacion con otros sistemas de pruebas.

El género Allium’, del que las cebollas son una de las especies mas representativas, es
bien conocido y ha sido utilizado para el estudio de mecanismos basicos, asi como para
evaluar los efectos de las sustancias quimicas. Allium cepa L. var. aggregatum (cebolla
comun, variante conocida como cebollita de Cambray en México) ha sido empleada

como indicador para estudios toxicolégicos, por lo que repetidamente ha sido sugerida

! Reino: Plantae. Angiospermas. Monocotiledéneas. Orden: Asparagales. Familia: Amaryllidaceae. Subfamilia:
Allioideae. Género: Allium L. Especie Allium cepa L. var. aggregatum
14
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como un material de ensayo estandar (Fiskesjo, 1985).

Las muestras recolectadas para este estudio fueron tomadas segun lo sugerido en la
Norma ISO 5667-16 (1998), especificamente en cuanto al transporte, almacenamiento y
tratamiento para su analisis posterior. En caso de ser tratadas las muestras para un
bioensayo esto debe hacerse preferentemente sin demora después de su toma y/o para
evitar cualquier cambio en la composicion inicial a través de reacciones fisicas,

procesos quimicos y bioldgicos. Consultar Anexo1.

En esa norma se presentan especificamente ensayos bioldgicos para muestras de
agua, existen otras normas mexicanas las cuales podrian usarse para analisis de
metales pesados por ejemplo: NMX-AA-051-SCFI-2001, Andlisis de agua -
Determinacion de metales por absorcion atomica en aguas naturales potables,
residuales y residuales tratadas y la Norma Mexicana NMX-AA-014-1980: Cuerpos

receptores: muestreo = Receiver Bodies : sampling.

El bioseguimiento conocido en México como “biomonitoreo” es un conjunto de técnicas
basadas en la reaccion y sensibilidad de distintos organismos vivos a diversas
sustancias contaminantes presentes en el ambiente. Asi, la toxicidad de un compuesto
se mide a través de diferentes parametros bioldgicos, como las alteraciones en el

desarrollo y en funciones vitales, entre otros parametros.

La evaluacion de contaminacion puede realizarse de dos modos:

2 La palabra monitoreo no existe en espafiol. Su equivalente seria seguimiento y es lo que se usara en este
documento

15



* Mediante el estudio de los efectos sobre los organismos indicadores preexistentes en
el ecosistema de interés y
* Mediante la toma de muestras del ambiente de interés y el analisis en el laboratorio

de la presencia de contaminantes sobre organismos indicadores modelo

Estos indices biologicos pueden dar informacion no soélo de las condiciones
momentaneas, sino también de lo sucedido en momentos previos a la toma de las
muestras. Junto con la medicion de parametros fisicos y quimicos, el bioseguimiento
permite evaluar el impacto que la actividad humana tiene en el ambiente, ya sea en
ecosistemas abiertos como en efluentes industriales o cloacales. Pueden realizarse por
una sola vez o repetirse de tiempo en tiempo para dar seguimiento a programas de
control de la contaminacion. También pueden compararse bioseguimientos previos y
posteriores al establecimiento de una fuente de contaminacién. Dado que la cantidad de
contaminantes que acumulan suele correlacionarse positivamente con los niveles de
contaminacion, es posible evaluar las variaciones espaciales y/o temporales de la

contaminacion a partir de mediciones en los organismos.

En este caso, la concentracion de los distintos contaminantes, para este ensayo
(metales pesados) es detectada por cada sistema, expresada en algunos casos como
EC50, concentraciéon media efectiva y como LC50, concentracidn media letal, ambas

siglas en inglés.

En cualquier lugar contaminado con compuestos téxicos que afecten a la salud humana
0 a los ecosistemas, se deben establecer los criterios de depuracion y lo deseable es
que sea con instrumentos técnicos sencillos y poco costosos, especialmente para
comunidades pequefas. Resalta el hecho de que para su ejecucion se deben haber
llevado a cabo estrictos procedimientos de caracterizacion que permitan comprender la
magnitud del pasivo ambiental existente. De esta manera, ha resurgido el interés sobre
técnicas de evaluacion rapida para el seguimiento de la calidad del agua en varios
paises con economias emergentes. En estos métodos se emplean a las comunidades

bioldgicas existentes en un sistema acuatico y se hace énfasis en el bajo costo de los
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procedimientos de investigacion, con un muestreo relativamente reducido y un analisis

mas eficiente de los datos (Lopez-Hernandez y col., 2002; Wang y Freemark, 1994).

En México, se ha incluido a los organismos acuaticos como complemento de los
parametros fisicoquimicos que se utilizaban tradicionalmente para el seguimiento
rutinario de la calidad del agua. En ellos se da particular importancia a los organismos
presentes en ambientes contaminados y toma en cuenta la presencia y la abundancia
de los mismos. Se ha demostrado que los efectos primarios de toxicidad por metales
pesados se producen en las raices de las plantas, como es el caso de este estudio con
Allium cepa L. var. aggregatum, que muestran una menor elongacion después de ser
expuestas a estos elementos en muestras de agua potencialmente contaminadas
(Fiskesjo, 1985). Los sintomas de toxicidad descritos en la literatura para esta
estructura vegetal tienen que ver con un menor crecimiento de la raiz principal por
muerte del meristema apical de la raiz principal, estimulacion de la formacion de raices
secundarias y posterior inhibicion del meristema apical de las raices secundarias

cuando la concentracion de metal supera el limite de tolerancia (Figura 1.1).

Una vez sobrepasados los mecanismos de tolerancia al exceso de un contaminante
especifico acumulado en las raices, la fisiologia general de la planta seria afectada,
produciéndose translocacion excesiva de este elemento al vastago, donde afectaria
negativamente la fotosintesis y otras funciones celulares que resultan en sintomas
visibles de toxicidad, tales como menor desarrollo del vastago, clorosis y enrojecimiento

de las hojas (Lopez-Hernandez y col., 2002).

Por ello, en esta investigacion, para apoyar a una comunidad del estado de México, se
implementara esta metodologia analitica usando plantas de cebolla, conocida en
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México como cebollas de Cambray, Allium cepa L. var. aggregatum, para evaluar los
efectos de un contaminante agregado de manera especifica, una sal de cobre. El
objetivo superior es establecer un método en el cual las comunidades de escasos
recursos cuenten con una herramienta para determinar si el agua de consumo pudiera

estar potencialmente contaminada.

Figura 1.1. Tomada del articulo pionero de Fiskesj6 (1985) sobre el efecto de metales

disueltos en agua en Allium cepa L. var. aggregatum
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Por tanto, de acuerdo con esta problematica, a continuacion se presentan los objetivos

de esta investigacion en particular.

1.2. Objetivos

e Establecer un método por medio del cual las comunidades de escasos recursos
cuenten con una herramienta para determinar si el agua de consumo pudiera
estar potencialmente contaminada.

e Analizar por medio de un método estadisticamente confiable, si existen
diferencias significativas entre las muestras de agua estudiadas con base en el
crecimiento de sus raices.

e Determinar si el método propuesto puede ser empleado para diferentes calidades

de agua.

1.3. Aplicacién y alcances

El presente procedimiento se utilizara para la evaluacion de la toxicidad aguda de cinco
muestras de agua mediante el uso como organismo de prueba de bulbos de cebolla
(Allium cepa L. var. aggregatum), calculando por medio del crecimiento promedio de
sus raices el grado de contaminacion en las muestras de agua. Este método de
evaluacion de la toxicidad, puede emplearse para muestras de cuerpos de agua dulce
tedricamente no contaminados hasta mezclas acuosas complejas, tales como las aguas
residuales industriales (Fiskesjo, 1985) a niveles de concentraciones no letales para el

organismo de prueba.
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CAPITULO 2

PRINCIPIOS

A continuacion se presentan algunas definiciones que seran utiles para realizar el
seguimiento de esta investigacién. Fueron tomadas directamente de Castillo-Morales
(2004).

Agua desionizada.- Es el agua que ha sido tratada para remover los iones en solucién

y que presenta una conductividad menor o igual a 2 ymho/cm (uS/cm o mS/m).

Agua destilada.- Es el agua que ha sido evaporada y condensada en un aparato de

destilacidn de vidrio de borosilicato u otro material, para remover impurezas.

Aguas residuales.- Son las aguas de composicion variada provenientes de las
descargas municipales, industriales, comerciales, agricolas, pecuarias, domésticas en

general o de cualquier otra.

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.- Es toda materia o energia en cualquiera de sus estados fisicos y
formas que al incorporarse o actuar en la atmosfera, agua, suelo, flora, fauna o a

cualquier otro elemento natural, altere o modifique su composicion o condicién natural.

Cuerpos de agua.- Son los mares, lagos, lagunas, estuarios, acuiferos, redes
colectoras con excepcidn de los sistemas de drenaje y alcantarilado urbano o
municipal, rios y sus efluentes directos o indirectos, permanentes o intermitentes,
presas, cuencas, causes, canales, embalses, cenotes, manantiales y demas depdsitos

o corrientes de agua.
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Efecto agudo.- Es aquél que se manifiesta como una respuesta inmediata de un
organismo a un toxico o toxicos a los que ha sido expuesto. Usualmente produce

inhibicién de alguna funcion metabdlica, inmovilidad o muerte.

Ensayo de toxicidad: Determinacién del efecto de un material o mezcla sobre un
grupo de organismos seleccionados bajo condiciones definidas. Mide las proporciones
de organismos afectados (efecto cuantal) o del grado de efecto (graduado) luego de la

exposicion a la muestra.

Normativa®.- Norma Internacional 1ISO 5667-16, 1998*. El criterio de evaluacion de los
resultados de ensayo implica la revision critica de los datos, seguida por un
procesamiento estadistico, que tiene por objeto determinar las relaciones de

concentracion o de dosis/respuesta.

Precision.- Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento analitico se aplica repetidamente a diferentes alicuotas o porciones de

una mezcla homogénea.

Prueba de toxicidad (bioensayo de toxicidad).- Es la exposicion controlada de
organismos o sustancias puras o combinadas y aguas provenientes de cuerpos de

agua, para evaluar su efecto.

® La palabra normatividad es un barbarismo tomado del inglés normativity. La palabra aceptada por el diccionario
de la lengua espafiola es normativa, conjunto de normas. Es interesante mencionar que, para la XXIII edicion del
diccionario de la lengua espafiola, ya estd siendo aceptada (Diccionario de la Real Academia de la Lengua
Espafiola, 2012)

* Proporcionada por 1.Q. Valia Maritza Goytia Leal, Comisién Nacional del Agua, México
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Sustancia pura.- Es el 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 (K2Cr,07), fenol (CgHsOH), sulfato de zinc (ZnSO,).

Tiempo de exposicion.- Es el periodo durante el cual se somete a los organismos de

prueba a las muestras problema en un bioensayo de toxicidad.

Toxicidad.- Es el efecto producido por un téxico o sustancia téxica

Toxicidad aguda.- Es el efecto medido en la reduccién de luz emitida por V. fischeri,
después de ser expuesta a un téxico una sola vez, durante un periodo corto no mayor a

30 minutos.

Toxico.- Es cualquier sustancia pura o combinada que al entrar en contacto con un
organismo produce dafios estructurales o alteraciones bioquimicas o fisioldgicas e

incluso la muerte, dependiendo de la concentracion y del tiempo de exposicion.

Téxico de referencia.- Es la 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 mismos, asi como comparar los
resultados intra e inter laboratorios. El uso de estos tdxicos, proporciona también una
evaluacion general de la precisidon (estabilidad y reproducibilidad) del método a través

del tiempo.

2.1. Resumen del método

En este método de prueba las muestras de agua en estudio se exponen a las raices de
los bulbos de cebolla (Allium cepa L. var. aggregatum), conocidos en México como
“cebollas de Cambray” como organismos de prueba, para determinar el efecto téxico
agudo, cuando se lleva a cabo en presencia de sustancias toxicas, la division celular de

los meristemas radiculares puede inhibirse, ya sea retardando el proceso de mitosis o
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destruyendo las células. Este tipo de alteraciones generalmente impide el crecimiento

normal de la raiz y, por tanto, su elongacion (Figura 2.1).

Figura 2.1. Ubicacion de meristemas radiculares: Los meristemas apicales o primarios
son los responsables de la formacion del cuerpo primario de la planta. Se encuentran

en los apices de raices y tallos, principales y laterales (Anénimo, 2012c)

El efecto puede determinarse en forma indirecta, mediante la comparacion de la
elongaciéon de las raices de cebollas expuestas al toxico con las de cebollas no
expuestas (control), después de un periodo de prueba de 72 h, realizando la
cuantificacion del efecto mediante la longitud promedio de las raices expuestas con

respecto de un control (Castillo-Morales, 2004).

2.2. Indicadores biologicos para aguas contaminadas

Dependiendo del propésito de un estudio, las mediciones en los organismos pueden ser

puntuales, periddicas o continuas y abarcar diferentes escalas geograficas. Se pueden
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hacer mediciones en organismos autdctonos; es decir, organismos propios del sitio,
localidad o regidn de interés o transplantados desde sitios libres de contaminacion o
menos contaminados. Los programas de bioseguimiento tienen enfoques muy variados;
por ejemplo, pueden ser cualitativos, semicuantitativos o cuantitativos. Pueden
realizarse por una sola vez o repetirse de tiempo en tiempo para dar seguimiento a
programas de control de la contaminacion. Pueden utilizarse por si mismos o servir
como complemento de programas de seguimiento instrumental de la calidad del aire y/o
del suelo. Usualmente permiten conocer los patrones de contaminantes atmosféricos,
comparar sitios y ayudar en la identificacion de fuentes contaminantes puntuales,
lineales (carreteras, vias férreas) o de area. Mediante bioseguimiento se pueden
detectar cambios ambientales de corto plazo (semanas o meses), pero usualmente se

aplican en estudios de largo plazo (varios anos) (Castillo-Morales, 2004).

Los organismos mas empleados para realizar el bioseguimiento de ambientes

acuaticos, que estan entre los mas afectados por diversas contaminaciones, son:

Microalgas: dentro de este grupo se destacan las diatomeas, un grupo de algas
unicelulares pertenecientes a la Clase Bacillariophyceae, que poseen un tamafno de
entre 50 y 500 uym (microplancton). Constituyen el grupo mas importante del fitoplancton
debido a que contribuyen con cerca del 90% de la productividad de los sistemas. Se las
considera ideales para bioseguimiento dado que son faciles y rapidas de muestrear en
grandes cantidades y sobre pequenas areas superficiales. Ademas, algunas especies
de este grupo son muy sensibles a los cambios ambientales ya sea en cortos o largos
periodos de tiempo y esto les otorga a las diatomeas gran importancia en la deteccién
de compuestos vertidos ocasionalmente. Otra caracteristica que las hace ideales como
indicadores es que estas algas son particularmente manejables debido a que sus
paredes celulares de silice son dificiles de dafar al ser removidas de los sustratos

naturales o artificiales, y son facilmente cultivables.

Otro grupo importante son los macroinvertebrados bentoénicos: incluyen, por ejemplo,

insectos acuaticos y cangrejos, empleados desde hace mas de 100 afios para estimar
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la calidad de cuerpos de agua. Los macroinvertebrados son utilizados por ser
relativamente abundantes, tienen el tamano suficiente para ser observados con
equipamientos sencillos sin necesidad de microscopios; son muy sensibles a
perturbaciones; tienen un ciclo de vida lo suficientemente largo como para ser
afectados por las condiciones de la calidad del agua; estan relativamente inmdviles;
tienden a formar distintas comunidades que estan asociadas con condiciones fisicas y
quimicas muy particulares; son faciles de recolectar; existen métodos de evaluacion y

conocimiento sobre taxonomia para varias regiones.

Existen también los peces que han sido utilizados como indicadores de la calidad del
agua en diversos paises desde hace tiempo. Los peces son el grupo mas diverso entre
los vertebrados; sin embargo, muchas especies de agua dulce se encuentran
amenazadas por las actividades humanas. Las comunidades de peces son
consideradas como un vector de comunicacion util para sensibilizar al publico y a las
autoridades sobre la necesidad preservar la calidad de rios y lagos. Por ello, su
caracterizacion resulta muy importante porque éstas son reconocidas como una buena
herramienta de ayuda para la toma de decisiones en materia ambiental y como indices
de la calidad del medio acuatico en el mundo, capaces de indicar diversos niveles de
degradacion y de definir el éxito de restauracidén de los ecosistemas acuaticos (Aguilar-
Ibarra, 2005).

En términos practicos se utilizan los conjuntos de especies de peces, en lugar de
comunidades ecoldgicas como los objetos de gestion en rios. Un conjunto de peces es
definido como un grupo de especies en un sector definido independientemente de las
interacciones ecoldgicas que existen entre ellas. En el momento que se demuestra que

hay interacciones ecoldgicas, se puede hablar entonces de una comunidad. De hecho,
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se indica que la integridad bioldgica se analiza mejor a nivel de comunidad o de
conjuntos de especies. Estas entidades ecoldgicas reflejan no solamente los efectos
directos e indirectos de los problemas ambientales cronicos, sino también los impactos
de las perturbaciones episoddicas. Por ejemplo, el restablecimiento de los conjuntos de
peces después de perturbaciones catastroficas a corto plazo (inundaciones, crecidas,
contaminacion puntual) es relativamente rapido. En cambio, una presion constante
sobre el ecosistema, como la agricultura intensa o la contaminacion difusa, puede

cambiar las comunidades bidticas en el largo plazo (Aguilar-lbarra, 2005).

Hay diversos tipos de indicadores de la calidad ecolégica del agua. Sin embargo, su
identificacion taxondmica en algunos casos puede ser dificil, especialmente para
algunos invertebrados. Es por ello que, para este estudio, se llevé a cabo empleando
una planta muy conocida por las personas y de facil obtencion, las cebollas conocidas
como de Cambray, que ya han sido estudiadas a lo largo de muchos afios, tanto desde
el punto de vista de su taxonomia, sus usos, su composicion, producciéon etc., como
para pruebas de toxicidad (Fiskesjo, 1985), por lo que se cuenta con una amplia gama
de conocimientos de la misma y, para esta investigacion, se considera como el
indicador biolégico idéneo para la deteccidén de cobre en las muestras de agua a

analizar.

2.3. Aplicaciones a la contaminacion por metales pesados

La Tabla 2.3 compara los resultados de ensayos de sensibilidad de distintos sistemas

de “biomonitoreo” o seguimiento para metales pesados.

En este caso, la concentracion de los distintos contaminantes (metales pesados) es
detectada por cada sistema, expresada en algunos casos como EC50 (concentracion
media efectiva) y LC50 (concentracion media letal). En otros sistemas no se utilizan

valores de EC50 o LC50, sino que se determinan parametros propios, como por
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ejemplo, las alteraciones o aberraciones en el ADN del organismo bioindicador (por

ejemplo, los ensayos en cebolla).

