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OBJETIVO.
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Esta Norma Mexicana establece el método para determinar la calidad del agua. Lixiviados
y sedimentos mediante pruebas de toxicidad aguda utilizando a la bacteria bioluminiscente
marina Photobacterium phosphoreum.

2 CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Mexicana es aplicable para la evaluacion de toxicidad aguda en cuerpos de
agua dulce, salubre y/o marina, asi como aguas residuales industriales, agricolas o
municipales, sustancias puras o combinadas, lixiviados y sedimentos.

3 REFERENCIAS

Esta norma se complementa con las siguientes Normas Mexicanas y Norma Oficial
Mexicana vigentes:

NMX-AA-033 Aguas residuales — Muestreo.
NMX-AA-007 Aguas — Determinacion de temperatura.
NMX-AA-008 Aguas — Determinacion de pH.
NMX-AA-014 Cuerpos receptores — Muestreo.

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

NOM-053-ECOL  Que establece el procedimiento para llevar a cabo la prueba de

extraccion para determinar los constituyentes que hacen a un residuo
peligroso por su toxicidad al ambiente.

4 DEFINICIONES.
Para fines de esta Norma Mexicana, se entiende por:
4.1.  Agua desionizada.

Es el agua que ha sido tratada para remover los iones en solucidon que presenta una
conductividad menor o igual a 2umhos/cm.
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4.2.  Agua destilada.

Es el agua que ha sido evaporada y condensada en un aparato de destilacion de vidrio
borosilicato u otro material, para remover impurezas.

4.3.  Agua intersticial.

Es el agua que se encuentra ocupando un espacio entre las particulas del sediento. La
cantidad de agua interstical se expresa como un porcentaje del sedimento humedo en
relacion a su masa seca.

4.4.  Agua marina.

Es el agua preparada en laboratorio que presenta caracteristicas fisicoquimicas similares al
agua marina natural.

4.5. Agua de mar artificial.

Es el agua preparada en laboratorio que presenta caracteristicas fisicoquimicas similares al
agua marina natural.

4.6.  Aguas residuales.

Son las aguas de composicion variada provenientes de las descargas municipales,
industriales, comerciales, agricolas, pecuarias, domésticas y en general de cualquiera otra.

4.7.  Bioluminiscencia.

Es el fenomeno por el cual, ciertos organismos vivos emiten luz como resultado de su
actividad bioquimica.

4.8.  Contaminante.

Es toda materia o energia en cualesquiera de sus estados fisicos y formas que al
incorporarse o actuar en la atmoésfera, agua suelo, flora, fauna o cualquier otro elemento
natural, altere o modifique su composicion o condicion natural.

4.9. Concentracion efectiva media (CEso)

Es la concentracion de sustancias puras, combinadas, cuerpos receptores, afluentes,

lixiviados y sedimentos que reducen la intensidad de luz emitida por la bacteria
photobecterium phosphoreum a un 50%

4.10. Cuerpos de agua.
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Son los mares, lagos, lagunas, estuarios, acuiferos, redes colectoras con excepcion de los
sistemas de drenaje y alcantarillado urbano o municipal, rios y sus efluentes directos o
indirectos, permanentes o intermitentes, presas. Cuencas. Cauces, canales, embalses,
cenotes, manantiales, y demds depositos o corrientes de agua.

4.11. Descarga.

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

4.12. Efecto agudo.

Es aquél que se manifiesta como una respuesta inmediata de un organismo al téxico o
toxicos a los que se ha sido expuesto. Usualmente produce inhibicién de alguna funcioén
metabolica, inmovilidad o muerte.

4.13. Efluente.

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

4.14. Falso positivo.

Es la reduccion de luz detectada, causada por un factor o factores diferentes de la presencia
de algun toxico.

4.15. Liofilizado.

Es el producto sometido a deshidracion en condiciones de baja temperatura y alto vacio con
el fin de conservarlo.

4.16. Lixiviado.

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

4.17. Muestra simple o instantanea.

Es la que se toma ininterrumpidamente durante el periodo necesario para completar un
volumen que resulte representativo de la descarga de aguas residuales, en el sitio y en el

momento del muestreo.