Otros organismos utilizados como “biomonitores” (bioacumuladores) de contaminantes
atmosféricos son los musgos vy los liquenes, conocido en México como heno o paxtle®,
para bioseguimiento de metales pesados e hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAP

(PAHSs en inglés) aerotransportados.

Tabla 2.3. Ensayos empleando bioindicadores de diferente naturaleza (Segretin, 2002)

Ensayo Parametro Concentracion de metales pesados, EC50 o LC50,
empleado evaluado para cada metal evaluado

Cu(ll), Cd(Il, Pb(ll), Ni(ll), Zn(ll),
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

Ensayos con cultivos celulares, bacterias, invertebrados, peces y mamiferos

MetPLATE en | EC50 de | 0.2 0.03 10 1 0.1
E. coli actividad

galactosidasa

Microtox EC50 0.6 40.8 ND ND 14.5
Pez LC50 0.02-0.1 | 0.01-2.2 | 0.81-5.4 | 3.4 0.33-1.7
Pimephales

sp.

Invertebrado | EC50 0.02- 0.02-4.7 |3.6-49 |7.6-11 |0.07-5.1

> Paxtle: Palabra nahuatl para una planta epifita de la familia de las bromeli4ceas que cuelga de las ramas de los
arboles, especialmente en los ahuehuetes (Taxodium mexicanum; T. mucronatum), de atl, agua y huehuetl, viejo,
arbol viejo del agua. Es del género Tillandsia usneoides L.; T. recurvata L., de pachtli, malhojo o cierta hierba que
se cria y cuelga de los arboles (Cabrera, 2002)
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Daphnia 0.54
magna (pulga

de agua)

Ensayos con plantas

Ensayo con | Formacion de | >7.94 >5.6 >0.83 ND ND
Allium sp micronucleétidos

(alteracion  del

ADN)
Ensayos en | Menor 0.05 0.001- | 0.5 0.5 6
mutacién y | concentracion 0.01
recombinacion | que genera
conn puntos azules
Arabidopsis
thaliana

ND: No determinado

Algunos autores han documentado correlaciones positivas entre la cantidad de
contaminantes acumulados por estas plantas y los niveles de contaminacion
atmosférica. De manera similar a los musgos y liquenes, Tillandsia obtiene su agua y
los nutrientes disueltos en ella a partir de la atmdsfera, por lo que se les conoce como
“plantas atmosféricas” Un estudio en Brasil mostré que estas plantas acumularon hasta
25 ppm de Hg luego de solo 45 dias de ser transplantada a una zona industrial, 1o que
representa una captacion 300 veces mayor que la registrada en el sitio de origen de la

planta (Zambrano-Garcia, 2006).

Los metales con menor abundancia promedio en las mismas son (<50 ppm: V, Zn, Ba,
Sr, Pb, Li, Ni, Co, Cr, Cu, Sb y Mo), aunque también estan presentes en las particulas
grandes de polvos naturales, que suelen ser mayoritariamente transportados en
particulas mas pequefas (<2.5 ppm), mas propias de emisiones industriales y

vehiculares y de la quema de desechos agricolas y los incendios forestales. No
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obstante que algunos de estos metales cumplen funciones bioldgicas definidas (Cr, Ni,
Co, Cu, Zn, Mo), entre ellos se encuentran aquellos con propiedades moderadamente
toxicas (Co) o toxicas (Cu, Cr, Ni, Zn, Pb) para las plantas, animales y/o seres
humanos, especialmente cuando su acumulacion excede ciertos limites de

concentracion.

Como se menciono con anterioridad aunque el cobre (Cu) es un elemento esencial para
las plantas y animales, ya que cumple diversas funciones en el metabolismo energético
del N y funciones cataliticas, es toxico cuando alcanza concentraciones relativamente

altas (Zambrano-Garcia, 2006).

2.4. Efectos del cobre en el ser humano

Algunas personas que beben agua que contiene cobre en exceso pueden, con la
exposicién a corto plazo, experimentar malestar gastrointestinal y, con exposicion a
largo plazo, puede experimentar dano hepatico o renal. Las personas con enfermedad
de Wilson deben consultar si la cantidad de cobre en el agua supera el llamado “nivel

de accion” (limite aceptado en el agua) (Enciclopedia de la OIT, 2012).

En 1974, el Congreso de los EEUU aprobd la Ley de Agua Potable Segura. Esta ley
requiere que la EPA (U.S. Environmental Protection Agency) determine el nivel de
contaminantes en el agua potable en el que no hay efectos adversos para la salud.
Basandose unicamente en los posibles riesgos y la exposicién durante toda la vida, con
un margen de seguridad adecuado, se denominan objetivos de nivel maximo de
contaminantes (MCLG, en inglés). Los contaminantes son de cualquier tipo, ya sea

fisicos, quimicos, bioldgicos o radiolégicos o cualquier materia en agua.
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El MCLG para el cobre es de 1.3 mg /L o 1.3 ppm. La EPA ha establecido este nivel de
proteccion basadas en la mejor ciencia disponible para evitar posibles problemas de

salud.

Para la mayoria de los contaminantes, la EPA establece una regulacion aplicable
llamada nivel maximo de contaminante (MCL) con base en el MCLG. Sin embargo,
dado que la contaminacién de cobre de agua potable a menudo resulta de la corrosion
de los materiales de fontaneria pertenecientes a los clientes o usuarios de los sistemas
de agua, la EPA establecié una técnica de tratamiento en lugar de un MCL para el
cobre. Una técnica de tratamiento es un procedimiento aplicable o el nivel de
desempenio tecnoldgico que los sistemas de agua que debe asegurar el control de un
contaminante. La regulacion técnica de tratamiento para el cobre requiere de sistemas

de agua para controlar la corrosividad de la misma.

El cobre puede disolverse en el agua principalmente de tubos, pero los accesorios y
grifos (latén), también pueden ser una fuente. La cantidad de cobre en el agua también
depende de los tipos y cantidades de minerales en el agua, el tiempo que el agua se
queda en las tuberias, la cantidad de desgaste en las tuberias, la acidez del agua y su
temperatura (EPA, 2013).

2.5. Efecto del cobre en plantas

Una vez que el cobre esta contenido en el agua puede ser absorbido por las plantas. Se
ha reportado que el cobre produce estrés oxidativo, el cual comienza con la interrupcién
del paso de electrones en el Fotosistema | de la fotosintesis que provoca un dafio
irreversible en la célula (Rueda y col., 2012). Debido a que los eucariontes poseen los
Fotosistemas | y Il, el Fotosistema | esta asociado a las formas de clorofila a, que
absorben a longitudes de onda de 700 nm (P700), mientras que el Fotosistema Il tiene

un centro de reaccion que absorbe a una longitud de onda de 680 nm (P680). Cada uno
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de estos fotosistemas se encuentra asociado a polipéptidos en la membrana tilacoidal y
absorben energia luminosa independientemente. En el Fotosistema |l se produce la
fotdlisis del agua y la liberacion de oxigeno; sin embargo, ambos fotosistemas operan
en serie, transportando electrones, a través de una cadena transportadora de
electrones. Ambos fotosistemas son los responsables de activar la etapa luminosa o
fotoquimica de la fotosintesis y establecer la conversion primaria de la luz en energia
quimica (Anénimo, 2013). De esta manera, al interceptar el paso de electrones en el
Fotosistema [, se interrumpe el ciclo de la fotosintesis evitando que haya produccién de

energia a partir de la luz absorbida.

De manera interna, los iones de cobre en la solucion del suelo en forma de Cu+ o Cu2+
son absorbidos por las raices de las plantas, asi como complejos solubles de cobre. El
Cu es necesario en numerosos procesos bioquimicos tales como las reacciones redox
que generalmente dependen del cambio de valencia del ion. Ademas, también forma
parte de varias enzimas que influencian la fotosintesis y el metabolismo de los

carbohidratos y del nitrégeno.

La mayor parte del cobre en la planta se encuentra en el cloroplasto, correspondiendo
alrededor del 50% a la plastocianina, una proteina no enzimatica, donadora primaria de

electrones del Fotosistema | en la cadena de transporte electrénico de la fotosintesis.

El exceso de cobre produce lesiones en las raices que comienzan en el plasmalema y
terminan con la destruccion de la estructura normal de la membrana; inhibe el
crecimiento radicular y promueve la formacion de numerosas raicillas (secundarias)
cortas y de color pardo. El cobre se acumula en la corteza de las raices y en las
paredes celulares. Se produce clorosis porque el hierro es desplazado de los centros
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fisioloégicos del metabolismo y reemplazado por el cobre. En un mismo ecosistema, las
plantas acuaticas asimilan tres veces mas cobre que las plantas terrestres (Anénimo,
2012b).

A continuacién se muestra en la Tabla 2.4 la dosis letal de diferentes organismos a los
compuestos de cobre. Como comparacion se presentan los limites maximos permitidos
por la normativa mexicana, tanto para agua potable (DOF, 1994) como para agua
residual vertida a cuerpos y bienes nacionales (DOF, 1996), que son relativamente

elevadas cuando se comparan con estos valores.

Tabla 2.4. Toxicidad de cobre en distintos organismos (Anénimo, 2012b)

Seres humanos: 700-2100 ug/g, tejido hepatico seco = letal
Mamiferos:
Ratas DLsp 159 mg/kg, oral (carbonato de Cu)

DLso 140 mg/kg, oral (cloruro de Cu)

DLsp 470 mg/kg, oral (6xido de Cu)

DLso 300 mg/kg, oral (sulfato de Cu)

Organismos acuaticos:

Daphnia DL 0.8 mg/L (18 h) (sulfato de Cu)
Truchas DL 0.8 mg/L (2-3 d) (sulfato de Cu)

Algas cianoficeas 0.03 mg/L, Cu®" = lesiones (sulfato de Cu)
Algas cloroficeas 1.1 mg/L, Cu®* = lesiones (sulfato de Cu)

NOM-127-SSA1-1994 (DOF, 1994) (<2 ppm Cu)
NOM-001-ECOL-1996 (DOF, 1996) (<6 ppm Cu)
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2.6. Situacion actual del agua en México y el mundo

Aunque el agua es muy abundante en la Tierra, es el agua salada contenida en los
mares y océanos, la que se encuentra en un mayor porcentaje, con 97.5%, y solamente
2.5% es de agua dulce que, en realidad, también tiene sales disueltas pero en mucha

menor proporcion.

Una porcion importante se encuentra atrapada en depodsitos subterraneos profundos de
dificil acceso y solamente 0.3% de esta agua dulce se localiza en lugares accesibles
como lagos y rios para ser utilizada por los seres vivos incluyendo el hombre (Figura
2.2).

Figura 2.2. Porcentaje del agua disponible en la superficie del planeta (Semarnat, 2007)

Las aguas subterraneas representan entre 25 y 40%. Hoy en dia, la mitad de las

grandes ciudades de mundo incluyendo la Ciudad de México, dependen de las aguas
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subterraneas, o bien, consumen un gran volumen de las mismas. En muchas
comunidades rurales en las que no se dispone de otra fuente de abastecimiento, las
fuentes subterraneas son todavia una fuente de agua de buena calidad a bajo costo
(Semarnat, 2007).

Cuando el agua contiene materias extrafas como microorganismos, productos
quimicos, residuos industriales o domésticos que alteran sus caracteristicas naturales

se dice que esta contaminada.

Debido a que los rios y lagos frecuentemente se encuentran en las partes bajas de las
cuencas, entonces la calidad del agua va a depender en gran medida de los usos que
se le den a los terrenos que se encuentran alrededor y de los desechos que
directamente tiran las fabricas y los sistemas de drenajes de las ciudades y los pueblos

cercanos.

En México, la evaluacion de la calidad del agua se realiza por medio de la Red Nacional
de Seguimiento, que cuenta con 620 estaciones en rios, lagos, lagunas costeras y
acuiferos (Conagua, 2013). En cada estacidon se cuantifican parametros fisicos,
quimicos y bioldgicos que sirven para evaluar la calidad del agua. Los tres indicadores
mas usados son: la concentracion de coliformes fecales, la demanda bioquimica de
oxigeno y la concentracion de fosfatos y nitratos, ya que todos ellos estan relacionados

con las principales fuentes de contaminacion de las aguas nacionales.

Algunas de las normas asociadas se refieren al analisis de agua, para aguas naturales,
potables, residuales y residuales tratadas. Asimismo, las Normas Mexicanas asociadas
se refieren a los productos quimicos utilizados en la potabilizaciéon del agua para uso y
consumo humano, para fomentar el uso sustentable del agua y la calidad de los

servicios de agua potable, alcantarillado y saneamiento.

Como consecuencia de esto, el abastecimiento de agua se reconoce como uno de los

principales retos que determinara la sustentabilidad de la Ciudad de México. Frente a
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un sistema de abastecimiento que muestra sefales evidentes de degradacion, falta de
inversion, y reduccion de la capacidad, los efectos del cambio climatico requieren ser
evaluados para determinar su impacto y promover las estrategias que permitan

enfrentar el reto.

En los paises en desarrollo, ahora conocidos como de economias emergentes, se da
tratamiento a menos del 10% del agua residual que se produce (Conagua, 2013). A
continuacion se muestra algo de lo realizado sobre esta problematica en México y que

se denomina indicadores de calidad del agua.

2.7. Indicadores de calidad del agua

A principios de los aios setenta del siglo XX, ante la necesidad de encontrar un método
uniforme y consistente para dar a conocer la calidad del agua de manera accesible a la
poblacién, se desarrollé un sistema estimativo de calidad del agua que requirid la
medicion fisica de los parametros de contaminacion del agua y el uso de una escala
estandarizada de medicion para expresar la relacion entre la existencia de varios

contaminantes en el agua y el grado de impacto en los diferentes usos de la misma.

Este sistema se denominé indice de Calidad del Agua (ica) y es un sistema cualitativo
que permite hacer comparaciones de niveles de contaminacion en diferentes areas. El
ica se define como el grado de contaminacion existente en el agua a la fecha de un
muestreo, expresado como un porcentaje de agua pura. Asi, agua altamente
contaminada tendra un ica cercano o igual a 0% y de 100% para el agua en excelentes

condiciones (Semarnat, 2008).
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Este indice consider6 18 parametros para su calculo con distintos “pesos®o
ponderaciones relativos (Wi), segun la importancia que se le concedia a cada uno de

ellos en la evaluacion total (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Indicadores de calidad de agua, ica (Semarnat, 2008)

Parametro Peso (Wi) Parametro Peso (Wi)
Demanda bioquimica de 5.0 Nitrégeno en nitratos 2.0
oxigeno
Oxigeno disuelto 5.0 Alcalinidad 1.0
Coliformes fecales 4.0 Color 1.0
Coliformes totales 3.0 Dureza total 1.0
Sustancias activas al azul de 3.0 Potencial de 1.0
metileno (Detergentes) Hidrégeno (pH)
Conductividad eléctrica 2.0 Sdlidos suspendidos 1.0
Fosfatos totales 2.0 Cloruros 0.5
Grasas y aceites 2.0 Solidos disueltos 0.5
Nitrégeno amoniacal 2.0 Turbiedad 0.5

A lo largo de estas décadas, el crecimiento poblacional y principalmente el crecimiento
industrial ha impactado los cuerpos de agua con sus descargas, las cuales vierten una
serie de contaminantes toxicos, tales como los metales pesados y los compuestos
organicos, que no estaban considerados en el ica, por lo que la evaluacién que se hace

actualmente con dicho indice es parcial y no necesariamente corresponde a la realidad.

Por lo anterior y con el objeto de mejorar el criterio de evaluacion de la calidad del agua,
se ha considerado desarrollar un nuevo indice en sustitucion del ica que permita
considerar la mayoria de las condiciones de las estaciones de medicién de la Red

Nacional de “Monitoreo”.

® Peso versus masa: El peso esté relacionado con la gravedad, mientras que la masa es independiente de ella
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Mientras tanto, para evaluar la calidad del agua se ha decidido utilizar tres parametros
indicadores de la misma, que muestran la influencia antropogénica desde el punto de
vista de la afectacién por la presencia de centros urbanos e industriales que por sus

caracteristicas producen desechos liquidos de calidad diferenciable.

Para ello se ha considerado utilizar la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs), la
demanda quimica de oxigeno (DQO) y los sélidos suspendidos totales (SST). La DBOs
y la DQO se utilizan para determinar la cantidad de materia organica presente en los
cuerpos de agua proveniente principalmente de las descargas de aguas residuales, de

origen municipal y no municipal.

La DBOs determina la cantidad de materia organica biodegradable y la DQO mide la
cantidad total de materia organica. El incremento de la concentracion de estos
parametros incide en la disminucion del contenido de oxigeno disuelto en los cuerpos

de agua con la consecuente afectacion a los ecosistemas acuaticos.

Por otro lado, el aumento de la DQO indica presencia de sustancias provenientes de
descargas no municipales. Su relacidn conocida como de biodegradabilidad,
DBOs/DQO permite definir la pertinencia de usar sistemas biolégicos para su
depuracién 0 <(DBO/DQO)<1.0

Los SST tienen su origen en las aguas residuales y erosion del suelo. El incremento de
los niveles de SST hace que un cuerpo de agua pierda la capacidad de soportar la
diversidad de la vida acuatica. Estos parametros permiten reconocer gradientes que

van desde una condicion relativamente natural o sin influencia de la actividad humana;
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hasta agua que muestra indicios o aportaciones importantes de descargas de aguas
residuales municipales y no municipal, asi como areas con deforestacion severa (véase
en la Tabla 2.5) (Semarnat, 2008).

En Meéxico, solamente cerca del 23% de las aguas residuales son tratadas.
Considerando descargas municipales e industriales, solamente se tratan 36% de aguas
municipales y 15% de las industriales. Tomando en cuenta los incrementos de aguas
municipales e industriales y el numero de plantas de tratamiento de agua se seguira

muy por debajo de las necesidades del pais (Semarnat, 2007).

De esta manera, ha resurgido el interés sobre técnicas de evaluacion rapida para el
seguimiento de la calidad del agua en varios paises en desarrollo. En esos métodos
emplean a las comunidades biologicas existentes en el sistema acuatico y hacen
énfasis en el bajo costo de la investigacion, un muestreo reducido y un analisis mas

eficiente de los datos.

Por tanto, en México se ha optado por la utilizacion de organismos acuaticos como
herramientas en el seguimiento rutinario de la calidad del agua, en ellos se da particular
importancia a los organismos presentes en ambientes contaminados, y toma en cuenta

la presencia y la abundancia de los mismos (Lépez-Hernandez y col., 2002).