4.18. Muestra compuesta.
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Es aquélla que se forma con la mezcla de muestras simples o instantdneas tomadas en un
efluente industrial, agricola o municipal. El nimero de muestras simples depende de las
horas por dia que opere el proceso generado de la descarga.

4.19. Photobacterium phosphoreum.

Es la bacteria marina bioluminiscente, con forma bacilar, Gramm-negativa, anaerobia
facultativa, halofilica, la cual posee un flagelo en uno de los polos.

4.20 Prueba de toxicidad (bioensayo de toxicidad).

Es la exposicion controlada de organismos a sustancias puras o combinadas y aguas
provenientes de cuerpos de agua, para evaluar su efecto.

4.21. Reconstitucion.

Es la reactivacion de la bacteria liofilizada por la adicion de agua destilada. (rehidratacion).
4.22. Salinidad

Es el contenido de sales disueltas por litro.

4.23. Sedimento.

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

4.24. 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
(K2Cr207), fenol (C¢Hs-OH), sulfato de zinc (ZnSOs).

4.25. Sustancia combinada.

Es aquélla que se forma por la integracion de dos o mas compuestos en una proporcioén no
mayor al 98% de cualquiera de ellos. Para fines de esta norma: aguas residuales,
industriales, efluentes agricolas, municipales, lixiviados y sedientos.

4.26. Tiempo de exposicion.

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

4.27. Tiempo de reconstitucion bacteriano.
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Es el periodo en el que se lleva a cabo la rehidratacion bacteriana y que comprende desde el
momento en que la solucidon de reconstitucion es vertida al liofilizado, hasta el instante en
que es colocada en incubacion a 5,5°C y que no debe exceder de 10 s.

4.28. Toxicidad.

Es el efecto que produce un toxico.

4.29. Toxicidad aguda.

Es el efecto medido por la reduccion de luz de Photobacterium phosphoreum. Después de
ser expuesta a un toxico una sola vez durante un periodo corto no mayor a 30min.

4.30. Toxico.

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

4.31. Toxico de referencia.

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

5. MUESTREO.

El muestro tanto de cuerpos de agua como de efluentes industriales, agricolas, municipales
o urbanos, lixiviados y sedimentos, constituyen una parte integral y fundamental de

cualquier programa de evaluacion de la calidad del ambiente acuético.

5.1.  Muestreo en efluentes industriales, agricolas, municipales y urbanos.

Se efecttian muestreos instantaneos de acuerdo a la tabla 1.

TABLA 1.- Muestras instantdneas requeridas para formar una muestra compuesta.

Horas pro dia que opera| Numero de Intervalo para la obtencion de
el proceso generador de muestras. muestras simples.
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la descarga. Minimo Maximo
H h
Hasta 8h 4 1,0 2
Mas de 9h y hasta 12h 4 2,0 3
Mas de 12h y hasta 18h 6 2,0 3
Mas de 18h y hasta 24h 6 3,0 4

La integracion de la muestra compuesta se efectiia de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-
AA-003 (ver 2 Referencias), tomandose las precauciones necesarias en cuanto a la
preservacion de las muestras simples, para la cual, cada una de éstas se debe mantener a
4°C £+ 2°C hasta que sea integrada la muestra compuesta. Una vez concluido esto,
dependiendo de cuando se realice el andlisis, la muestra compuesta se debe almacenar y
preservar de acuerdo al capitulo 9 de esta norma.

5.2.  Muestreo en cuerpos de agua.

El muestro se debe realizar de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-AA-014 (VER 2
Referencias). Ademés de los parametros fisicoquimicos bdasicos, considerados solo para
fines del reporte (pH, oxigeno disuelto, conductividad, temperatura de agua y aire), se
deben registrar las siguientes caracteristicas aparentes:

- Olor

- Color

- Turbiedad

- Presencia o ausencia de burbujas y espuma

Las muestras simples o instantdneas se integran de acuerdo al inciso 4.17 de esta norma,
siguiendo los ejemplos indicados en el inciso 13.1 de la Norma Mexicana NMX-AA-087-
SCFI, (ver 2 Referencias).

5.3. Muestreo en sedimentos.

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

En cualquiera de los dos casos mencionados, la muestra que se considera para el analisis
corresponde a la lamina superior de sedimento con un espesor de 3cm y mas humeda
aproximada de 200g.

Al efectuar el muestreo, se recomienda considerar lo siguiente:
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- Cuando se realiza el muestreo en sedimentos limosos, se sugiere introducir
lentamente la draga o el nucleador para evitar remolinos y corrientes que suspendan
el sedimento.

- Si el muestreo se realiza en un sedimento rocoso arenoso, pueden quedar atrapadas
rocas pequefias entre las mandibulas de la draga, impidiendo el cierre total de ésta,
ocasionado pérdida de sedimento cuando se recupera; por lo cual. Se debe lanzar la
draga tantas veces como sea necesario hasta obtener la cantidad de sedimento
suficiente. De igual forma, si se utiliza un nucleador, quiza se requiera efectuar
varios muestreos hasta obtener el sedimento necesario.

- Cuando el muestreo de sedimentos se realice en zonas de aguas someras (menor a
50 cm de profundidad), al utilizar la pala pequefia, se debe procurar sumergirla en
direccion del flujo, y al llegar al fondo introducirla lentamente inclinando la pala en
un angulo aproximado de 45°, posteriormente arrastrar €sta, paralelamente al fondo
hasta obtener una cantidad suficiente. En seguida, se debe elevar la pala en forma
casi horizontal (paralela al fondo) muy lentamente, para evitar pérdida de
sedimento.

Para todos los casos anteriores, la muestra colectada para el analisis se coloca en recipientes
limpios de boca ancha de volumen minimo de 250ml, de polietileno de alta densidad, con
tapa o contratapa del mismo material.

5.3.  Muestreo de lixiviados

El muestreo de lixiviados se debe efectuar en los pozos de monitoreo de los sistemas de
captacion de los mismos, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-053-ECOL, (ver 2
Referencias).

Para la colecta de la muestra, se deben tomar las preocupaciones necesarias utilizando el
equipo de seguridad adecuado. Las muestras se deben colocar en recipientes limpios de 50
ml de polietileno e alta densidad con contratapa.

6. PRINCIPIO

Este método se basa en la evolucion del efecto que sustancias puras, combinadas, cuerpos
receptores, efluentes, lixiviados y sedimentos pueden tener sobre la intensidad e la luz
emitida por la bacteria Photobacterium phosphoreum en condiciones controladas de
exposicion.

7.- REACTIVOS Y MATERIALES.
7.1.  Reactivos y soluciones.

7.1.1. Reactivos.
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7.1.1.1. Fenol (CsHs-OH)

Compuesto con una pureza superior o igual a 99%.

7.1.1.2. Sulfato de zinc heptahidratado (ZnS0O4.7H20)
Compuesto con una pureza superior o igual a 99%

7.1.1.3. Metanol (CH30H)

Grado plaguicida, para efectuar la extraccion Soxhlet en la muestra testigo.

7.1.1.4. Acetona (C3HeO)

7.1.1.5. Acido nitico concentrado (HNO3)

7.1.1.6. Agua destilada, o en su defecto, agua con pureza equivalente.
7.1.1.7. Agua desionizada.

7.1.1.8. Cloruro de sodio (NaCL)

7.1.1.9. Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCL2.6H>0)

7.1.1.10. Cloruro de estrocio hexahidratado (SrCL».6H>0)
7.1.1.11. Cloruro de potasio (KCL)

7.1.1.12. Bromuro de potasio (KBr)

7.1.1.13. Cloruro de calcio (CaCL;) anhidro
7.1.1.14. Sulfato de sodio decahidratado (NaSO4.10H2O)
7.1.1.15. Bicarbonato de sodio (NaHCO3)

7.1.1.16. Floruro de sodio (NaF)
7.1.1.17. Acido borico (H3BO3)
7.1.2. Soluciones

7.1.2.1. Medio de reconstitucion.

Reactivo de agua destilada o similar no toxica a la bacteria Photobacterium phosphoreum.
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7.1.2.2. Medio de diluciéon para muestras de agua dulce.