Para el caso de las cebollas de Cambray, los sintomas de toxicidad descritos en la
literatura para esta estructura vegetal tienen que ver con un menor crecimiento de la
raiz principal por muerte del meristema apical, estimulacién de la formacién de raices
secundarias y posterior inhibicion del meristema apical de las raices secundarias
cuando la concentracion de metal llega al limite de 5 mg Cu/L para producir inhibicién
(Fiskesj6,1985).
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

3.1. Metodologia en el laboratorio: Equipo y materiales, reactivos y patrones

3.1.1. Equipos y materiales

En este apartado solo se mencionan los equipos y materiales que son relevantes para

el estudio

Refrigerador Marca (American), modelo (CR-03)

Tubos de ensayo de vidrio de 10 cm de largo y 1,5 cm de ancho (Pyrex)
Gradilla o soportes para tubos

Bisturi

Regla para hacer mediciones en cm 0 mm

Pipetas Pasteur

3.1.2. Reactivos y patrones

Se usaron cebollas de Cambray (Allium cepa L. var. aggregatum) de 1.5 cm de
diametro, secos y sin formacion de hojas y/o raiz. Fueron obtenidos en la Central de
Abastos de la Ciudad de México. Canal de Rio Churubusco S/N Esq. Canal de Apatlaco
Col. Cental de Abastos. Los reactivos y soluciones utilizados en la prueba se enlistan a
continuacion. Deben ser tipo grado reactivo analitico marcados por la American
Chemical Society, ACS.
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Medio de crecimiento (opcional)

El medio de crecimiento utilizado para el desarrollo del ensayo se indica en la Tabla 3.1
(Castillo-Morales, 2004). También se puede utilizar agua dura o agua potable de la llave
como medio de crecimiento. En el caso de usar cualquiera de estas opciones, el control
negativo y el agua utilizada para preparar las diluciones de los compuestos quimicos o

las muestras debera ser la misma.

Tabla 3.1. Medio de crecimiento para Allium sp. (Castillo-Morales, 2004)

Masa de sal para disolver en un litro de agua

destilada
Reactivo mg
Ca(N0O3)2.4H,0 236.1
KNO; 202
MgSO,.7H,0 246
KH,PO, 136.1
Fe EDTA.3H,0O 67.6

Tabla 3.1. Medio de crecimiento para Allium sp. (Castillo-Morales, 2004)

Elementos traza

Reactivo mg
MnSQO4 0.55(%)
CuCl, 0.0645(*)
NaMnQO4 0.001(%)
ZnS0, 0.0007(*)
H3BOs3 0.23(%)

(*) Los componentes correspondientes a elementos traza deben ser adicionados a partir
de una soluciéon madre (conocida coloquialmente por la palabra en inglés stock) La
solucion madre preparada de acuerdo con lo indicado se diluye diez veces con agua

destilada, y el pH se ajusta a siete antes de utilizar
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Patrones (Castillo-Morales, 2004)

Sulfato cuprico heptahidratado (CuSO4.7H,0) reactivo analitico de pureza mayor a
99.5%. Generalmente se sugiere el empleo de una serie de cinco concentraciones, un
control negativo y uno o dos controles positivos. Para su preparacion se emplea el
método de diluciébn en forma secuencial aplicando un factor de 0.2 o 0.3. Se
recomienda igualmente utilizar agua dura o agua de la llave para el control negativo, asi
como para la preparacion de las diluciones de la muestra y la preparacién del control
positivo con el téxico de referencia Cu (Il). Previo al montaje de la prueba, los bulbos
deben limpiarse eliminando la epidermis seca y removiendo, con un bisturi o

instrumento punzante, los restos de tejido y raices del area radicular. (Figura 3.1).

Figura 3.1. Cebollas Cambray con raices antes de
limpiarse (Fotografia tomada en el Laboratorio 301,
Edificio E-3, Conjunto E, Facultad de Quimica, UNAM)
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3.2 Interferencias

Temperatura
Pueden provocarse pérdidas importantes de agua en la epidermis del bulbo de cebolla,
ademas de pérdidas del medio de crecimiento debido a la evaporacion y a la absorcion

natural del bulbo de cebolla.

Luz directa
Pueden producirse deterioro en la estructura del bulbo de cebolla. Esta interferencia

puede compensarse en contacto indirecto con temperatura controlada.

Sustancias insolubles en agua
Una contaminaciéon por medio de sustancias insolubles en agua causan restricciones en

el crecimiento de la raiz de las muestras.

Sustancias solubles en agua
Diferentes solventes pueden afectar de manera macroscopica la estructura de los
bulbos de cebolla aunque sus componentes internos no se vean afectados de manera

sustancial.
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3.3. Desarrollo del experimento

El desarrollo del experimento se presenta en la Figura 3.2. En el Anexo 1, se presentan
las especificaciones (recoleccion, transporte, etc.) para la realizacion del método

(Castillo-Morales, 2004), de acuerdo con lo que a continuacion se sefiala.

Limpieza de los bulbos de
cebolla
|
Llenado de los tubos de
ensayo con 20 mL de cada
una de las muestras de

ensayo
[ |
2 I 1
Agua dura o de la llave o Solucion de sulfato Soluciones de prueba
medio de crecimiento 12 clprico, 12 réplicas De preferencia cinco
réplicas concentraciones 12
I réplicas
Incubacion, 72 horas

|
Registro de datos

Figura 3.2. Diagrama de bloques de la metodologia empleada (Castillo-Morales, 2004)

3.3.1. Pruebas iniciales (Chandra y col., 2005; Fiskesjo, 1985; Smaka-Kincl y col.,
1996)

a) El ensayo se inicia con el llenado de los tubos con cada una de las diluciones y

controles. Este llenado deber hacerse hasta el borde del tubo.
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b) A continuacion se colocan los bulbos limpios sobre la boca del tubo, cuidando que la
zona radicular quede inmersa en el liquido.

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

d) Dos veces al dia durante el periodo de prueba se debe restablecer el volumen
perdido por evaporacién o absorcion. Para restablecer este volumen se utiliza la
muestra o dilucién correspondiente. Se recomienda inclinar el bulbo sin sacar las
raices del tubo, adicionando cuidadosamente el volumen con ayuda de una pipeta
Pasteur (Figuras 3.3ay 3.3b).

Figura 3.3a. Bulbos de cebolla inmersos Figura 3.3b. Analisis y registro de

en las muestras de estudio elongacién de raices de cebolla

3.4. Calibracion

Un elemento importante en los programas de control de calidad es contar con
instrumentos confiables. Por ello, debe mantenerse un programa de mantenimiento,

calibracion y verificacion periddica para todos los equipos en uso. Cuando se utilizan
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equipos o instrumentos en los que se requieren soluciones de referencia, pesas u otros
artefactos para su calibracion, es necesario que estos medios de calibracion sean
certificados. En el caso de emplear estandares de referencia, la solucion patrén debe

ser previamente valorada con referencia a una solucién o reactivos certificados.

Establecer de preferencia la sensibilidad de los bulbos a los toxicos de referencia y
registrar mediante la confeccién de una carta control con, por lo menos, veinte pruebas
(ésta no se llevd a cabo en este ensayo). Resultados por encima o por debajo de la

sensibilidad establecida son indicativos de problemas con el material biolégico utilizado.

En este proyecto, se seleccionaron tres concentraciones de cobre para ser estudiadas,

2,10y 26 ppm de Cu(ll), conociendo que:

a) El valor especificado por la EPA como nivel maximo de contaminante es de 1.3 mg/L

o 1.3 ppm de cobre en agua para prevenir cualquier problema de salud,

b) En el articulo de Geirid Fiskesjo (1985) donde se habla de que la concentracion
maxima de sulfato cuprico en contacto con las raices de cebollas es de 5 mg/L para

producir inhibicién completa y

c) El estudio de Araya y col. (2009), en donde se administraron 10mg/L de cobre a
personas se encontraron algunos efectos adversos y se estimé que cuando el agua que
es ingerida por las personas tuviera 16 miligramos de cobre por litro, todos los

individuos sentirian nausea y una proporcion de ellos ademas vomitarian.

Estos datos son importantes porque las aguas que se utilizan para beber en el mundo
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contienen menos de 2 miligramos de cobre por litro, por lo que son seguras para el
consumo humano (DOF, 1994). Pensando en un problema de mayores magnitudes
donde el hombre haya contaminado el agua de suministro para consumo directo se
optd por trabajar con una concentracién de 102 mg/L de sulfato cuprico (25.45 mg de
cobre por litro) para conocer en qué medida pudiera afectar al indicador bioldgico, en

este caso a la raices de cebolla, asi como una de 10 mg/L de Cu(ll) (39.8 mg CuSOy4/L).

En el ensayo con bulbos de cebolla estas soluciones preparadas a partir de sulfato
cuprico pentahidratado, una de ellas considerada como control negativo, utilizaron agua
de la llave de la Ciudad Universitaria, en México D.F. El agua fue tomada de la llave o
grifo directamente, en el Laboratorio 301 del Edificio E-3 Alimentos y Quimica
Ambiental, del Conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM, México D.F. Con ello se

busca conocer las caracteristicas que presentan las cebollas de Cambray.

3.5. Calculos

Medicion

Al término del periodo de exposicion se registra la longitud promedio de las raices, la
cual se lleva a cabo con ayuda de una regla comun con escala en milimetros (Figura
3.4).

Figura 3.4. Medicion de la elongacion de

las raices de los bulbos de cebolla

En la Tabla 3.2 se pone un ejemplo de la manera de tabular los datos de longitud de las

raices de cada réplica con los valores del crecimiento de las raices de los bulbos de

46




Universidad Nacional Autonoma de México

Facultad de Quimica

Facultad de Quimica

cebolla, en condiciones estandar, a partir de ser cosechadas y con ventilacion

abundante.

Tabla 3.2. Medicién de la elongacién de las raices de 80 cebollas en condiciones

estandar (mm). Ejemplo a 72 horas

1 18 17 29 33 22 49 28 65 40
2 20 18 30 34 32 50 24 66 49
3 28 19 20 35 30 51 17 67 33
4 10 20 40 36 20 52 25 68 30
5 16 21 22 37 19 53 34 69 32
6 35 22 35 38 10 54 10 70 16
7 20 23 27 39 23 55 40 71 35
8 20 24 29 40 29 56 35 72 20
9 12 25 17 41 27 57 29 73 35
10 18 26 20 42 10 58 20 74 115
11 28 27 15 43 24 59 27 75 18
12 17 28 29 44 21 60 26 76 25
13 18 29 26 45 15 61 21 77 22
14 32 30 18 46 25 62 22 78 24
15 28 31 14 47 15 63 32 79 21
16 40 32 33 48 14 64 47 80 31

*Promedio final de crecimiento a las 72 horas= 24.78 mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacién fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas
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3.6. Experimentacion

Aguas en estudio

Para la realizacion de este estudio se escogieron diferentes puntos de toma de
muestra, esperando dar un espectro amplio de concentraciones probables para
corroborar la bondad de la metodologia a estudiar. Se tom6é una muestra que se
esperaba tuviera un alto grado de contaminacion en la zona urbana, el Lago de
Chapultepec, el cual se ubica en el Bosque de Chapultepec, 1a seccion, Col. Bosque

de Chapultepec Parque Nacional, Delegacion Miguel Hidalgo, México D.F. (Mapa 3-1).

Con objeto de corroborar la bondad de esta metodologia se tomdé como muestra una

poblacién modelo en donde hubiera agua considerada potable.

En el caso particular de esta investigacion se consider6 a una comunidad llamada
Almoloya de las Granadas en el estado de México (Mapa 3.2), de la que se tomaron
tres fuentes principales: Agua de manantial, agua de un arroyo o riachuelo, también

denominado rio en esta investigacién y agua de la llave o grifo.

Se determind, con base en la informacién que se obtuviera de las muestras de agua,
incluyendo el control negativo, la pertinencia del uso de esta metodologia. Para cada
muestra se necesitaban al menos 12 ensayos con las cebollas Cambray para cumplir
con los parametros establecidos en la metodologia propuesta (ver Figura 3.2) para este

trabajo.
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Mapa 3.1. Lago de Chapultepec en la Ciudad de México
(Coordenadas 19.4239142, -99.1850424). Fuente:

http://www.worldatlaspedia.com/es/lago-de-

chapultepec/lugares_reconditos30/busquedaLibreDetalle-0-6458967
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Mapa 3.2. Mapa del Estado de México con la poblacidon de Tejupilco de Hidalgo que se
encuentra a 20 km de Almoloya de las Granadas, 18° 45°30” de latitud norte 99° 59" 07”
de latitud oeste

(Fuente: http://www.mapascarreteras.com.mx/mex/tejupilco.html)

Se realizaron pruebas preliminares en las que se constatdé que hubo entre 3 y 5 tubos
que tuvieron que ser sacrificados por lo que solamente quedaban entre 7 y 9 de ellos
para la evaluacion. En esa tesitura se pusieron 15 subréplicas para los experimentos

posteriores con dos duplicados, en total 45 cebollas Cambray por cada muestra.
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La nomenclatura para las muestras de agua usadas para probar la metodologia, asi

como la muestra negativa que contiene tres diferentes concentraciones de sulfato

cuprico pentahidratado (alta, media y baja) se muestra a continuacion en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Muestras analizadas en el proyecto

Muestra 1: | Lago de Chapultepec, Ciudad de México

Muestra 2: | Manantial del Edo. de México, comunidad Almoloya de las Granadas

Muestra 3: | Agua de la llave proveniente del Edo. de México, comunidad Almoloya
de las Granadas

Muestra 4: | Arroyo del Edo.de México, comunidad Almoloya de las Granadas

Muestra 5: | Agua de la llave proveniente de CU del Laboratorio 302 del Edificio E-3

del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM

La muestra 1 fue tomada de la parte sur del Lago de Chapultepec, ubicado en el

Bosque de Chapultepec de la Ciudad de México, el dia 26/09/12. Esta muestra fue

elegida debido a que en la ciudad se encuentran pocos lagos o rios que se conserven

en la actualidad, por lo que se optd por analizar esta muestra a raiz de la urbanizacion y

afluencia a este sitio en constate crecimiento. La muestra tenia las siguientes

caracteristicas: una coloracion verde brillante a parda y un pH de 7 medido en campo

con indicadores de papel.

La muestra 2 fue tomada de un manantial de agua en la localidad de Almoloya de las

Granadas en el Estado de México, poblado del municipio de Tejupilco, a una altitud

media de 1,537 m.s.n.m. Cuenta con una poblacion total de 863 habitantes (INEGI
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2013), de los cuales 425 son mujeres y 438 hombres. Cuenta con un total aproximado
de 223 viviendas. Algunos de los atractivos turisticos del municipio son las ferias
patronales de cada poblado, en donde existen corridas de toros, peleas de gallos,
bailes y juegos mecanicos. Tejupilco se encuentra entre los paralelos 184 y1901 de
latitud norte los meridianos 100 00 y 1003 ¢ longitud oeste altitud entre 500 y
2700m. Colinda al norte con los municipios de Luvianos, Zacazonapan, Temascaltepec
y San Simon de Guerrero; al este con los municipios de San Simon de Guerrero,
Texcaltitlan y Sultepec ; al sur con los municipios Sultepec, Amatepec y el Estado de
Guerrero; al oeste con el Estado de Guerrero y el municipio de Luvianos. Ocupa el
3.0% de la superficie del estado. Cuenta con 167 localidades y una poblacién total de
62 547 habitantes.

En la comunidad de Almoloya de las Granadas las personas toman el agua
directamente para beber debido a que la consideran como potable. La toma de muestra
se realiz6 el dia 23 de septiembre del aino 2012. Este sitio de toma de muestra fue
elegido debido a que se considera que es una poblacidn que puede servir como
ejemplo para los usuarios potenciales de la metodologia propuesta en este estudio. La
muestra no presentdé ninguna coloracion, sin presencia de sélidos suspendidos, ni olor.
Emana directamente de la tierra. Tenia un pH de 5.5 medido en campo con indicadores

de papel.

La muestra 3 fue tomada de la tuberia de suministro de la comunidad de Almoloya de
las Granadas, donde la gente usa el agua para realizar sus actividades cotidianas y
también se usa como agua potable, el dia 23 de septiembre del afio 2012. Presentd una
coloracion blanquecina al abrir el grifo (llave) que, después, se torné incolora, inodora,

con un pH de 6 medido en campo con indicadores de papel.
La muestra 4 fue tomada de un riachuelo sin nombre cercano a la comunidad de

Almoloya de las Granadas, donde la gente usa el agua para realizar sus actividades

cotidianas y también se usa como agua potable, el dia 23 de septiembre del afio 2012.
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No presentd ninguna coloracion, ni presencia de solidos suspendidos ni olor. Tenia un

pH de 6 medido en campo con indicadores de papel.

Finalmente, la muestra 5 se tomé de la llave (grifo) del Laboratorio 301 del Edificio E-3
del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM, en la Ciudad Universitaria,
Meéxico D.F. La muestra de agua se tomo el 28 de septiembre del afio 2012. El agua no
presento ninguna coloracién, ni presencia de soélidos suspendidos ni olor, con un pH de

6 medido in situ con indicadores de papel.

A esta ultima, en diferentes fechas se le adicioné sulfato cuprico pentahidratado para
tener tres concentraciones tedricas de 2, 10 y 26 mg Cu (ll) / L. Esta concentracion,
como se menciono arriba, se basa en la suposicion de que si con 10 mg Cu/L ya hay

problemas (Araya y col., 2009), con la ultima habria muchos danos.

Todas las muestras fueron conservadas en una camara de refrigeracion a una

temperatura de 7£2°C aproximadamente.

El dia de inicio de la prueba fue el 28 de septiembre del afio 2012, con una duracién de
72 horas en la cual se hicieron las observaciones en cuanto a la pérdida o absorcién de
agua en los bulbos de cebolla, asi como la longitud de las raices. Es importante
mencionar que el crecimiento de las raices se considera a partir de las primeras 24

horas.

Las cebollas se colocaron en tubos de ensayo de16 X 150mm marca PYREX de 20+1
mL. Se les adicionaron 20 mL de la muestra de agua, cuidando que cada una de las 15

réplicas tuviera el mismo volumen inicial.
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Si, durante las primeras 24 horas a partir del ensayo, hubiere absorcion de agua de las
diferentes muestras por parte de los bulbos, se completaba con la muestra al volumen
inicial. Es importante mencionar que algunos bulbos de cebolla presentaron
caracteristicas de rancidez por lo que fueron retirados del ensayo siendo sustituidos con

otro nuevo.

Otras muestras de cebollas presentaron caracteristicas de podredumbre y, en ese
momento, se eliminaron o suspendieron esas muestras. Estas muestras no fueron

repuestas.

Esta experimentacion se repitid por triplicado, a causa de que algunas de las muestras
presentaron problemas con el crecimiento y resequedad. Las muestras fueron las

mismas que se conservaron en refrigeracion (7+2°C).

3.6.1. Material bioldgico

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

un ambiente con baja humedad, a una temperatura entre 10 y 20 grados Celsius.

Un elemento importante en la elaboracion de las pruebas es el proceso de pelado de
los bulbos. Durante este procedimiento debe evitarse el dano del anillo radicular.
Igualmente, se debe trabajar con un alto numero de réplicas para controlar la
variabilidad de las pruebas. Como se menciond en la seccién anterior, es recomendable
utilizar doce réplicas por muestra con el fin de descartar, por lo menos, dos de los

valores mas extremos. En el caso de que exista un bajo desarrollo radicular en mas de
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dos bulbos del control, se considera que el lote de bulbos tiene problemas y, por tanto,

los resultados no seran validos.

Debido a la susceptibilidad de las muestras a la temperatura, se observé en los
ensayos preliminares que la existencia de equipos con motores que calentaban el aire

ambiente del laboratorio afectaba el experimento.

Por tanto, los experimentos se realizaron en fines de semana para evitar este efecto

negativo.

3.6.2. Contenido de cobre en las muestras en estudio

Para determinar la concentracion de cobre en las muestras, se hizo un analisis por
espectrofotometria de absorcidn atomica, EAA, siguiendo la metodologia estandarizada
en el Laboratorio 302 del Edificio E-3 del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la
UNAM. El equipo es de la marca Perkin ElImer, modelo AAnalyst700 (EEUU).

La curva de calibracién de cobre se hizo con cinco concentraciones, que se muestran a

continuacion:

3 ppm
5 ppm
7 ppm
10 ppm
15 ppm
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En el Anexo 1 se muestran las metodologias seguidas y la curva de calibracion de

cobre.

Esta informacion se compard con los resultados obtenidos con los ensayos biolégicos.

Estas concentraciones fueron elegidas a partir de la premisa de que la muestra que se
esperaba fuera la mas contaminada era la del Lago de Chapultepec. Esta suposicion
se hace debido a que la alimentacién del Lago proviene de la planta de tratamiento de
aguas residuales de Chapultepec y de las pequenas descargas de agua cruda (aguas
negras sin tratar) asi como de los locales comerciales asentados en la periferia,

tomando esta informacion del articulo de Rosiles-Martinez (1998).

3.6.3. Contenido de material oxidable en las muestras en estudio

Con objeto de verificar el contenido de materia organica oxidable en las muestras en
estudio, se realizé la medicion de ella empleando la metodologia estandarizada en el
laboratorio para la demanda quimica de oxigeno, DQO (Ramirez-Burgos y col., 2008).
Como ya se vio en el capitulo anterior esta variable es importante para determinar la

calidad de un agua.

3.7. Andlisis estadisticos

Los datos experimentales fueron realizados por triplicado con sus 15 sub-réplicas de
cada muestra de agua y fueron analizados estadisticamente usando el paquete
computarizado JMP version 7.0.1 2007. Los datos experimentales fueron evaluados
estadisticamente usando analisis de varianza, andeva (ANOVA en inglés) (Segretin,
2002). Cuando se encontraron diferencias significativas se empled el método de Tukey-
Kramer (Abdi y Williams, 2010).
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Concentraciones de cobre y de materia organica oxidable

Facultad de Quimica

Los resultados obtenidos del analisis por espectrofotometria de absrcion atomica (EAA)

para contenido de cobre en las muestras de estudio se presentan en la Tabla 4.1.

Asimismo, se comparan con la normativa mexicana vigente. Finalmente se muestran,

como ejemplo, los datos de una de las muestras de agua usadas como control negativo

con la adicién de sulfato cuprico pentahidratado.

Tabla 4.1. Concentracion de cobre de las muestras de agua

Limite maximo

Meéxico, comunidad Almoloya de

Muestras Concentracion, mg/L

permitido, mg/L
1. Lago de Chapultepec 0.167°2 6.0 **
2. Manantial (Estado de México, 0.103° 2.0*
comunidad Almoloya de Ilas
Granadas)
3. Arroyo (Estado de México, 0.114° 2.0*
comunidad Almoloya de las
Granadas)
4. Agua de la llave (Estado de 0.1592 2.0*
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las Granadas)

5. Agua de la llave proveniente de 0.1562 2.0*
CuU
5a. Agua de la llave proveniente de 22.52 NA

CU adicionada con 102 mg/L
CuS04.5H,0 con un valor tedrico
de 25.45 ppm Cu(ll)

abMuestras estadisticamente diferentes (p<0.05)
*NOM-127-SSA1-1994 (DOF, 1994)
**NOM-001-ECOL-1996 (DOF, 1996)

NA- No aplica

Comparando los valores obtenidos con la NOM-001-ECOL-1996 (Imagen 4.1), que
hace referencia a los limites maximos permisibles de contaminantes metalicos, el
metaloide arsénico y el idn cianuro en las descargas de aguas residuales en aguas y
bienes nacionales, con el objeto de proteger su calidad y posibilitar sus usos y es de
observancia obligatoria para los responsables de dichas descargas (DOF, 1996), puede
verse que, aunque solamente seria aplicable para el agua del Lago de Chapultepec, se
encuentran por debajo de los limites establecidos. Por otro lado, comparando estos
datos con la norma para agua para uso y consumo humano, limites permisibles de
calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion, que es la
NOM-127-SSA1-1994 (DOF, 1994), se ve que la presencia de cobre en ellas no
representa un dafo o alteracién en la salud puesto que todos fueron menores al limite

establecido (2 ppm de Cu).
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Imagen 4.1. Limites maximos permisibles de metales pesados.
NOM-001-ECOL-1996 (DOF, 1996)

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA METALES PESADOS ¥ CIANUROS
PARAME Rios EMBALSES AGUAS COSTERAS SUELO
TROS NATURALES Y
) ARTIFICIALES
{miligra Uso en Uso publico Protec- Uso en Uso pablico | Explotacié | Recreacién | ESTUARIO Uso en HUMEDALE
mos por riego urbano (B) riego urbano (C) n (B) 5 (B) riego s
litro}) agricola cién de vida agricola pesquera, agricela (A) | NATURALES
(&) acudtica (C) (B) navegacid (B)
ny otros
usos (A)
P.M. | P.D P.M P.D P.M P.D P.M | P.D [ P.M P.D PM (P.D |PM P.D P.M |P.D |PM P.D P.M P.D
Arsénico 0.2 0.4 0.1 0.2 0.1 0.2 0.2 |04 (01 0.2, |01 (0.2 |02 |04 |0.1 0.2 |02 0.4 0.1 0.2
Cadmio 0.2 0.4 0.1 0.2 0.1 0.2 0.2 |04 (0.1 0.2 0.1 (0.2 |02 0.4 0.1 0.2 0.05 | 0.1 0.1 0.2
Cianuros 1.0 3.0 1.0 2.0 1.0 2.0 2.0 | 3.0 [1.0 2.0 1.0 [ 2.0 |2.0 3.0 1.0 2.0 2.0 3.0 1.0 2.0
Cobre 4.0 6.0 4.0 6.0 4.0 6.0 4.0 |50 | 4 6.0 4 6.0 | 4.0 6.0 4.0 6.0 |4 6.0 4.0 6.0
Cromo 1 1.5 0.5 1.0 0.5 1.0 1 1.5 [ 0.5 1.0 0.5 | 1.0 1 1.5 0.5 1.0 0.5 1.0 0.5 1.0
L L L

(*) Medidos de manera total.
P.D. = Promedio Diarioc P.M. = Promedio Mensual
(A), (B) y (C): Tipo de Cuerpo Receptor segiin la Ley Federal de Derechos.

N.A. = No es aplicable

Facultad de Quimica

Como se menciond en la metodologia, aunado a estos resultados de contenido de

cobre,

se realizd un analisis del

contenido de materiales disueltos oxidables

quimicamente, parametro conocido como demanda quimica de oxigeno, DQO, para las

diferentes muestras, con el objetivo de conocer el grado de contaminacién por materia

organica de las mismas. La Tabla 4.2 muestra las escalas de clasificacion de la calidad

del agua divulgada por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales de

México, Semarnat. En ella pueden observarse los valores de la DQO.
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Tabla 4.2. Escalas de clasificacion de la calidad del agua

(Fuente: Semarnat, 2008)

Demanda Bioquimica de oxigeno (DBOs)

Excelente
DBOs<3
No contaminada
Buena calidad
3<DBOs< 6| Aguas superficiales con bajo contenido de materia organica Verde
biodegradable
Aceptable
6 <DBOs < Con indicio de contaminacion. Aguas superficiales con Amarill
marillo
30 capacidad de autodepuracion o con descargas de aguas
residuales tratadas biologicamente.
Contaminada
30 < DBOs <
120 Aguas superficiales con descarga de aguas residuales crudas,
principalmente de origen municipal
Fuertemente contaminada
DBOs >120 | Aguas superficiales con fuerte impacto de descargas de aguas
residuales crudas municipales y no municipales
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
Excelente
DQO <10
No contaminada
Buena calidad
10 < DQO =
20 Aguas superficiales con bajo contenido de materia organica Verde
biodegradable y no biodegradable
Aceptable
0<DQO < Con indicio de contaminacioén. Aguas superficiales con Amaril
marillo
40 capacidad de autodepuracién o con descargas de aguas
residuales tratadas bioldégicamente.
40 <DQO = Contaminada
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P
P
MERICD
200 Aguas superficiales con descarga de aguas residuales crudas,
principalmente de origen municipal

Fuertemente contaminada

DQO >200 | Aguas superficiales con fuerte impacto de descargas de aguas

residuales crudas municipales y no municipales

Solidos Suspendidos Totales (SST)

Excelente
SST< 5

Clase de excepcion, muy buena calidad

Buena calidad
25< SST= | Aguas superficiales con bajo contenido de sélidos suspendidos, Vierle
75 generalmente condiciones naturales. Favorece la conservacion
de comunidades acuaticas y el riego agricola irrestricto
Aceptable
75<DQO = Aguas superficiales con indicio de contaminacion. Con Amarillo

150 descargas de aguas residuales tratadas biolégicamente.

Condicién regular para peces. Riego agricola restringido.

Contaminada

150 < DQO Aguas superficiales de mala calidad con descarga de aguas
<400 residuales crudas. Agua con alto contenido de material

suspendido

Fuertemente contaminada

Aguas superficiales con fuerte impacto de descargas de aguas
DQO >400
residuales crudas municipales y no municipales con carga de

contaminante. Mala condicion para peces
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Si se comparan los datos de esta Tabla 4.2 con los obtenidos para las cinco muestras
en estudio puede verse algo interesante. La Tabla 4.3 especifica los niveles de

contaminacion para muestras de agua con diferentes rangos de DQO.

Tabla 4.3. Andlisis de DQO de las muestras en estudio

Muestra Valor DQO (mg/L) Comparacién con
la Tabla 4.2

1. Chapultepec 150 Contaminada

2. Manantial (Edo. de México) 7 Excelente

3. Agua de la llave (Edo. de México) n.d. n.d.

4. Riachuelo (Edo. de México) 33 Aceptable

5. Agua de la llave (Ciudad ND* Excelente

Universitaria)
ND* No detectado (menor del umbral de deteccion del método)

n.d. No determinado

Esta informacion resulta interesante, ya que aunque las muestras no contienen cobre
que excede ninguna norma tienen materia oxidable que deteriora su calidad,

especialmente la del Lago de Chapultepec, como se esperaba.

4.2. Resultados experimentales con las cebollas

4.2.1. Mediciones de longitud de las raices

Los datos experimentales completos se presentan en el Anexo 2 y, a continuacion, se
muestra un resumen de estos resultados asi como en la Figura 4.1 y en la Tabla 4.4 la

comparacion entre las muestras de agua en estudio.

Como puede observarse en la Figura 4.1, los valores promedio de la elongacion de las
raices de las cebollas fueron mayores con la muestra del agua de manantial de la
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comunidad de Almoloya de las Granadas, Estado de México, a las 72 y 48 horas de
exposicion con respecto de las demas muestras, ver Tabla 4.4. Las muestras que
presentaron un valor promedio de elongacion menor fueron las contaminadas con

sulfato cuprico (Tabla 4.4).

Figura 4.1. Resultados experimentales de las cebollas con las muestras de agua

estudiadas
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Tabla 4.4. Promedio de la elongacién de las raices de cebolla (Allium cepa L. var.

aggregatum)

1. Lago de Chapultepec

2. Manantial (Edo. de México)

3. Agua de la llave (Edo. de
México)

4. Riachuelo (Edo. de México)

5. Agua de la llave, Ciudad
Universitaria

5c. Agua de la llave, Ciudad
Universitaria con 102 mg/L
CuS0,4.5H,0 (25.45 mg Cul/L)

Promedio de elongacién de raices de

cebolla (mm) = SD

1 (24 horas)
4.05+2.86
2.88+2.46
3.02+2.49

1.86+1.68
1.73+1.4

2.95+1.95

SD = Desviacion estandar, por sus siglas en inglés

2 (48 horas)
7.82+5.02
10.22+5.9
7.4615.04

7.81+4.92
6.55+4.04

4.42+2.11

3 (72 horas)
15.27+8.46
18.6416.16
16.2418.4

17.22+9.64
15.71+6.93

4.92+2.22

4.2.2. Comparacion entre los datos experimentales del ensayo biolégico con los

contenidos de cobre medidos por espectrometria de absorcion atobmica, EAA

A continuacion, en la Tabla 4.5, se muestran los datos de un ensayo previo con

cebollas de Cambray donde a las concentraciones de cobre de 2 y 10 se observaban

algunos malestares en el ser humano. Araya y col. (2009). Los datos completos se

encuentran en el Anexo 1. Si estos datos se comparan con sus concentraciones

medidas en el EAA, se encuentra lo mostrado en la Tabla 4.6.
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Tabla 4.5. Promedio de la elongacién de las raices de cebolla (Allium cepa var.

aggregatum) en las muestras de agua de la Ciudad Universitaria

Promedio de elongacién de raices de
cebolla (mm) = SD
1 (24 horas) 2 (48 horas) 3 (72 horas)
5. Agua de la llave, Ciudad 1.1+0.30 2.7+1.83 6.10+3.86
Universitaria
5a. Agua de la llave, Ciudad 1.0+0.22 2.0x1.57 3.8+1.73
Universitaria con 1.19 mg/0.6L
CuS0,4.5H,0 (2 mg Cul/L)
5b. Agua de la llave, Ciudad 1.0+0.22 1.4+0.75 2.65+0.74
Universitaria con 5.99 mg/0.6L
CuS0,4.5H,0 (10 mg Cu/L)
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Tabla 4.6. Concentracion de cobre medida en el equipo de espectrometria de
absorcion atdmica, EAA, y el crecimiento de las raices de las cebollas de
Cambray después de 3 dias

Crecimiento promedio de

Muestras Cu (ppm) EAA raices de cebollas (mm) en

72 horas

Agua de la llave (grifo) CU 0.156 6.1+3.86

Agua de la llave (grifo) CU+

1.19 mg/0.6L CuS0O4.5H,0 (2 0.653 3.8+1.73

mg Cu/L)

Agua de la llave (grifo) CU+

5.99 mg/0.6L CuS0O4.5H,0 (10 2.585 2.65+0.74

mg Cu/L)

Estos datos, mostrados de manera grafica indican que si hay correlacién entre la

elongacion de las raices y la concentracion de cobre en el agua (Figura 4.2).

Figura 4.2. Crecimiento final obtenido de raices de cebolla con respecto de las
concentraciones de cobre obtenidas de las mediciones en el equipo de

espectrometria de absorcion atobmica, EAA
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4.3. Analisis estadisticos

Como se menciond en la metodologia, los datos experimentales fueron realizados por
duplicado con sus 15 sub-réplicas de cada muestra de agua y fueron analizados
estadisticamente usando el paquete computarizado JMP version 7.0.1 2007. Se empled
el analisis estadistico llamado de varianza, andeva (ANOVA, en inglés) (Segretin,
2002), seguido del analisis de Tukey-Kramer o test HSD desarrollado por Tukey y
Kramer (por honestly significant difference, en inglés). La prueba de comparacion
multiple de Tukey se utiliza ampliamente en comparaciones por pares entre las medias
de los grupos. Ademas del analisis estandar de la varianza supuesto (ANOVA), el
meétodo de Tukey se deriva bajo la restriccion de que las varianzas de la muestra son
iguales. Por lo tanto, debe basarse cada media muestral en un numero igual de
observaciones (Keselman y Roga, 1978). Posteriormente, con el andeva (ANOVA, en
inglés) y usando como hipotesis que todas las muestras son iguales, se analizaron los
valores obtenidos. Para finalizar, por medio del andlisis de Tukey-Kramer HSD se
dieron a conocer cuales eran las muestras donde existian diferencias significativas en
cuanto al crecimiento de las raices de cebolla comparando cada una de las muestras
de agua entre si, ademas de conocer cuales son relativamente iguales para este
analisis. Para conocer si las muestras presentan diferencias significativas, se realizé un
analisis de varianza de un solo factor para conocer si existia diferencia entre las
muestras de agua que fueron estudiadas (Tabla 4.1). En la Figura 4.3 se indican las
muestras de agua que son diferentes debido al dato obtenido en la F experimental que
dio de 19.93. Después, bajo las mismas condiciones, utilizando como hipétesis que el

tiempo no influye en el crecimiento de las raices, se comprueba que debido al valor de
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F experimental en este caso es de 314.21 el tiempo si es una variante que afecta en

este estudio.

¥ Oneway Anova

¥ Summary of Fit

Rsguare 04755846
Adj Rsquare 0471271
Root Mean Sguare Error 258153
Mean of Response 5264195
Cihseryations (o Sum Wgts) 10
¥ Analysis of Variance

Sum of
Source OF Squares
Agua =1 3105106
Tiempo 2 19577 260
Errar 802 249535095
. Total 809  47EGT 462

¥ Means for Oneway Anova

Leuvel

Agua CL

Agua Llave Edo de Mexico
Chaputtepec

fanartial

Riachuela

Sulfato de Cu

Humber

135
135
135
135
135
133

Mean Square

E Ratiq_

Prob = F

621 .02 ,/19.9342 N =.0001*
9758563 \314 2066 , <=.0001*
~

A3

Mean
5.0000
5.9111
9.0519

10.5852
5.8000
42370

St Error uses a pooled estimate of error variance

¥ Block Means

Tiempo Mean Humber
24 27833 270
48 7.3000 270
72 147093 270

~——

Std Error
0.48038
0.48038
0.48038
0.48038
0.48038
0.48038

Lower 95%
7.0570
7 9682
51089
96422
7.8570
3.2941

Upper 95%
5043
9.854
9.995

11 .528
9743
5180

Figura 4.3. Analisis de varianza, andeva (ANOVA, en inglés)
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A continuacion, se observan en la Figura 4.4 las medias de las diferentes muestras
analizadas y los valores extremos. Puede verse que la muestra que contiene sulfato

cuprico es diferente.

* Oneway Analysis of Longitud By Agua
40

(] (1]
= =

—
=

Longitud
Block Centered

-
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4}___..