El mismo medio sefialado en el inciso anterior agregado en una relacion mas volumen
(M/V) 2% de cloruro de sodio (NaCL).

7.1.2.3. Medio de dilucién para muestras de agua salina o salobre.

El medio de dilucion debe ser agua de mar artificial preparada segun el inciso 7.1.2.6.
7.1.2.4. Medio de dilucién para fase sélida.

Medio senalado en el inciso 7.1.2.1. con la adiciéon de NaCL en una relacién masa volumen
(M/V) de 3,5%. En caso de muestras salinas o salobres, el medio de diluciéon es agua de
mar artificial preparada como se indica en el inciso 7.1.2.6.

7.1.2.5. Solucién de ajuste osmotico.

Medio utilizado para el inciso 7.1.2.1. con la adicion de NaCL en una relacion masa
volumen (M/V) de 22%.

7.1.2.6. Agua de mar artificial

Se prepara con agua destilada o desionizada de acuerdo con la tabla 2, con una salinidad
aproximada de 35, (ver Capitulo 13 Bibliografia inciso 13.16).

TABLA 2.- Reactivos utilizados en la preparacion de agua de mar artificial

Solucion A Solucion B
Sales Cantidad Sales Cantidad
(g) (g)
NaCL 23,90 NaS04.10H20 9,06
MgCL,.6H20 10,83 NaHCO3 0.02
CaCL2 anhidro 1,15 NaF 0,003
SrCL2.6H20 0,004 H2BO3 0,0003
KCL 0,682 Agua destilada 100 ml
KBr 0,099
Agua destilada 856

La solucion B se adiciona lentamente a la solucion A, agitando constantemente para lograr
una mezcla homogénea. Después de 24h, filtrar la mezcla utilizando un filtro de membrana
de 0,45 um.

7.1.2.7. Agua marina.
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Libre de toxicos, puede emplearse en sustitucion de 7.1.2.6.
7.2. Materiales.
7.2.1. Material biologico.

7.2.1.1. Photobacterium phosphoreum

la suspension bacteriana debe ser utilizada a una concentraciéon aproximada de 1 X 10*
células/ml. Dado que los cultivos frescos son inherentemente variables, se debe utilizar un
cultivo liofilizado con 2,0% de NaCL, 94% de so6lidos de leche descremado y 4% de
bacterias. Estas se deben preservar en forma liofilizada en un congelador a una temperatura
entre —18°C y —20°C (bajo estas condiciones, el tiempo de caducidad de la bacteria es de un
ano). Cuando se hidratan, las bacterias comienzan inmediatamente a emitir luz, y pueden
ser usadas en pruebas sin ningun tratamiento posterior. La cepa liofilizada aporta valores
constantes de CEso para toxicos de referencia (ver inciso 10.3.3.). si la cepa se preserva por
otros métodos o se utilizan cultivos frescos, su respuesta a toxicos de referencia puede ser
no reproducible (ver Capitulo 13 Bibliografia inciso 13.2).

7.2.2. Otros materiales.
7.2.2.1. Celdillas.

Las celdillas de lectura deben ser compatibles con el lumindémetro utilizado; tener
capacidad para un volumen total de 3000uL-5000uL; de vidrio borosilicato y descabales.

7.2.2.2. Columnas filtradoras.

Provista con un filtro de fibra de vidrio de 45um. Utilizadas para extraer el sobrenadante de
las muestras de sedimentos.

7.2.2.3. Micropipetas.

Deben tener doble fase de aire, y capacidad para extraer volumenes de 1000uL, 500uL,
250uL y 10uL.

7.2.2.4. Puntas para micropipetas.

Deben ser estériles, de polipropileno y desechables.