=
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All Pairs
Tukey-Kramet
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i)
=

Aqua CU

Edo de Mexico
Chapultepec| -
Manantial| -

Riachuela

Agua Llave

Acua

Figura 4.4. Analisis de medias en las muestras

Utilizando como antecedente el dato obtenido por el analisis de varianza, de que las
muestras de agua son diferentes se buscd conocer si el método de analisis
experimental por medio de cebollas de Cambray puede discernir entre diferentes
calidades de agua o si son iguales, con base en la comparacion de Turkey-Kramer,
realizada por el programa JMP. Se observa que, para las diferencias mayores a
g=2.85663, son significativamente distintas y las que son menores, representan que la
diferencia no es relevante por lo que son iguales o similares.(Figura 4.5). Respecto a
este analisis de Turkey-Kramer en la siguiente seccidén se ve que todas las muestras
analizadas: El agua de manantial, agua del Lago de Chapultepec,el agua de la llave del
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poblado de Almoloya de las Granadas, el agua de riachuelo y el agua de CU son

significativamente distintas con respecto a la muestra que contiene sulfato cuprico

(Figura 4.5).
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4.4. Discusion final

En esta investigacion se estudid un método por el cual las comunidades de escasos
recursos que tengan el interés de conocer si existen contaminantes como los metales
pesados en el agua de consumo tales como cobre, puedan, por medio de la
observacion a partir de las primeras 48 horas, si la longitud de las raices de cebollas es
mayor a 11 mm o 1.1 cm, con base en los datos experimentales, que la presencia de
ellos sea baja, considerando por lo menos 15 réplicas (un total de 15 cebollas de
Cambray) para descartar algunas que se vieran afectadas por factores en el medio
como el calor, la resequedad, etc. Los resultados fueron congruentes en lo que se
refiere a la presencia del cobre. De forma interesante, el contenido elevado de material
oxidable (DQO), como fue el caso del agua del Lago de Chapultepec, que mostraba
claros signos de contaminacidén por materia organica no pudo ser discriminada con este

meétodo ya que la elongacion de las raices no se vio alterada por ello.

La materia prima de este ensayo fueron cebollas de la variedad conocida como de
Cambray. Es importante mencionar que, por cada 100 cebollas, se pagan $30.00
(Treinta pesos mexicanos de 2012-13) (precio de la Central de Abastos, Ciudad de
México 2013). El costo para 15 cebollas seria de $4.50 pesos, lo que puede

considerarse como un bajo costo.

Para aguas que visualmente parecen ser muy limpias, el método si pudo discriminar las
que quimicamente eran mas limpias, ya que la elongacion de las raices de las cebollas
indicaron que la muestra de manantial presenta un mayor rango de crecimiento por sus

caracteristicas de baja contaminacion comparada con otras muestras.
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Debido a que con el método estadistico Tukey-Kramer se encontraron diferencias
significativas entre la muestra de agua contaminada con sulfato cuprico respecto de las
demas por el crecimiento de las raices de las cebollas Cambray, puede decirse que
este método de ensayo para determinar toxicidad aguda puede ser usado como método

presuntivo para determinar contaminacion de agua por presencia de sustancias toxicas.

Finalmente, se considera importante mencionar que la muestra del Lago de
Chapultepec tuvo valores de DQO de 150 mg/L, que indica que esta fuertemente
contaminada (codigo de color naranja), segun la Semarnat (2008). Dado que el Bosque
de Chapultepec y el lago en particular son lugares publicos en donde conviven familias
y, sobre todo, nifos pequenos se recomienda enfatizar en los visitantes la conciencia
del respeto a la naturaleza, invitandolos a reducir la basura al visitar este tipo de lugares
y optar por alternativas mas limpias y no tan costosas para poder conservar este tipo de

ambientes.

La fotografia de la Figura 4.6 es del manantial de Almoloya de las Granadas, que fue la
que tuvo el valor de DQO mas bajo, de 7 mg/L, y que en la clasificacion de la Semarnat
esta considerada como excelente y tiene el codigo de color azul. La marca del plastico
azul que aparece en la fotografia es puesta por los lugarefios para indicar que es el sitio

donde el agua es mas limpia y que las personas vayan a €l a recolectar el agua.
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Figura 4.6. Manantial de Almoloya de las Granadas (Edo. de México). Lugar de toma de

muestra
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados en esta investigacion:

e Establecer un método por medio del cual las comunidades de escasos recursos
cuenten con una herramienta para determinar si el agua de consumo pudiera
estar potencialmente contaminada.

e Analizar por medio de un método estadisticamente confiable, si existen
diferencias significativas entre las muestras de agua estudiadas con base en el
crecimiento de sus raices.

e Determinar si el método propuesto puede ser empleado para diferentes calidades

de agua.

puede concluirse lo siguiente:

El método fue exitoso en indicar para agua con bajo contenido de materia organica
oxidable la presencia de un contaminante especifico, en este caso, cobre divalente.

El andlisis estadistico realizado confirma esta aseveracion.

Cuando se propuso realizar la prueba de demanda quimica de oxigeno, se pensaba
que la elongacion de las raices de las cebollas de Cambray se comportaria
proporcionalmente a esta variable. Sin embargo, esto no ocurrié, ya que no hubo
diferencias significativas entre la elongacion promedio después de 3 dias y los
contenidos de DQO de las muestras en estudio (no detectable, 7, 33, 150). Esto
indicaria que es una limitante del método, ya que aparentemente esta variable no

influye en el crecimiento radicular (Alcocer et al., 1988).
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5.2 Recomendaciones

Se aconseja continuar los experimentos con otras concentraciones de contaminantes
que aparentemente no alteren las caracteristicas visuales del agua para verificar si el

método sigue siendo confiable.

Asimismo, se recomienda seguir estudiando la presencia de contaminantes, medidos
como demanda quimica de oxigeno y como demanda bioquimica de oxigeno, para
corroborar si lo que ocurria con la muestra del Lago de Chapultepec era que contenia
una relacion DBO:DQO > 0.7 lo que la hacia totalmente biodegradable y por ello no

afectoé el desarrollo radicular.
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ANEXOS

ANEXO 1. METODOLOGIAS

A1.1. Recoleccién, preservacion, transporte y almacenamiento de muestras acuosas

(Cadena de custodia)

Este ensayo no utilizé un procedimiento de muestreo conforme a la Norma NOM-014-
SSA1-1993 "Procedimientos Sanitarios para el Muestreo de Agua para Uso y Consumo
Humano en Sistemas de Abastecimiento de Agua Publicos y Privados" o basandose en
alguna otra norma (Anénimo, 2012a), debido a la falta de personal y tiempo para
realizar el muestreo. Sin embargo, para esta primera fase de la investigacion se
considera valido y representativo para cada uno de los lugares donde fueron tomadas

las diferentes muestras.

Se recolectaron aproximadamente 2 litros de agua por muestra para realizar el ensayo
en recipientes de polietileno con tapa perfectamente lavados y enjuagados previamente

en forma reiterada con la propia agua de la muestra a tomar.

Se consideraron otros parametros, como el valor de pH a partir de la toma de muestras
antes de su transporte, protegiendo las muestras contra el riesgos de aumento de

temperatura y contaminacion externa. Se identificaron las muestras transportadas.’

Para el caso de este bioensayo, a partir de la toma de muestras para evitar cualquier
cambio en la composicion inicial a través de reacciones fisicas, procesos quimicos y
biolégicos, el tiempo maximo de almacenamiento no excedié de 24 horas a temperatura
ambiente (25°C como maximo). Se mantuvieron las muestras en la oscuridad para
prevenir el crecimiento de algas. Las muestras no fueron analizadas de manera

continua por lo que se realizaron en diferentes intervalos de tiempo. Se mantuvieron en

" Norma ISO 5667-16 (1988)
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refrigeracion como es recomendado por la Norma ISO 5667-16 1998, dado que el agua
potable y el agua subterranea, en general son menos propensas a reacciones
bioldgicas que las aguas superficiales y las aguas residuales tratadas o crudas.

A1.2. Construccion de la curva patrén

A continuacion se realizé una curva patrén de cobre para determinar la concentraciéon
de cobre en muestras problema usando un equipo de espectrometria de absorcion

atomica.

Analisis de espectrometria de absorcion atdbmica, EAA

Figura A1.1. Curva patron de cobre
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Tabla A 1.1. Concentracidon de cobre en curva patron

Absorbancia | Concentracion
mg/L o ppm
0.0276 3
0.0409 5
0.0535 7
0.071 10
0.1059 15

A1.3. Resultados experimentales de absorcion atdmica

Mediciones de cobre por espectrofotometria de absorcién atomica, EAA

*Muestras tomadas en el Estado de Meéxico, en la comunidad Almoloya de las
Granadas

Figura A1.2. Analisis por espectroscopia de absorcion atomica de las muestras

Tabla A 1.2. Concentracidon de cobre en las muestras

Muestras Concentracion (ppm) +

desviacion estandar

Muestra 1: Lago de Chapultepec 0.167+0.008
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Muestra 2: Manantial* 0.103+0.023
Muestra 3. Agua de la llave* 0.159+0.022
Muestra 4: Arroyo (riachuelo)* 0.114+0.009

Muestra 5: Agua de la llave proveniente de CU 0.165+0.014

*Muestras tomadas en el Estado de México, en la comunidad Almoloya de las

Granadas

A continuacion se elaboré un ensayo con bulbos de cebolla para poder evaluar las
modificaciones que sufre la raiz con concentraciones de un contaminante seleccionado
y que pudieran ser perjudiciales para las personas. Se estudiaron dos soluciones
preparadas con agua de la llave de CU y sulfato cuprico pentahidratado con dos
concentraciones (2ppm y 10 ppm) y un control negativo (25 ppm), buscando conocer

las caracteristicas de la planta usada como indicador biolégico (cebollas de Cambray).

Muestra 5. Agua de la llave de la Ciudad Universitaria (México D.F.)

Agua de la llave (grifo) del Laboratorio 301 del Edificio E-3 del Conjunto E de la
Facultad de Quimica de la UNAM, en la Ciudad Universitaria, México D.F., se tomo el
18/06/13 No se realizd el muestreo conforme a la normativa como se informé al inicio
de este Anexo 1. La muestra tomada tenia las siguientes caracteristicas: No presentd
ninguna coloracion de modo visual, ni presencia de solidos suspendidos ni olor. Tenia
un pH de 6 medido in situ con indicadores de papel. A continuacion se presentan los

resultados obtenidos de las muestras.
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Tabla I. Medicion de la elongacién de las raices de cebollas (mm)

24h 48h 72h Aguadereposicion

Observaciones
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0.9 mL+0.8mL+1.0mL
1.0 mL+0.8mL+0.9mL
0.6 mL+0.6mL+0.5mL
0.4 mL+0.6mL+0.6mL
1.4 mL+0.7mL+1.7mL
0.6 mL+0.8mL+0.7mL
0.5 mL+0.9mL+1.1mL
0.6 mL+0.9mL+0.6mL
0.9 mL+0.7mL+0.8mL
0.7 mL+0.7mL+0.9mL
0.5 mL+0.8mL+0.6mL
1.0 mL+0.6mL+0.6mL
0.6 mL +0.7mL+1.0mL
1.0 mL+0.7mL+1.0mL
0.8 mL+0.7mL+0.7mL
0.8 mL+1.0mL+0.7mL
0.8 mL+0.8mL+1.0mL
0.5 mL+1.0mL+0.8mL
1.0 mL+0.8mL+0.6mL
0.7 mL+0.9mL+0.8mL

Desarrollo medio
Desarrollo medio
Buen desarrollo
Poco desarrollo

Poco desarrollo

Poco desarrollo
Presento6 resequedad
Poco desarrollo

Buen desarrollo
Buen desarrollo
Desarrollo medio
Present6 resequedad
Poco desarrollo

Poco desarrollo
Presento6 resequedad
Desarrollo medio
Poco desarrollo
Desarrollo medio
Poco desarrollo

Present6 resequedad

*Promedio de elongacion a las 72 horas = 6.10£1 mm

*Nota = Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel

2007 con dos cifras significativas
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Muestra 5a. Agua de la llave de la Ciudad Universitaria (México D.F.)+CuS04.5H,0

Agua de la llave (grifo) del Laboratorio 301 del Edificio E-3 del Conjunto E de la

Facultad de Quimica de la UNAM, en la Ciudad Universitaria, México D.F., a la que se

adicionaron 4.71 mg/0.6L (7.85 mg CuSO,/L) de sulfato cuprico pentahidratado, que

corresponde a 2ppm de cobre. La muestra de agua se tomé el 18/06/13. La muestra

tomada, como se menciond arriba, tenia las siguientes caracteristicas: no presento

ninguna coloracion de modo visual, ni presencia de solidos suspendidos ni olor. Tenia

un pH de 6 medido in situ con indicadores de papel. Después de la adicion de la sal de

cobre el pH fue de 6 medido en campo con indicadores de papel.

Tabla Il. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas (mm)

24h 48h 72h Aguadereposicion

Observaciones

1 1 3
2 1 2
3 1 1
4 1 1
5 1 1
6 1 1
7 1 1
8 1 4
9 1 2
10 1 7
11 1 1
12 1 1

6

W W 00 & W N W o W WD

0.7 mL+0.6mL+0.5mL
0.7 mL+1.0mL+0.7mL
0.8 mL+0.7mL+0.6mL
0.4 mL +0.8mL+0.8mL
0.4 mL+0.7mL+1.0mL
0.7 mL+0.5mL+0.7mL
0.9 mL+1.0mL+0.7mL
0.3 mL+0.6mL+0.6mL
0.4 mL+0.6mL+0.8mL
0.4 mL+0.6mL+0.8mL
0.8 mL+0.8mL+0.5mL
0.4 mL+0.8mL+1.0mL

Desarrollo medio
Present6 resequedad
Poco desarrollo
Presento6 resequedad
Desarrollo medio
Present6 resequedad
Presento6 resequedad
Poco desarrollo

Buen desarrollo
Buen desarrollo
Poco desarrollo
Presento6 resequedad
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Tabla Il. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas (mm)
24h 48h 72h Aguade reposicion

Observaciones

13 1 1 2 0.8 mL +0.9mL+0.6mL  Presenté resequedad
14 1 3 3 0.6 mL+0.9mL+0.8mL Poco desarrollo

15 1 4 6 0.7 mL+0.7mL+1.0mL Presento6 resequedad
16 1 1 4 0.3 mL+0.5mL+1.0mL Poco desarrollo

17 1 1 5 0.2 mL+0.7mL+1.0mL Desarrollo medio

18 1 1 3 0.7 mL+0.8mL+1.0mL Poco desarrollo

19 1 3 2 0.7 mL +0.8mL+0.8mL  Presentd resequedad
20 1 2 3 0.9 mL+0.7mL+0.5mL Poco desarrollo

Prom 1.05 2.05 3.80

*Promedio de elongacion a las 72 horas = 3.80£1 mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Muestra 5b. Agua de la llave de la Ciudad Universitaria (México D.F.)+CuSQ04.5H,0

Agua de la llave (grifo) del Laboratorio 301 del Edificio E-3 del Conjunto E de la
Facultad de Quimica de la UNAM, en la Ciudad Universitaria, México D.F., a la que se
adicionaron 23.57 mg/0.6L (39.28 mg CuSOy4/L) de sulfato cuprico pentahidratado (Mlll),
que corresponde a 10ppm de cobre. La muestra de agua se tomé el 18/06/13. La
muestra, como arriba, tenia las siguientes caracteristicas: no presenté ninguna
coloracion de modo visual, ni presencia de sélidos suspendidos ni olor. Tenia un pH de
6 medido in situ con indicadores de papel. Después de la adicion de la sal de cobre el

pH fue de 6 medido en campo con indicadores de papel.
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Tabla Ill. Medicién de la elongacion de las raices de cebollas (mm)

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones

1 1 1 3 1.0 mL+0.7mL+1.1mL Poco desarrollo

2 1 1 2 0.8 mL+0.5mL+0.9mL Poco desarrollo

3 1 1 3 0.8 mL+0.8mL+0.9mL Poco desarrollo

4 1 1 3 0.7 mL +0.8mL+0.9mL  Poco desarrollo

5 1 2 3 0.6 mL+0.7mL+0.8mL Poco desarrollo

6 1 3 2 1.0 mL+0.6mL+0.8mL Poco desarrollo

7 1 1 3 0.5 mL+1.0mL+0.5mL Poco desarrollo

8 1 1 4 0.6 mL+0.8mL+0.9mL Poco desarrollo

9 1 1 2 0.8 mL +0.7mL+0.9mL  Presenté resequedad
10 1 3 3 1.0 mL+1.0mL+0.7mL Present6 resequedad
11 1 1 1 0.8 mL+1.0mL+0.9mL Presento6 resequedad
12 1 1 3 0.9 mL+1.0mL+0.6mL Poco desarrollo

13 1 1 2 0.6 mL +0.7mL+0.8mL  Poco desarrollo

14 1 1 4 0.7 mL+0.8mL+0.8mL Poco desarrollo

15 1 1 3 0.6 mL+1.0mL+0.6mL Poco desarrollo

16 1 3 2 0.7 mL+0.5mL+0.8mL Poco desarrollo

17 1 2 &) 0.6 mL+0.6mL+0.5mL Poco desarrollo

18 1 1 2 0.6 mL+1.0mL+0.8mL Poco desarrollo

19 1 1 3 0.6 mL +0.8mL+0.7mL  Poco desarrollo

20 1 1 2 0.3 mL+1.0mL+0.7mL Poco desarrollo
Prom 1.0 14 265

*Promedio de elongacion a las 72 horas = 2.651 mm
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*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

ANEXO 2. DATOS EXPERIMENTALES

Cada prueba esta basada en el procedimiento de la Figura 3.2, ver pagina 35.

Lago de Chapultepec en la Ciudad de México

Fue tomada el dia 26/09/12. La muestra tenia las siguientes caracteristicas: una
coloracién verde brillante a parda de modo visual, con la presencia de sélidos
suspendidos en gran abundancia. Se tomo de la parte sur del lago, donde se considera
que es mas verde. Tenia un pH de 7 medido en campo con indicadores de papel. No se
realiz la caracterizacion completa de las muestras ni se siguié un muestreo de acuerdo

con la norma correspondiente.