7.2.2.5 Soporte de celdillas.

Dispositivo capaz de sostener en forma estable y vertical, treinta celdillas en bafio de

recirculacion o sistema de control de temperatura. El soporte debe prevenir que las celdillas
se sumerjan en agua (el exceso de agua en la parte externa de las celdillas puede interferir
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con la lectura de luz de cada celdilla), asi como tener buena transferencia de calor y
resistencia a la corrosion; €ste es necesario cuando se utilice un luminémetro sin pozos de
celdilla con temperatura controlada.

7.2.2.6.Soporte de celdilla R

Dispositivo capaz de sostener en forma estable y vertical, una celdilla en bafio de
recirculacion o sistema de control de temperatura a 5,5°C. Este soporte puede sumergir a la
celdilla en agua y debe ser resistente a la corrosion. Si la celdilla no esta inmersa en agua,
éste debe cumplir con las especificaciones del material del soporte de celdillas, descrito en
el inciso anterior. El soporte de celdillas es necesario cuando se utiliza un lumindmetro sin
bloque de incubacidn con temperatura controlada.

7.2.2.7.Soporte de tubos de ensaye.

Dispositivo capaz de sostener en forma estable y vertical, al menos 30 tubos de ensaye
descritos en el inciso 7.2.2.8., dentro del bano de recirculacion o sistema de control de
temperatura mencionado en el inciso 8.2. El material de construccion debe tener buena
transferencia de calor y resistencia a la corrosion dentro del sistema de recirculacion os
sistema de control de temperatura. Este soporte es necesario para realizacion de la prueba
en fase solida.

7.2.2.8. Tubos de ensaye

desechables, de vidrio borosilicato o policarbonato, con capacidad de 15 ml y 20mm de
didmetro. Limpios. Se utilizan para la prueba en fase solida

7.2.2.9. Equipo de seguridad

Guantes, mascarillas, lentes de seguridad, botas de hule, etc.

7.2.2.10. Recipientes de muestreo

de polietileno de alta densidad, de 50 ml y de 250mL (boca ancha), tapa o contratapa del
mismo material.

7.2.2.11 Sistema de extraccion (de acuerdo a lo indicado en el apéndice B)

De capacidad minima de 250 mL.

7.2.2.12. Paraflim

7.2.3. Lavado de material
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Todo el material que se utilice en el muestro y analisis (excepto celdillas y puntas de
micropipeta) debe llevarse segin el método descrito a continuacion:

- Lavar con detergente y enjuagar dos veces con agua de la llave.
- Enjuagar con acetona (C3HeO). Dejar secar completamente.

- Enjuagar con 4cido nitico (HNOs3) concentrado, eliminar el excedente. Enjuagar
abundantemente con agua desionizada, escurrir y dejar secar.

Una vez lavado, proteger el material de polvo y otros factores.
8.- APARATOS.
8.1.  Luminémetro.

Debe ser capaz de detectar la luz emitida por photobacterium phosphoreum, a una longitud
de onda de 490nm.

8.2.  Bafios de recirculacion o sistemas de control de temperatura.
Debe ser capaces de mantener una temperatura de 15° + 0,5°C y 5,5°C £+ 0,5°C.

Los 3 equipos descritos pueden ser individuales o estar integrados en un sistema
automatizado.

8.3.  Congelador

Debe ser capaz de mantener una temperatura de —20°C + 2°C.
8.4.  Refrigerador

Debe ser capaz de mantener una temperatura de 4°C + 2°C.
8.5  Parrilla magnética.

Debe ser capaz de tener agitacion continua durante 48h.

8.6.  Parrilla de calentamiento para el sistema de extraccion (ver Apéndice B)

Debe ser capaz de mantener una temperatura entre 70°C y 80°C.
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8.7.  Centrifuga clinica o equivalente.
Debe ser capaz de separar la fase s6lida de la liquida.
8.8.  Medidor de pH.

El pH de las muestras se determina de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-AA-008, (ver 2
Referencias).

8.9. Ternometro

La temperatura se determina de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-AA-007, (ver 2
Referencias).

8.10. Salinometro.

Utilizado para determinar la salinidad de las muestras marinas y salobres.

8.11. Oximetro.

Para determinar el oxigeno disuelto de las muestras en campo.

8.12. Horno de secado o equivalente

Debe ser capaz de mantener una temperatura de 100°C.

8.13. Balanza analitica.

Con sensibilidad minima de 1mg.

9 PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS.
9.1.  Preparacion.

En general, el contenido de salas de la muestra y del medio de dilucién durante el analisis,

debe ser de 2,0% (M/V) como cloruro de sodio (NaCL) para muestras de agua dulce y de
3,5% (M/V) para muestras de agua salobre y marina.

9.1.1. Preparacion de muestras de agua dulce

el contenido de sales de las muestras debe ajustarse a 2,0% de cloruro de sodio (NaCL)
previo al andlisis, lo cual es necesario par evitar la pérdida de bioluminiscencia de la
bacteria debida al choque osmotico. Este ajuste se logra adicionando la cantidad adecuada
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de solucion de ajuste osmotico descrita en el inciso 7.1.2.5. (1 parte de solucion por 10
partes de muestra). Por ejemplo, supdngase que se tienen una muestra e agua dulce (0% de
NaCL), se debe agregar 2,5ml de muestra y 0,25ml de solucion de ajuste osmotico; o bien,
adicionar NaCL solido a la muestra (0,2g en 9,8ml de muestra).

9.1.2. Preparacioén de muestras de agua salubre.

La salinidad de las muestras debe determinarse antes de ser analizadas, Si el contenido de
sales estd por debajo del 2,0%, debe ajustarse a este valor adicionado NaCL. Si el
contenido de sales es mayor a 2,0%, se debe adicionar NaCL al medio de dilucion hasta
igualar la salinidad de la muestra.

9.1.3. Preparacion de muestras de agua marina.

El contenido de sales de las muestras es aproximadamente de 3,5%, por lo tanto, no se
requiere ajuste osmotico. El diluyente de prueba debe ser agua de mar artificial o agua de
mar carente de contaminacion (ver incisos 7.1.2.6.y 7.1.2.7).

9.1.4. Preparacion de muestras de agua interstical de sedimentos.
Centrifugar el sedimento de cada muestra par separar la fase sélida de la fase liquida.
Decantar cuidadosamente la fase liquida y emplearla par su preparacion de acuerdo a los

incisos 9.1.1., 9.1.2. y 9.1.3, segtn su procedencia.

- En muestras de sedimento de sistemas de agua dulce, se debe hacer la preparacion
descrita en el inciso 9.1.1.

- En muestras de sedimento de sistemas de agua dulce salubre, se debe hacer la
preparacion descrita en el inciso 9.1.2.

- En muestras de sedimento de sistemas de agua marina, se debe realizar la
preparacion descrita en el inciso 9.1.3.

9.1.5. Preparacion de extractos acuosos de sedimentos.

Homogeneizar la muestra de sedimento colectada, mezclar con el tipo de agua que
corresponda al origen de la muestra en una relacion 1:4 (M/V) utilizando un matraz
Erlenmeyer. Agitar vigorosamente durante 60min en una parrilla magnética. Centrifugar la
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mezcla de 10 00r/min hasta obtener una separacion completa de las dos fases. Utilizar el
sobrenadante para el analisis.

9.1.6. Preparacion muestra de sedimento para la prueba de fase sélida.
9.1.6.1. Muestra problema.

Proceder a mezclar la muestra hasta homogeneizarla. Si es necesario, centrifugar a una
velocidad adecuada para separar la fase solida de la liquida. Psoteriormente eliminar el
sobrenadante.

9.1.6.2. Muestra testigo.

Efectuar una extraccion (ver Apéndice B) exhaustiva (de 4h a 5h) empleando metanol,
grado, grado plaguicidad. Recuperar el sedimento y evaporar el metanol remanente a
temperatura ambiente, o utilizando un horno de secado a 40°C.