Tabla A-1a. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1

24h 48h 72h

Agua de reposicion

Observaciones

1 5 8 13.5 1.1 mL+0.8mL+1.2mL Poco desarrollo

2 6 11 21 1.2 mL+0.9mL+1.4mL Desarrollo medio

3 6 11 23 1.1 mL+1.1mL+1.6mL Desarrollo medio

4 6 6 6 1.2 mL+0.8mL+1.3mL Presento6 resequedad
5 7 15 30 1.4 mL+0.7mL+1.7mL Buen desarrollo

6 1 3 11 1.1 mL+0.8mL+1.3mL Presento6 resequedad
7 7 19 32 1.4 mL+1.1mL+1.4mL Buen desarrollo

8 1 1 1 1.2 mL+0.6mL+1.0mL No present6 desarrollo
9 1 4 11 1.1 mL+0.8mL+1.3mL Presento6 resequedad
10 3 7 7 0.6 mL+0.5mL+0.4mL Present6 requesedad
11 6 12 25 0.8 mL+0.6mL+0.3mL Desarrollo medio

12 6 12 21 0.5 mL+0.3mL+0.3mL Poca absorcion de agua
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Tabla A-1a. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1
24h 48h 72h
13 5 6 12
14 8 14 25
15 5 11 23
Prom 486 9.33 17.43

Agua de reposicion

0.6 mL +0.8mL+0.7mL
0.4 mL+0.4mL+0.5mL

0.7 mL+0.4mL+0.5mL

Observaciones
Poco desarrollo
Poca absorcion de agua

Desarrollo medio

*Promedio a las 72 horas= 17.43+1 mm

*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-1b. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 1

24h 48h 72h

Agua de reposicion

Observaciones

1 6 7 11
2 5 13 26
3 8 18 27
4 1 4 6
5 8 16 30
6 6.5 15 26
7 1 3 6
8 1 5 11
9 1 3 10
10 1 4 11

0.5 mL+0.5mL+0.5mL
0.4 mL+0.3mL+0.3mL
0.7 mL+0.3mL+0.8mL
1.0 mL+0.9mL+1.3mL
1.1 mL+0.7mL+1.1mL
0.9 mL+0.8mL+0.6mL
1.2 mL+1.1mL+0.9mL
0.9 mL+1.0mL+1.4mL
1.0 mL+1.0mL+1.0mL
1.1 mL+1.2mL+1.6mL

Poco desarrollo
Buen desarrollo
Buen desarrollo
Presento6 resequedad
Buen desarrollo
Buen desarrollo
Presenté resequedad
Poco desarrollo
Poco desarrollo

Poco desarrollo
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Tabla A-1b. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 1
24h 48h 72h

11
12
13
14
15

Prom

1
1
1
1
1
2.

9

6

1
3
3
2
6

.86

8

13
11
10
11

14.46

Agua de reposicion

1.0 mL+1.2mL+1.2mL
0.8 mL+1.0mL+1.4mL
0.7 mL +0.9mL+1.0mL
0.5 mL+0.5mL+1.3mL
0.8 mL+0.9mL+0.6mL

Observaciones
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Poca absorcion de agua

Poco desarrollo

*Promedio a las 72 horas= 14.46+1 mm

*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-1c. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura ambiente

(mm). Réplica 2

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones
1 2 3 0.5 mL+1.0mL+1.0mL Poco desarrollo
2 6 7 0.8 mL+0.9mL+1.0mL Poco desarrollo
3 1 1 0.6 mL+1.0mL+0.7mL No present6 desarrollo
4 10 16 21 1.0 mL+0.6mL+1.2mL Desarrollo medio
5 6 10 19 1.2 mL+1.1mL+1.6mL Desarrollo medio
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Tabla A-1c. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura ambiente

(mm). Réplica 2

24h 48h 72h Aguade reposiciéon Observaciones
6 1 1 7 1.2 mL+0.5mL+1.6mL Poco desarrollo
7 1 3 8 1.2 mL+0.8mL+1.2mL Poco desarrollo
8 4 6 15 1.1 mL+1.5mL+1.5mL Poco desarrollo
9 3.5 10 20 1.0 mL+1.4mL+1.2mL Desarrollo medio
10 7 10 20 1.1 mL+0.8mL+1.3mL Desarrollo medio
11 1 4 10 1.0 mL+1.3mL+1.0mL Poco desarrollo
12 1 4 6 0.9 mL+0.8mL+0.9mL Poco desarrollo
13 7.5 12 30 1.1 mL +0.7mL+1.0mL  Buen desarrollo
14 10 13 25 1.2 mL+0.9mL+1.1mL Buen desarrollo
15 5 9 13 1.3 mL+1.0mL+1.3mL Poco desarrollo
Prom 44 7.26 13.93

*Promedio a las 72 horas= 13.93+1 mm

*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Manantial de la comunidad de Almoloya de las Granadas en el Estado de México

Se tomd la muestra del manantial de agua donde las personas toman el agua

directamente para beber, debido a que visualmente tiene caracteristicas de “pureza’, el

dia 23/09/12. La localidad es Almoloya de las Granadas en el Estado de México. Tenia
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las siguientes caracteristicas: No presenté ninguna coloracion de modo visual, sin
presencia de soélidos suspendidos ni olor. Emana directamente de la tierra. Tenia un pH
de 5.5 medido en campo con indicadores de papel. No se realizé una caracterizacion de

las muestras ni se siguio la normativa para su muestreo.

Algunas cebollas que presentaron problemas en su crecimiento fueron reemplazadas
por nuevas cebollas de Cambray, a las que se denominaron con un inciso "a” para su

identificacion.

Tabla A-2a. Medicion de la elongacién de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones

1 3 9 12 1.1 mL+0.5mL+0.5mL Poco desarrollo

2 2 8 18 0.9 mL+1.0mL+1.2mL Poco desarrollo

3 1 8 20 1.3 mL+1.3mL+1.3mL Desarrollo medio

4 1 2 12 1.3 mL+1.5mL+1.6mL Poco desarrollo

5 1 5 13 0.9 mL+1.5mL+1.5mL Poco desarrollo

6 1 6 15 1.3 mL+1.3mL+1.4mL Poco desarrollo

7 1 11 22 1.2 mL+1.5mL+1.5mL Desarrollo medio

8 1 2 6 1.0 mL+0.8mL+1.1mL Presentd resequedad, se
reemplazé

8a 6 20 24 0.5 mL+0.7mL+0.6mL Desarrollo medio

9 1 2 10 1.1 mL+1.1mL+1.6mL Presentd resequedad, se
reemplazo

9a 10 21 22 0.4mL+0.4mL+0.6mL Desarrollo medio

10 1 12 12 1.2 mL+0.9mL+1.0mL Presento6 resequedad

10a 8 13 15 0.6mL+0.3mL+0.5mL Poco desarrollo

11 1 1 1 1.5 mL+0.9mL+1.0mL Presentd resequedad, se
reemplazoé

l1la 6 11 16
12 1 1 1

0.9mL+0.6mL+0.4mL
0.9 mL+0.6mL+1.1mL

Poco desarrollo

Presento6 resequedad, se
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Tabla A-2a. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones
reemplazo
12a 6 12 14 0.9mL+1.1mL+0.9mL Poco desarrollo
13 1 4 6 0.8 mL +1.5mL+1.1mL Presentd resequedad, se
reemplazoé
13a 1 1 1 0.8mL+0.8mL+0.8mL Escaso desarrollo

14 1 6 11 1.4 mL+1.1mL+1.1mL Presentd resequedad, se
reemplazoé

l4a 2 11 17 0.9mL+1.3mL+0.8mL Poco desarrollo

15 1 4 15 1.5 mL+1.0mL+1.2mL Poco desarrollo

Prom 3.33 946 15.73

*Promedio a las 72 horas= 15.73+1 mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-2b. Medicion de la elongacién de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 1

24h 48h 72h Aguadereposicion Observaciones

1 1 4 12 1.1 mL+0.6mL+1.0mL Poco desarrollo

2 1 1 1 1.2 mL+1.5mL+1.1mL Presento6 resequedad
2a 4 19 19 1.1mL+1.4mL+1.1mL Desarrollo medio

3 1 12 22 1.6 mL+1.6mL+0.8mL Desarrollo medio

89



Tabla A-2b. Medicion de la elongacién de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 1

24h 48h 72h
4 2 2 18

1 11 24

1 2 1
6a 9 27 27
7 1 3 1
7a 6 15 35
8 1 1 6
8a 3 18 32
9 1 11 21
10 1 5 5
10a 5 8 20
11 1 11 25
12 1 15 28
13 5 14 26
14 2 10 18
15 4 11 21
Prom 3.06 1253 23.20

Agua de reposicién

1.0 mL+1.0mL+0.4mL
1.4 mL+1.3mL+1.0mL
1.6 mL+1.3mL+1.3mL
1.1mL+1.5mL+0.9mL
1.2 mL+1.4mL+1.0mL
1.1mL+1.5mL+1.1mL
1.3 mL+1.2mL+1.0mL
0.7mL+1.0mL+1.0mL
1.4 mL+1.2mL+1.3mL
1.6 mL+1.1mL+1.0mL
1.2mL+0.9mL+1.0mL
1.4 mL+1.3mL+1.6mL
1.6 mL+0.5mL+0.5mL
1.5 mL+0.5mL+0.5mL
0.8 mL+1.0mL+1.0mL
1.6 mL+1.0mL+1.4mL

Observaciones
Poco desarrollo
Desarrollo medio
Presento6 resequedad
Buen desarrollo
Presenté resequedad
Buen desarrollo
Presento6 resequedad
Buen desarrollo
Desarrollo medio
Presento6 resequedad
Buen desarrollo
Desarrollo medio
Buen desarrollo
Buen desarrollo
Poco desarrollo

Desarrollo medio

*Promedio a las 72 horas= 23.20+1 mm

*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas
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Tabla A-2c. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura ambiente

(mm). Réplica 2

24h 48h 72h Aguade reposiciéon Observaciones
1 2 6 15 1.1 mL+0.5mL+0.5mL Poco desarrollo
2 2 7 15 0.9 mL+1.0mL+1.2mL Poco desarrollo
3 2 4 15 1.3 mL+1.3mL+1.3mL Poco desarrollo
4 1 6 20 1.3 mL+1.5mL+1.6mL Desarrollo medio
5 1 8 20 0.9 mL+1.5mL+1.5mL Desarrollo medio
6 1 5 15 1.3 mL+1.3mL+1.4mL Poco desarrollo
7 1 7 8 1.2 mL+1.5mL+1.5mL Presento6 resequedad
74 5 15 25 1.2mL+1.5mL+1.1mL Buen desarrollo
8 2 3 13 1.0 mL+0.8mL+1.1mL Poco desarrollo
9 1 15 1.1 mL+1.1mL+1.6mL Poco desarrollo
10 1 10 12 1.2 mL+0.9mL+1.0mL Poco desarrollo
11 1 4 12 1.5 mL+0.9mL+1.0mL Poco desarrollo
12 1 13 0.9 mL+0.6mL+1.1mL Poco desarrollo
13 1 1 5 0.8 mL +1.5mL+1.1mL Presento6 resequedad
13a 3 14 15 0.7mL+0.9mL+1.0mL Poco desarrollo
14 3 11 25 1.4 mL+1.1mL+1.1mL Desarrollo medio
15 1 1 11 1.5 mL+1.0mL+1.2mL Presento6 resequedad
15a 8 25 25 0.9mL+1.6mL+0.9mL Buen desarrollo

Prom 226 8.66 17.00

*Promedio a las 72 horas= 17.00+1 mm
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*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tuberia de suministro de la comunidad de Almoloya de las Granadas

Aqui la gente de la comunidad usa el agua para realizar sus actividades cotidianas y
también se usa como agua potable. Fue tomada la muestra el dia 23/09/12. Tenia las
siguientes caracteristicas: Presenté una coloracion blanquecina al abrir el grifo (llave)
que, despues, se torno incolora de modo visual, sin presencia de soélidos suspendidos ni
olor. Tenia un pH de 6 medido en campo con indicadores de papel. Como en las
muestras anteriores, no se realizdé su caracterizacidon completa ni se hizo el muestreo de

acuerdo con la normativa vigente.

Tabla A-3a. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1

24h 48h 72h Aguadereposicion Observaciones

1 1 8 9 1.3 mL+1.1mL+0.9mL Poco desarrollo

2 1 5 5 1.6 mL+1.2mL+1.0mL Se presento resequedad
3 1 3 10 1.6 mL+1.2mL+1.1mL Poco desarrollo

4 1 2 11 1.5 mL+1.1mL+1.3mL Poco desarrollo

5 1 6 15 0.9 mL+1.0mL+1.2mL Poco desarrollo

6 1 4 15 1.2 mL+1.0mL+1.1mL Poco desarrollo

7 1 2 6 1.2 mL+1.3mL+0.8mL Se presento resequedad
8 1 5.5 15 1.1 mL+1.2mL+1.2mL Poco desarrollo

9 1 4 7 1.3 mL+1.1mL+1.2mL Se presento resequedad
10 6 15 31 0.9 mL+0.8mL+0.6mL Buen desarrollo

11 3 8 20 0.6 mL+0.6mL+0.8mL Desarrollo medio

12 4 9 15 0.6 mL+0.5mL+0.7mL Poco desarrollo

13 4 5 12 0.6 mL +0.5mL+0.5mL  Poco desarrollo

14 7 45 25 0.7 mL+0.8mL+0.8mL Desarrollo medio

15 7 15 20 1.9 mL+0.5mL+1.3mL Desarrollo medio
Prom 266 6.4 14 .4
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*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-3b. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 1

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones
1 6.5 12 20 0.7 mL+1 mL+1.0 mL Desarrollo medio
2 7 10 20 1.2 mL+0.8 mL+0.6 mL  Desarrollo medio
3 4 10 25 0.5 mL+0.5 mL+0.5mL Desarrollo medio
4 6.5 12 27 0.5 mL+0.5 mL+0.5mL Buen desarrollo
5 1 4 17 0.8 mL+1.5mL+1.3mL  Poco desarrollo
6 3 8 17 1.5 mL+0.8 mL+1.2mL Poco desarrollo
7 1 2 7 1.1 mL+1.3 mL+1.1mL Se presento resequedad
8 1 4 12 0.8 mL+1.4 mL+1.4mL Poco desarrollo
9 1 4 9 1 mL+0.8 mL+1.2mL Se presento resequedad
10 1 3 7 0.5 mL+1.5 mL+1.1mL Poco desarrollo
11 1 5 8 0.8 mL+1.1 mL+0.6mL Poco desarrollo
12 1 2 8 1.3 mL+1.2 mL+1.2mL Poco desarrollo
13 1 2 8 0.8 mL+1.0 mL+0.9mL  Poco desarrollo
14 3 15 31 0.8 mL+0.8mL+0.6mL Buen desarrollo
15 5 10 14 1.1 mL+1.0mL+1.0mL Poco desarrollo
Prom 286 6.86 15.33
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*Promedio a las 72 horas= 15.33£1 mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-3c. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura ambiente

(mm). Réplica 2

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones
1 2 3 11 0.9 mL+1.2 mL+0.6 mL Poco desarrollo
2 1 8 17 0.9 mL+1.0 mL+1.1 mL Poco desarrollo
3 3 9 13 0.9 mL+1.0 mL+1.0 mL Poco desarrollo
4 1 3 17 0.5 mL+1.2 mL+1.5mL Poco desarrollo
5 8 20 37 0.9 mL+1.2 mL+1.4mL Buen desarrollo
6 3 5 6 0.6 mL+0.9 mL+1.1mL Se presentd resequedad
7 9 16 33 1.3 mL+1.5 mL+1.8mL Buen desarrollo
8 1 1 12 0.9 mL+1.5 mL+1.1mL Poco desarrollo
9 3 12 25 1.3 mL+0.9 mL+1.5mL Desarrollo medio
10 8 20 33 1.4 mL+1.5 mL+1.5mL Buen desarrollo
11 1 5 12 1.1 mL+0.7 mL+1.2mL Poco desarrollo
12 6 15 26 1.6 mL+1.1 mL+1.6mL Desarrollo medio
13 5 13 24 1.0 mL+1.0 mL+1.9mL Desarrollo medio
14 1 5 12 0.8 mL+1.0mL+1.5mL Poco desarrollo
15 1 2 7 1.1 mL+1.2mL+1.6mL Poco desarrollo

Prom 3.53 9.13 19.00

*Promedio a las 72 horas= 19.00£1 mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007
con dos cifras significativas.

Agua de rio (riachuelo)
Riachuelo sin nombre cercano a la comunidad de Almoloya de las Granadas, donde la

gente usa el agua para realizar sus actividades cotidianas y también se usa como agua
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potable. Fue tomada el dia 23/09/12. Tenia las siguientes caracteristicas: no presento
ninguna coloracion de modo visual, ni presencia de solidos suspendidos ni olor. Tenia
un pH de 6 medido en campo con indicadores de papel. Tampoco se realizé su

caracterizacion completa ni se hizo el muestreo como marca la normativa.

Algunas cebollas que presentaron problemas en su crecimiento fueron reemplazadas
por nuevas cebollas de Cambray, las que se denominaron como arriba con un inciso “a”

para su identificacion.