Para la muestra problema y testigo (ver incisos 9.1.6.1. y 9.1.6.2.), determinar la masa de
0,3g de sedimento o fase solida en tubo de ensaye, agregar 3,000l de medio de dilucion
para fase solida, preparado seguin el inciso 7.1.2.4. para efectos de calculo, considerar
unicamente la masa seca de la muestra.

9.1.7. Preparacion de la bacteria y desarrollo de la prueba.(ver figura 1, nimero 3)

Sacar un frasco de bacteria liofilizada del congelador; de inmediato, vaciar en ¢él, el medio
de reconstitucion contenida en la celdilla R (mantenida a 5,5°C) y suspender. Estas
acciones deben efectuarse rapidamente para evitar un efecto de choque osmético a las
bacterias. Transferir la mezcla nuevamente a la celdilla R (ahora RB), y continuar su
incubacion a 5,5°C. Mezclar el contenido de dicha celdilla con una micropipeta. Esto
implica la aspiracion y eyeccion de la mezcla en la celdilla; repetir el mismo proceso 20
veces.

9.2.  Acondicionamiento.

Las muestras de agua, lixiviados y sedimentos se almacenan dependiendo del tiempo entre
la toma y el inicio del analisis, es decir:

Si el analisis de la muestras se realiza dentro de las primeras 48h, se deben almacenar a 4°C
+ 2°C, en los recipientes indicados en 7.2.2.10; deben ser llenados completamente, evitando
dejar espacio entre la muestra y el tapon. Si el analisis se realiza después de 48h y hasta 12
dias posteriores a la fecha de colecta, la temperatura de conservacion debe ser de —10°C
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Las muestras deben ser preservadas sin la adicion de producto quimico alguno.
Antes de iniciar el andlisis, las muestras deben ser descongeladas a temperatura ambiente;

posteriormente, agitar para lograr la homogeneizacidn, sin abrir el recipiente y dejar reposar
30min para alcanzar el equilibrio.

Si el andlisis se realiza después de 48h, se debe reportar el tiempo transcurrido entre la
colecta y el analisis.

Las muestras preservadas pro mas de 12 dias no son validas para realizar pruebas de
toxicidad.

El tiempo cero, en una muestra compuesta, es el momento de la toma de la tltima colecta
simple o instantanea.

El tiempo final, es el momento en el que las bacterias reconstituidas entran en contacto con
la muestra.

10.- PROCEDIMIENTO.

La prueba de toxicidad aguda con photobacterium phosphoreum se realiza por duplicado
utilizando cuatro diluciones (90%, 45%, 22,5 %, 11,25%), y un control por réplica.

10.1. Procedimiento para efectuar el andlisis en muestras de agua dulce, salobre, marina,
lixiviados, agua interstical y extractos acuosas de sedimento, (ver figura 1)

10.1.1. Estabilizar el bano de recirculacion o sistema automatizado a 15°C + 0,5°C durante
el analisis.

10.2.2. Colocar 5 celdillas (de la A1 a la A5) en los pozos de incubacion del lumindémetro o
en el soporte de celdillas en el bafio de recirculacion o sistema de control de temperatura a

15°C £ 0,5°C.

10.1.3. Colocar 5 celdillas ® en el pozo de incubacién del lumindmetro o en el soporte de
celdillas en un bafio de recirculacion o sistemas de control de temperatura a 5,5°C.

10.1.4. Agregar a la celdilla R, la cantidad apropiada de medio de reconstitucién para
alcanzar una densidad bacteriana de 1 X 10% células/ml.

1.-Preparacion de la muestra.
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10.1.5. Para muestras liquidas, intersticiales y extractos acuoso de sedimentos provenientes

de sistemas de agua dulce y lixiviados. Agregar 1 000ul del medio de dilucion (ver inciso
9.1.1) alas celdillas A1, A2, A3 Y A4 indicadas en 10.1.2.