Tabla A-4a. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1

24h 48h 72h Aguadereposicion Observaciones

1 1 1 1 1.4mL+1.2mL+1.1mL Se presentd resequedad, se
reemplazé

la 1 4 11 0.6mL+0.5mL+0.6mL Poco desarrollo

2 1 1 1 1.3mL+1.3mL+1.6mL Se presentd resequedad, se
reemplazé

2a 1 12 23 0.9mL+0.5mL+0.5mL Desarrollo medio

3 1 1 1 1.3 mL+0.9mL+1.5mL Se presentd resequedad, se
reemplazé

3a 3 12 22 0.8mL+0.4mL+0.6mL Desarrollo medio

4 1 1 2 1.1 mL+1.4 mL+1.3mL Se presentd resequedad, se
reemplazé

95



Tabla A-4a. Medicion de la elongacién de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1

24h 48h 72h

Agua de reposicion

Observaciones

4a

10a
11
12
13
14
15

15a

Prom

3 8
1 1
4 12
1 )
1 1
1 1
1 1
2

1

3 13
1 10
1 11
2 8
1 6
1 1
1 3
1.73 7.46

17
1

27

3

17.13

0.5mL+0.5mL+0.8mL
1.1 mL+1.3 mL+1.2mL

0.8mL+0.6mL+0.9mL

1.0 mL+1.5 mL+1.2 mL
0.8 mL+1.0 mL+1.3 mL
1.2 mL+1.0 mL+1.3 mL
0.9 mL+0.8 mL+1.0 mL

0.7mL+0.3mL+0.8mL
0.8 mL+0.4 mL+0.8 mL

0.9mL+1.0mL+1.1mL

0.7 mL+1.1 mL+1.2 mL
1.0 mL+1.0 mL+1.1 mL
1.0 mL+1.1 mL+1.4 mL
0.7 mL+1.0 mL+1.2 mL
1.3 mL+1.4 mL+1.1 mL

0.5mL+0.8mL+0.8mL

Poco desarrollo

Se presentd resequedad, se
reemplazo

Buen desarrollo

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Poco desarrollo, se
reemplazé

Poco desarrollo

Se presentd resequedad, se
reemplazé

Buen desarrollo

Desarrollo medio

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Se presentd resequedad, se
reemplazé

Escaso desarrollo

*Promedio a las 72 horas=17.13+1 mm

*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas
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Tabla A-4b. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 1

24h 48h 72h

Agua de reposicion

Observaciones

1 1 1 1

la 6 17 23

2 1 5
2a
3
3a 1 4 17
4 1 7 20
5 1 6 14
6 1 7 12
7 2 1 2
7a 7 19 43
8 1 10
1 4 3
9a 3 15 30
10 1 2 11
11 1 3 7
12 1 3 3

0.8mL+1.2mL+1.3mL

0.6mL+0.7mL+0.9mL
1.0mL+1.4mL+1.1mL

0.7mL+0.6mL+0.4mL
1.0 mL+0.8mL+0.5mL

0.8mL+0.9mL+0.8mL

0.9 mL+1.1 mL+1.0mL
1.5 mL+1.3 mL+1.3mL
1.0 mL+0.9 mL+1.2 mL
0.6 mL+0.3 mL+0.4 mL

0.8mL+0.9mL+1.0mL
1.0 mL+0.9 mL+1.5 mL
0.8 mL+0.6 mL+0.5 mL

0.7mL+1.1mL+1.3mL

0.7 mL+0.7 mL+0.8 mL
1.0 mL+1.2 mL+1.1 mL
0.9 mL+1.1 mL+0.8 mL

Se presentd resequedad, se
reemplazé

Desarrollo medio

Se presentd resequedad, se
reemplazé

Presento6 resequedad

Se presentd resequedad, se
reemplazé

Poco desarrollo

Desarrollo medio

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Se presentd resequedad, se
reemplazo

Buen desarrollo

Poco desarrollo

Se presentd resequedad, se
reemplazé

Buen desarrollo

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Se presento resequedad, se
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Tabla A-4b. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 1

24h 48h 72h

Agua de reposicion

Observaciones

12a 1
13 1
14 2
15 1

Prom 2.06 7.20

N © N

1

25
17
13
13

17.33

0.8mL+0.8mL+0.6mL

0.7 mL+1.0 mL+1.4 mL
1.0 mL+1.0 mL+1.0 mL
1.3 mL+1.3 mL+1.5 mL

reemplazo
Desarrollo medio
Poco desarrollo
Poco desarrollo

Poco desarrollo

*Promedio a las 72 horas= 17.33+1 mm

*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-4c. Medicién de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura ambiente

(mm). Réplica 2

24h 48h 72h

Agua de reposicion

Observaciones

© 00 N o o b~ W N P
= N A A A A A AN

10 1

10a 2

10
6

= O O © = O O

10

19
17
10
10
11
19
7

23
2

22

1.1mL+1.4mL+1.5mL
1.0mL+1.4mL+1.2mL
1.0 mL+1.3mL+1.0mL
1.3 mL+1.3 mL+1.2mL
0.6 mL+0.6 mL+0.5mL
1.2 mL+1.2 mL+1.1 mL
1.0 mL+1.5 mL+1.1 mL
0.4 mL+1.2 mL+1.5 mL
0.8 mL+0.8 mL+0.6 mL

0.7mL+1.1mL+0.8mL
0.7 mL+0.3 mL+0.7 mL

0.7mL+1.2mL+1.0mL

Desarrollo medio

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Poco desarrollo

Desarrollo medio

Poco desarrollo

Desarrollo medio

Se presentd resequedad, se
reemplazé

Escaso desarrollo

Se presentd resequedad, se
reemplazé

Desarrollo medio
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Tabla A-4c. Medicion de la elongacién de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 2

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones
11 1 2 13 0.9 mL+0.4 mL+0.8 mL Poco desarrollo
12 1 1 1 0.8 mL+1.1 mL+0.5 mL Se presentd resequedad, se

reemplazoé

12a 1 3 26 0.6mL+0.9mL+0.9mL Buen desarrollo

13 1 7 10 1.3 mL+0.7 mL+0.5 mL Poco desarrollo

14 1 1 4 1.0 mL+0.8 mL+0.8 mL Se presentd resequedad, se
reemplazé

l4a 9 22 46 0.7mL+1.1mL+1.2mL Buen desarrollo

15 2 14 23 1.2 mL+0.5 mL+0.5 mL Desarrollo medio

Prom 1.8 7.26 17.2

*Promedio a las 72 horas= 17.2+1mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas
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Control positivo

El control positivo también fue preparado con agua de la llave (grifo) del Laboratorio 301
del Edificio E-3 del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM, en la Ciudad
Universitaria, México D.F., a la que no se adiciond sulfato cuprico pentahidratado. La
muestra de agua se tomé el 28/09/12. Tenia las siguientes caracteristicas: no presento
ninguna coloracion de modo visual, ni presencia de sélidos suspendidos ni olor. Tenia
un pH de 6 medido in situ con indicadores de papel. Como ya se reiteré anteriormente,

no se realizé caracterizacion de las muestras ni muestreo siguiendo la normativa.

Tabla A-5a. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones
1 2 4 4 1.3mL+1.1mL+0.7mL Se presento resequedad
2 1 10 10 1.1mL+1.3mL+0.8mL Poco desarrollo
3 3 5 20 1.4 mL+1.4mL+1.2mL Desarrollo medio
4 1 4 10 1.3 mL+0.9 mL+1.4mL Se presento resequedad
5 1 1 14 1.3 mL+0.7 mL+0.8mL Poco desarrollo
6 1 1 1 1.5 mL+0.5 mL+0.8 mL Se presento resequedad
7 1 1 16 1.5 mL+0.8 mL+1.1 mL Poco desarrollo
8 3 3 3 1.3 mL+1.3 mL+0.7 mL Se presento resequedad
9 3 9 18 0.9 mL+0.5 mL+1.1 mL Poco desarrollo
10 3 3 22 1.2 mL+0.6 mL+0.8 mL Desarrollo medio
11 1 1 1 1.2 mL+0.8 mL+1.2 mL Se presento resequedad
12 1 4 4 0.6 mL+0.7 mL+0.8 mL Poco desarrollo
13 3 3 3 0.6 mL+0.9 mL+0.5 mL Se presento resequedad
14 3 3 10 1.4 mL+1.2 mL+0.6 mL Poco desarrollo
15 1 3 3 0.9 mL+0.6 mL+0.7 mL Se presento resequedad
Prom 1.86 5.26 13.93
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*Promedio a las 72 horas= 13.93+1 mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-5b. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas en condiciones

estandar (mm). Réplica 1

24h 48h 72h Aguade reposicion Observaciones
1 3 3 10 1.5mL+1.5mL+1.0mL Poco desarrollo
2 1 3 12 1.0mL+0.6mL+0.5mL Poco desarrollo
3 1 3 10 0.9 mL+0.7mL+0.4mL Poco desarrollo
4 1 1 8 1.0 mL+0.9 mL+0.8mL Poco desarrollo
5 1 1 1 0.7 mL+0.9 mL+0.8mL Se presento resequedad
6 1 1 1 1.4 mL+0.7 mL+0.7 mL Se presento resequedad
7 1 2 3 1.3 mL+1.3 mL+0.9 mL Se presento resequedad
8 1 3 2 1.3 mL+0.9 mL+0.8 mL Se presento resequedad
9 1 3 3 1.4 mL+1.3 mL+0.6 mL Se presento resequedad
10 3 13 4 0.4 mL+1.1 mL+0.5 mL Poco desarrollo
11 1 1 3 1.2 mL+1.1 mL+0.8 mL Se presento resequedad
12 3 9 30 1.5mL+1.1 mL+1.1 mL Buen desarrollo
13 1 1 5 1.1 mL+0.8 mL+1.5 mL Se presento resequedad
14 1 1 20 1.3 mL+0.7 mL+1.0 mL Desarrollo medio
15 1 1 12 0.8 mL+0.8 mL+1.0 mL Poco desarrollo
Prom 14 6.33 15.46

*Promedio a las 72 horas= 15.46+1 mm
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*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-5c. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas en condiciones

estandar (mm). Réplica 2

24h 48h 72h Aguade reposiciéon Observaciones
1 1 6 9 0.6mL+0.9mL+1.0mL Poco desarrollo
2 1 2 19 1.0mL+0.9mL+1.0mL Desarrollo medio
3 1 1 12 1.3 mL+0.8mL+1.0mL Poco desarrollo
4 1 1 1 0.8 mL+0.8 mL+0.4mL Se presento resequedad
5 1 3 1 1.1 mL+1.1 mL+0.6mL Se presento resequedad
6 1 7 13 1.1 mL+1.1 mL+1.1 mL Poco desarrollo
7 1 1 11 0.9 mL+1.1 mL+1.0 mL Se presento resequedad
8 9 15 15 0.9 mL+0.7 mL+1.2 mL Poco desarrollo
9 3 6 25 1.5 mL+1.2 mL+1.6 mL Desarrollo medio
10 1 2 1.1 mL+0.8 mL+0.5 mL Se presento resequedad
11 1 7 23 1.0 mL+0.7 mL+0.4 mL Desarrollo medio
12 1 1 9 1.5 mL+0.8 mL+0.9 mL Poco desarrollo
13 3 25 25 1.5 mL+0.4 mL+0.5 mL Desarrollo medio
14 1 1 1 1.6 mL+0.8 mL+1.5 mL Se presento resequedad
15 3 3 30 1.6 mL+0.7 mL+0.5 mL Buen desarrollo

Prom 193 8.06 17.73

*Promedio a las 72 horas= 17.73£1 mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Control negativo

El control negativo fue preparado con agua de la llave (grifo) del Laboratorio 301 del
Edificio E-3 del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM, en la Ciudad
Universitaria, México D.F. Se le adicioné sulfato cuprico pentahidratado para tener una
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concentracion de 102 mg CuSO4/L, que corresponde a 25.45ppm de cobre (26 mg
Cu/L). La muestra de agua se tomé el 28/09/12. Tenia las siguientes caracteristicas: no
presentd ninguna coloracidon de modo visual, ni presencia de soélidos suspendidos ni
olor. Tenia un pH de 6 medido in situ con indicadores de papel. Como en las muestras

anteriores, no se realiz caracterizacion ni se siguio la normativa de muestreo.

Tabla A-6a. Medicion de la elongacién de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Prueba 1

24h 48h 72h Aguadereposicion Observaciones
1 4 5 6 0.9mL+0.8mL+1.2mL Poco desarrollo
2 1 3 3 0.9mL+1.0mL+0.7mL Se presento resequedad
3 1 1 8 0.8 mL+0.9mL+1.2mL Poco desarrollo
4 1 1 3 1.1 mL+0.8 mL+1.3mL Se presento resequedad
5 3 3 3 0.4 mL+0.7 mL+1.1mL Se presento resequedad
6 2 6 6 0.8 mL+0.7 mL+1.3 mL Poco desarrollo
7 2 5 5 0.9 mL+1.1 mL+1.3 mL Poco desarrollo
8 1 1 2 0.8 mL+0.9 mL+1.3 mL Se presento resequedad
9 2 5 5 1.3 mL+1.0 mL+1.1 mL Poco desarrollo
10 4 6 6 0.3 mL+0.3 mL+0.6 mL Poco desarrollo
11 4 6 6 1.0 mL+0.9 mL+1.0 mL Poco desarrollo
12 1 1 1 0.6 mL+0.8 mL+0.7 mL Se presento resequedad
13 3 4 4 0.7 mL+0.9 mL+0.7 mL Poco desarrollo
14 6 7 7 0.7 mL+0.7 mL+1.1 mL Poco desarrollo
15 4 5 7 1.2 mL+1.3 mL+1.5 mL Poco desarrollo
Prom 26 393 438
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*Promedio a las 72 horas= 4.80+1 mm

*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas

Tabla A-6b. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura

ambiente (mm). Réplica 1

24h 48h 72h

Agua de reposicion

Observaciones

1 4 4 4
2 3 4 4
3 5 5 5
4 6 10 10
5 1 1 2
6 4 5 5
7 4 8 8
8 1 4 4
9 3 6 6
10 4 4 4
11 1 4 6
12 1 3 3
13 3 4 5
14 1 3 3
15 2 6 6

Prom 2.86 4.73 5.00

1.1mL+0.7mL+1.0mL

1.2mL+0.6mL+1.0mL

0.3 mL+0.3mL+0.7mL

0.3 mL+0.5 mL+0.6mL
0.9 mL+1.0 mL+1.3mL
1.4 mL+1.1 mL+1.3 mL
1.1 mL+0.8 mL+1.5 mL
1.0 mL+1.1 mL+0.6 mL
0.9 mL+1.0 mL+1.0 mL
1.0 mL+1.0 mL+1.0 mL
0.7 mL+0.9 mL+1.1 mL
0.5 mL+1.1 mL+0.8 mL
0.7 mL+1.3 mL+0.9 mL
1.0 mL+1.3 mL+0.9 mL
1.3 mL+1.1 mL+1.0 mL

Poco desarrollo
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Se presento resequedad
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Poco desarrollo
Se presento resequedad
Poco desarrollo
Se presento resequedad

Poco desarrollo

*Promedio a las 72 horas= 5.00+1 mm

*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas
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Tabla A-6¢. Medicion de la elongacion de las raices de cebollas a temperatura ambiente

(mm). Réplica 2

24h 48h 72h Aguadereposicion Observaciones
1 3 3 3 1.0mL+1.4mL+1.0mL Se presento resequedad
2 1 1 1 0.7mL+0.7mL+1.0mL Se presento resequedad
3 2 2 3 1.1 mL+1.2mL+1.1mL Se presento resequedad
4 2 2 2 1.2 mL+1.3 mL+0.8mL Se presento resequedad
5 3 3 6 1.1 mL+0.7 mL+1.3mL Poco desarrollo
6 1 6 6 0.8 mL+1.2 mL+1.4 mL Poco desarrollo
7 7 7 7 1.2 mL+0.9 mL+1.2 mL Poco desarrollo
8 2 4 6 0.9 mL+1.4 mL+0.5 mL Poco desarrollo
9 3 5 5 1.4 mL+0.5 mL+0.4 mL Poco desarrollo
10 6 6 6 1.4 mL+1.2 mL+0.4 mL Poco desarrollo
11 2 3 9 1.2 mL+0.6 mL+0.3 mL Poco desarrollo
12 7 7 8 0.9 mL+0.5 mL+0.3 mL Poco desarrollo
13 8 8 11 0.8 mL+0.4 mL+0.4 mL Poco desarrollo
14 5 5 5 1.2 mL+0.6 mL+0.5 mL Poco desarrollo

15 7 7 7 1.4 mL+0.6 mL+1.0 mL Poco desarrollo
Prom 393 460 5.66

*Promedio a las 72 horas = 5.66x1 mm
*Nota= Los promedios durante la experimentacion fueron determinados con Excel 2007

con dos cifras significativas
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ANEXO 3. ACERVO FOTOGRAFICO

Figura A3.1. Cebollas Cambray antes de realizar la limpieza

Figura A3.2. Inmersion de las cebollas en muestras problema

Figura A3.3. Cebollas Cambray en periodo de incubacién durante 72 horas
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Figura A3.4. Cebollas Cambray expuestas a cambios de temperatura, ocasionando

podredumbre y palidez en las hojas

Figura A3.5. Cebollas Cambray expuestas a soluciéon de sulfato cuprico, con

crecimiento nulo, o escaso

Figura A3.6. Cebollas Cambray expuestas al agua de riachuelo, con crecimiento medio
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Figura A3.7. Cebollas Cambray expuestas al agua de manantial, con crecimiento

abundante

Figura A3.8. Cebollas Cambray expuestas al agua de CU, con crecimiento medio y

abundante

Figura A3.9. Comparacion de crecimiento de cebollas Cambray de diferentes tipos de

muestras (agua de rio y de manantial)
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Figura A3.10. Analisis de cebollas Cambray concentraciones de 2ppm, 10ppm de

cobre, de izquierda a derecha agua de CU, incubacién de 72 horas.

Figura A3.11 Crecimiento después de incubaciéon de 72 horas, de izquierda a derecha
agua de CU, muestra 2ppm de cobre (7.85 mgCuSOQOy4/L) y muestra 10 ppm de cobre
(39.8 mgCuSOy4/L)
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ANEXO 4. TRATAMIENTO Y DISPOSICION CONTROLADA DE LOS RESIDUOS
GENERADOS EN ESTA INVESTIGACION

PROGRAMA DE ENSENANZA INTEGRAL DEL CUIDADO DEL AMBIENTE EN LA
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM

(Limpieza de los bulbos |
L de cebolla )
I

/I_Ienado de los tubos de\
ensayo con 20 mL de

cada una de las

/Soluciones de prueba\

Agua dura o de la llave Muestras
0 medio de crecimiento| ‘- I J De preferencia cinco
12 réplicas - Solucion d ot ~ concentraciones 12
>olucion de sultato réplicas cada uno
cuprico (I1)* 12 réplicas| \_ J
- J : A
Soluciones de prueba
Agua de la llave después de periodo de
f:lespues_,’perlodo - L S incubacion
incubacion Incubacion” 72 horas

\ 4 ,

[ Registro de datos ] Solucion de sulfato

I cuprico después de
\ 4 periodo de incubacion
Bulbos de cebolla
después de registro
‘ *Consultar Hoja de Seguridad
http://www.itsva.edu.mx/archivos/usuarios/5/archivo706.pdf

Figura A4.1 Diagrama de generacion de residuos

Residuos

R1 y R5 Residuos organicos no peligrosos. Se envian a disposicion para producir
composta o se desechan en la basura organica, cerrados en bolsas plasticas para no

producir moscas.
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R2 y R4. Residuos de agua de la llave, de riachuelo, manantial del Estado de México,
Ciudad Universitaria y Lago de Chapultepec, después de periodo de incubacién, éstos
son residuos no peligrosos, se desechan en la tarja.

R5 Residuos de sulfato ctprico (Cull)® se neutraliza a pH 7 y se desecha a la tarja

Espectroscopia de absorcién atdbmica

Fuente de radiaciéon

| |
Sistema atomizador-

Flama
I

Monocromador

-

| |
Detector

) I
( Registro de datos

~

-
\‘;}Q\_);/

Figura A4.2 Diagrama de tratamiento de residuos —Absorcion atomica

Residuos

R1 Residuos de sulfato clprico (Cull)’ se neutraliza a pH 7 y se desecha a la tarja,
concentraciones ppm

R2 Residuos de agua de la llave, de riachuelo, manantial del Edo de México, Ciudad
Universitaria y Lago de Chapultepec, después del periodo de incubacion, estos son

residuos no peligrosos, se desechan en la tarja.

® http://www.fq.uh.cu/dpto/qg/documentos/laboratorios/purificacion_Cu2S04.htm
% http://www.fq.uh.cu/dpto/qg/documentos/laboratorios/purificacion_Cu2S04.htm
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ANEXO 5

TRABAJO PRESENTADO EN EL

X SIMPOSIO LATINOAMERICANO DE QUIMICA ANALITICA,

AMBIENTAL Y SANITARIA

Puebla, Puebla, México

Abril 10-13, 2013
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Medicion de toxicidad aguda en muestras de agua usando como
indicador bulbos de cebolla (Allium cepa L. var. aggregatum)
mediante la inhibicion del crecimiento promedio de sus raices

T+L-109
Measurement of acute toxicity in samples of water using as

indicator bulbs of onion (Allium cepa L. var. aggregatum) by the

growth inhibition of average roots
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Maria del Carmen Duran-Dominguez-de-Bazlua
Facultad de Quimica, UNAM

RESUMEN

El desarrollo de las poblaciones ha traido consigo un incremento en el aporte de
diversos materiales antropogénicos hacia los cuerpos de agua, causando la mayoria de

las veces efectos adversos en la biota acuatica, desde efectos subletales hasta letales.
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Dichos efectos pueden ser cuantificados bajo criterios tales como numero de
organismos muertos, fertilidad, cambios en las caracteristicas morfofisiologicas, etc.,
que estan en relacion directa con las concentraciones o cantidades de compuestos
quimicos que pueden encontrarse en el ambiente acuatico: rios, mares, lagos,
embalses, estanques, canales, estuarios, etc. En esta investigacion se evaluan
muestras de agua expuestas a las raices de los bulbos de cebolla (Allium cepa L. var.
aggregatum), como organismo de prueba para determinar el efecto téxico agudo. El
efecto puede determinarse en forma indirecta, mediante la comparacién de la
elongacion de las raices de cebollas expuestas a los posibles agentes toxicos con
respecto de las de cebollas no expuestas (control), después de un periodo de prueba
de 72 horas. La cuantificacién del efecto se realiza estableciendo el porcentaje de
inhibicion del crecimiento de las raices respecto de la longitud promedio de las raices
del control. Entre los hallazgos obtenidos al finalizar el ensayo, las muestras que fueron
tomadas del grifo de agua del Laboratorio 302 de la Facultad de Quimica de la UNAM y
dos muestras adicionales de agua de la comunidad de Almoloya de las Granadas en el

Estado de México no contuvieron niveles peligrosos de metales pesados.
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ABSTRACT

The development of the population has brought an increase in the contribution of
different anthropogenic materials into bodies of water, causing mostly adverse effects on
aguatic biota from sublethal to lethal effects. These effects can be quantified under
various criteria such as number of dead bodies, fertility, changes in the
morphophysiological characteristics, etc., which are directly related to concentrations or
guantities of chemicals that can be found in the aquatic environment: rivers, lakes,
reservoirs, ponds, canals, estuaries, sea, etc. In this method, water samples are
evaluated through the exposure of the roots of onion bulbs (Allium cepa L. var.
aggregatum) as test organisms to determine the acute toxic effect. The effect can be
determined indirectly, by comparing the root elongation exposed to toxic onions, with
onions unexposed (control), after a test period of 72 hours. The quantification of the
effect was done by setting the percentage of inhibition of root growth on the average
length of the roots of control. At the end of the essay the samples taken from tap water
of the Laboratory 302, Faculty of Chemistry, UNAM, plus two additional samples from
the community of Almoloya of Pomegranates in the State of Mexico did not contain

harmful levels of heavy metals.

Palabras clave: Bioseguimiento, semillas de cebolla (Allium cepa L. var. aggregatum),

contaminacion del agua, toxicidad aguda

Key Words: Biomonitoring, onion seeds (Allium cepa L. var. aggregatum), water

pollution, acute toxicity
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INTRODUCCION

El bioseguimiento conocido en México como “biomonitoreo” es un conjunto de técnicas
basadas en la reaccion y sensibilidad de distintos organismos vivos a diversas
sustancias contaminantes presentes en el ambiente. Asi, la toxicidad de un compuesto
se mide a través de diferentes parametros bioldgicos, como las alteraciones en el

desarrollo y en funciones vitales, entre otros parametros.

La evaluacion de contaminacion puede realizarse de dos modos:

* Mediante el estudio de los efectos sobre los organismos indicadores preexistentes en
el ecosistema de interés y

* Mediante la toma de muestras del ambiente de interés y el analisis en el laboratorio
de la presencia de contaminantes sobre organismos indicadores modelo (Segretin,
2002)

Estos indices biologicos pueden dar informacion no solo de las condiciones
momentaneas, sino también de lo sucedido en momentos previos a la toma de las
muestras. Junto con la medicion de parametros fisicos y quimicos, el bioseguimiento
permite evaluar el impacto que la actividad humana tiene en el ambiente, ya sea en
ecosistemas abiertos como en efluentes industriales o cloacales. Pueden realizarse por
una sola vez o repetirse de tiempo en tiempo para dar seguimiento a programas de
control de la contaminacién. También pueden compararse bioseguimientos previos y
posteriores al establecimiento de una fuente de contaminacion. Dado que la cantidad de
contaminantes que acumulan suele correlacionarse positivamente con los niveles de
contaminacion es posible evaluar las variaciones espaciales y/o temporales de la

contaminacion a partir de mediciones en los organismos.

En este caso, la concentracion de los distintos contaminantes, para este ensayo

(metales pesados) es detectada por cada sistema, expresada en algunos casos como
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EC50, concentracion media efectiva, y como LC50, concentracion media letal (Segretin,
2002).

En cualquier lugar contaminado con compuestos téxicos que afecten a la salud humana
0 a los ecosistemas, se deben establecer los criterios de depuracion y lo deseable es
que sea con instrumentos técnicos sencillos y poco costosos, especialmente para
comunidades pequefas. Resalta el hecho de que para su ejecucion se deben haber
llevado a cabo estrictos procedimientos de caracterizacion que permitan comprender la
magnitud del pasivo ambiental existente. De esta manera, ha resurgido el interés sobre
técnicas de evaluacion rapida para el seguimiento de la calidad del agua en varios
paises con economias emergentes. En esos métodos emplean a las comunidades
bioldgicas existentes en el sistema acuatico y se hace énfasis en el bajo costo de los
procedimientos de investigacion, con un muestreo relativamente reducido y un analisis
mas eficiente de los datos (Castillo-Morales, 2004; Lépez-Hernandez y col., 2002;
Wang y Freemark, 1994).

En México, se ha incluido a los organismos acuaticos como complemento de los
parametros fisicoquimicos que utilizaba se utilizaban tradicionalmente para el
seguimiento rutinario de la calidad del agua. En ellos se da particular importancia a los
organismos presentes en ambientes contaminados, y toma en cuenta la presencia y la
abundancia de los mismos. Se ha demostrado que los efectos primarios de toxicidad
por metales pesados se producen en las raices de las plantas, como es el caso de este
estudio con Allium cepa L. var. aggregatum, que muestran una menor elongacion
después de ser expuestas a estos elementos en muestras de agua potencialmente
contaminadas (Fiskejo, 1985). Los sintomas de toxicidad descritos en la literatura para

esta estructura vegetal tienen que ver con un menor crecimiento de la raiz principal por
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muerte del meristema apical de la raiz principal, estimulaciéon de la formacion de raices
secundarias y posterior inhibicion del meristema apical de las raices secundarias

cuando la concentracion de metal supera el limite de tolerancia (Figura 1).

Una vez sobrepasados los mecanismos de tolerancia al exceso de un contaminante
especifico acumulado en las raices, la fisiologia general de la planta seria afectada,
produciéndose translocacion excesiva de este elemento al vastago, donde afectaria
negativamente la fotosintesis y otras funciones celulares que resultan en sintomas
visibles de toxicidad, tales como menor desarrollo del vastago, clorosis y enrojecimiento

de las hojas (Lopez-Hernandez y col., 2002).

Por ello, en esta investigacion, para apoyar a una comunidad del estado de México, se
implementara esta metodologia analitica usando plantas de cebolla, conocida en
México como tipo cebollitas de Cambray o cebollines, Allium cepa L. var. aggregatum,
para evaluar los efectos de un contaminante agregado de manera especifica, una sal
de cobre. El objetivo es establecer un método por medio del cual las comunidades de
escasos recursos cuenten con una herramienta para determinar si el agua de consumo

pudiera estar potencialmente contaminada.

METODOLOGIA

En este apartado sélo se mencionan los equipos y materiales que son relevantes para

el estudio.
Equipos y materiales

Refrigerador Marca (American), modelo (CR-03)

Tubos de ensayo de vidrio de 10 cm de largo y 1,5 cm de ancho
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Figura 1. Tomada del articulo pionero de Fiskejo (1985) sobre el efecto de metales

disueltos en agua en Allium cepa L. var. aggregatum

Gradilla o soportes para tubos
Bisturi
Regla para hacer mediciones en cm o mm

Pipetas Pasteur

Reactivos y patrones
Se usaron bulbos de cebolla (Allium cepa L. var. aggregatum) de 1.5 cm de didametro,

secos Y sin formacion de hojas y/o raiz. Fueron obtenidos en la Central de Abastos de
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la Ciudad de México. Canal de Rio Churubusco S/N Esqg. Canal de Apatlaco Col. Cental
de Abastos. C.P. 09040. Los reactivos y soluciones utilizados en la prueba se enlistan a
continuacion, deben ser tipo ACS grado reactivo analitico marcados por la American

Chemical Society.

Medio de crecimiento

El medio de crecimiento utilizado para el desarrollo del ensayo se indica en la Tabla 1.
También se puede utilizar agua dura o agua potable de la llave como medio de
crecimiento. En el caso de usar cualquiera de estas opciones el control negativo y el
agua utilizada para preparar las diluciones de los compuestos quimicos o las muestras
debera de ser la misma. En el caso particular de este ensayo, las muestras fueron
tomadas en el estado de Mexico en una comunidad llamada Almoloya de las Granadas
de dos fuentes principales: Agua de manantial, AM, y agua de arroyo, AA. Finalmente,
la tercera muestra, agua de la llave o grifo, ALL, fue tomada del Laboratorio 301 del
Conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM, México D.F.

Patrones (estandares o sustancias patron) (Anénimo, 2012)

Sulfato cuprico heptahidratado (CuS0O4.7H,0) reactivo analitico de pureza mayor a
99.5%. Generalmente se sugiere el empleo de una serie de cinco concentraciones, un
control negativo y uno o dos controles positivos. Para su preparacion se emplea el
método de dilucién en forma secuencial aplicando un factor de 0.2 o 0.3. Se
recomienda igualmente utilizar agua dura o agua de la llave para el control negativo, asi
como para la preparacion de las diluciones de la muestra y la preparaciéon del control
positivo con el téxico de referencia Cu (Il). Previo al montaje de la prueba, los bulbos
deben limpiarse eliminando la epidermis seca y removiendo, con un bisturi o

instrumento punzante, los restos de tejido y raices del area radicular.
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Tabla 1. Medio de crecimiento para Allium sp.

Masa de sal para disolver en un litro de agua

destilada
Reactivo mg
Ca(NO3)2.4H,0 236.1
KNO3 202
MgSO,.7H,0 246
KH,PO, 136.1
Fe EDTA.3H,0 67.6
Elementos traza
Reactivo mg
MnSO,4 0.55(%)
CuCl, 0.0645(*)
NaMnQO, 0.001(*)
ZnS0, 0.0007(*)
H3BOs3 0.23(*)

() Los componentes correspondientes a elementos traza deben ser adicionados a
partir de una solucién madre (conocida coloquialmente por la palabra en inglés stock)
La solucion madre preparada de acuerdo con lo indicado se diluye diez veces con

agua destilada y el pH se ajusta a siete antes de utilizar

Pruebas iniciales (Chandray col., 2005; Fiskesjo, 1985; Smaka-Kincl y col., 1996)
a) El ensayo se inicia con el llenado de los tubos con cada una de las diluciones y

controles. Este llenado deber hacerse hasta el borde del tubo.
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b) A continuacién se colocan los bulbos limpios sobre la boca del tubo, cuidando que la
zona radicular quede inmersa en el liquido.

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

d) Dos veces al dia durante el periodo de prueba se debe restablecer el volumen
perdido por evaporacidén o absorcidn. Para restablecer este volumen se utiliza la
muestra o dilucion correspondiente. Se recomienda inclinar el bulbo sin sacar las raices

del tubo, adicionando cuidadosamente el volumen con ayuda de una pipeta Pasteur

RESULTADOS Y ANALISIS

Mediciones de longitud de las raices

A continuacion en la Tabla 2 se muestran los datos obtenidos en el estudio, valores del
crecimiento de las raices de los bulbos de cebolla, obtenidos del control positivo con
sulfato cuprico [106mg/L], y del control negativo de agua de la llave, ALL, asi como de
las dos muestras problema, AM y AA (Tabla 3), en un periodo de 72 horas junto con sus

promedios correspondientes.

En la Tabla 4 se presenta el promedio de la longitud de las raices de cebollas del

control positivo y los controles negativos.

Tanto los datos de la Tabla 2 como de la Tabla 3 eran valores esperados, debido a las
concentraciones que pudieran contener cada una de las muestras, en este caso de
cobre. Es decir, se contaba con la certeza de que la muestra usada como control
positivo con sulfato cuprico iba a promover la inhibicién de los bulbos de cebolla que
estuvieran en contacto con el agua. De la misma forma, era esperado para los controles

negativos (sin presencia de cobre), los cuales tuvieron mayor crecimiento de las raices.
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Tabla 2. Elongacion de las raices de bulbos de cebolla para el control positivo

(mm), estas mediciones fueron tomadas al termino de las 72 horas

Tubo 1l Tubo Tubo3 Tubo Tubo Tubo
2 4 5 6
1* serie  sulfato 2 2 3 3 2 4
cuprico
Duplicado
Promedio 2.5 2 3 3.5 2.5 3.5

Tabla 3. Elongacién de las raices de bulbos de cebolla para el control negativo

(mm), estas mediciones fueron tomadas al término de las 72 horas

Tubo 1l Tubo Tubo3 Tubo Tubo Tubo

2 4 5 6
1% serie Agua de la llave, 15 ND 10 20 15 8
ALL
Duplicado 9 13 7 ND 10 12
Promedio 12 13 8.5 20 125 10
1* muestra Agua de 14 19 12 ND 8 6
manantial, AM
Duplicado 11 10 22 25 16 9
Promedio 12.5 145 175 25 175 7.5
2% muestra Agua arroyo, ND 11 7 14 19 15
AA
Duplicado 8 14 12 10 15 ND
Promedio 8 125 95 12 175 15
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ND: No Determinado

Tabla 4. Promedio de la longitud de raices de bulbos de cebolla (mm)

Muestras Sulfato Agua de la Agua Agua
cuprico llave, ALL manantial, arroyo, AA
AM
Promedio elongacion de 16.98 75.6 94.5 74.46
raices
Promedio de 6 valores 2.83 12.6 15.75 12.41

Nota: Se descartaron los valores extremos

Se utilizé la siguiente ecuacion para calcular los porcentajes de inhibicion de cada una
de las muestra problema (Agua de la llave, ALL, agua de manantial, AM, y agua del
arroyo, AA):

% Inhibicion= [(Longitud de muestra-Longitud del control)/Longitud de control]*100

La Tabla 5 presenta los valores obtenidos por las muestras.

En este caso, debido a que se calculé un promedio de los dos valores obtenidos por
muestra para realizar el grafico, se calculé por medio de Excel 2003 la desviacion
estandar de la poblacion, la cual fue de 53.88. Esto era esperable debido a las

caracteristicas especificas de cada una de las muestras.

Tabla 5. % Inhibicién de las muestras

Muestra en estudio Porcentaje de inhibicién
(%)

1. Agua de manantial, AM 456

2. Agua del arroyo, AA 338.5

3. Agua de la llave, ALL 345.2
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DISCUSION

De las tres pruebas analizadas para este estudio hubo algunas diferencias en los
rangos de crecimiento de las raices debido a las variaciones propias de los bulbos
como son (tamano, frescura, con o sin tallo, etc.). Por esta misma razéon y por la
susceptibilidad de los bulbos de cebolla tales como aumento de temperatura o exceso
de humedad en algunas muestras hubo aparicion de podredumbre, por lo que estas

cebollas fueron descartadas del ensayo y no fueron reemplazadas.

En el caso de las tres muestras analizadas, podemos ver que el Agua de Manantial del
Estado de México en la Comunidad de Almoloya de las Granadas presento una mayor
elongacion en sus raices probablemente por sus caracteristicas de mayor pureza que
las otras muestras de agua, en lo que respecta al agua de la llave del Laboratorio de la
Facultad de Quimica laboratorio 302 y al agua del Arroyo de la comunidad de Almoloya

no presentaron muchas diferencias en cuanto a los valores obtenidos.

Analizando los valores de porcentaje de inhibicién, se encontraron valores positivos
que, en su mayoria, superan el 100%. Esto indicaria que hubo estimulacion para que se
diera el crecimiento de los bulbos de cebolla, por o que esto asegura que las muestras
analizadas, tales como el agua de la llave, ALL, el agua del arroyo, AA, y el agua de
manantial, AM, que se tomaron como pruebas de ensayo no son tdxicas ni presentan

niveles de contaminantes metalicos, en este caso de cobre, que afecten a la salud.

Un hallazgo interesante es que debido a las caracteristicas observadas a lo largo de la

realizacidn de este proyecto es recomendable que se lleve a cabo un mayor numero de
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réplicas por cada muestra con objeto de poder descartar los bulbos que presenten
problemas de podredumbre o de otras causas sin que se reduzca el numero de

muestras al final de la experimentacion y que los resultados sean confiables.

CONCLUSIONES

Las muestras tomadas de agua de la llave del Laboratorio 302 de la Facultad de
Quimica de la UNAM, ademas de las dos muestras adicionales provenientes de la
comunidad de Almoloya de las Granadas en el Estado de México no contienen niveles
daninos del metal pesado en estudio, el cobre, que pudieran representar una amenaza
o peligro potencial para la salud de las personas que viven en esta localidad. Debe
comentarse que, de manera no formal, se hizo un analisis espectrofotométrico de
absorcién atomica (muy costoso para cualquier comunidad, pero que para esta
investigacion servia para corroborar analiticamente la presencia o no de cobre en las
muestras) de las tres muestras en estudio y de la muestra patrén, corroborando de
manera estadisticamente significativa (p<0.05) que la concentracién de cobre era la que
se adicion6 al agua y que las otras tres no contenian cobre en concentraciones que
excedan la norma oficial mexicana para agua potable (DOF, 1994, Diaz-Baez y col.,
2004). Esto indica que la metodologia usando como base los resultados obtenidos con
los bulbos de los cebollines o cebollitas de Cambray empleados es adecuada y poco

costosa.

Un hallazgo que puede ser de utilidad para su instrumentacion es la buena seleccion y
almacenamiento de los bulbos de cebolla antes de realizar el procedimiento
experimental, asegurando el control de calidad del ensayo y proporcionando resultados
confiables. De este modo se evitan posibles variaciones estadisticamente significativas

en el crecimiento de las raices de los bulbos y también se evita su podredumbre.
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