10.1.6. Para muestras liquidas, intersticiales y extractos acuosos de sedimentos,
provenientes de sistemas de agua salobre o marinos y lixiviados. En caso de muestras
salobres, adicionar 1 00ul a la celdillas Al, A2, A3 y A4 del medio de dilucion que
corresponda de acuerdo al inciso 9.1.2. en caso de muestras de agua marina, utilizar como
diluyente agua de mar artificial o marina.

10.1.7. Agregar 2 750 ul de la muestra preparada segun los incisos 9.1.1, 9.1.2. y 9.1.3.
para muestras de agua dulce, salobre y marina respectivamente, a la celdilla AS.

10.1.7.1. Efectuar una serie de 3 diluciones partiendo de la celdilla AS y finalizando
en A2, en un patron de dilucion 1:2, obteniéndose las concentraciones al 90%, 45%, 22,5%
y 11,25%, que se preparan transfiriendo volumenes de 1 000uL a cada celdilla.
Posteriormente desechar de A2 1 000uL y 750 pL de A5 para uniformizar volimenes. La
celdilla A1 contienen s6lo medio de dilucion y es considerada control (ver figura 1 nimero
2).

10.1.8. En el caso de que los limites de confianza se localicen fuera de + 15% del valor de
CEso obtenido (considerando un 95% de confiabilidad estadistica), se debe repetir la prueba
para obtener mayor precision. Con la misma finalidad, también se puede elaborar una serie
con un mayor numero de diluciones utilizando factores como: 1:1,2 6 1:1,25 6 1:1,33.

Para su elaboracion se debe emplear un factor de dilucion menor a 2, como puede ser: 1:1,2
61:1,256 1:1,33.

10.1.9. Adicionar con una micropipeta 10 uLL de suspension bacteriana (celdilla RB) a cada
una de las celdillas de prueba (de la Al a la AS) y agitar ligeramente para asegurar su
correcta distribucion en la solucion.

Inmediatamente poner en funcionamiento el cronémetro ajustado para indicar el tiempo a
los Smin y 15min.

10.1.10. Calibracion del lumindémetro.
Al sonar la primera alarma (5min), colocar la celdilla A1 (control) en el luminémetro y
calibrar la lectura al 90% de la escala; posteriormente, registrar las lecturas de las celdillas

Al ala AS.

10.1.11. Realizar el procedimiento por duplicado de los incisos: 10.1.2. 10.1.5,
10.1.6.,10.1.7, 10.1.7.1, 10.1.9 y 10.1.1.10.
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10.2. Prueba de fase solida o sedimentos.

La técnica para fase solida o sedimentos.

La técnica para fase solida permita la medicion del efecto de toxicos fuertemente adheridos
a particulas solidas en suelos y sedimentos. Este procedimiento permite el contacto de la
bacteria con el complejo toxico-particula solida.

Este procedimiento debe utilizarse en esta norma como una forma preliminar de evaluacién
de sedimentos, ya que el contacto de la particula sdlida con la bacteria siempre ocasiona
reduccion en la luminiscencia detectada aun cuando el sedimento no contenga téxicos
(respuesta falso positiva).

Algunos de los factores que pueden producir este efecto son:

- Adsorcion de las bacterias a las particulas solidas.

- Efectos de sombra de las particulas en suspension sobre la deteccion de
bioluminiscencia.

- Floculacion bacteriana.

Por lo anterior, es necesario preparar una muestra testigo para cada muestra problema, de
acuerdo al inciso 9.1.6.

10.2.1. Procedimiento

10.2.1.1. Preparacion de la celdilla R

proceder conforme a los incisos 10.1.3. y 10.1.4.
10.2.1.2. Desarrollo de la prueba (ver figura 2)

este procedimiento debe realizarse tanto para la muestra problema como para la muestra
testigo.

Introducir 15 tubos de ensaye (denominados al, bl a b5 y cl a ¢5) para fase sélida en el
soporte de tubos de ensaye y colocarlos en la incubadora con bafio de recirculacion a 15°C;
agregar 1 500uL de medio de dilucion para fase sdlida (ver inciso 7.1.2.4.) en cada uno de
los tubos, excepto en el tubo c5.

Colocar en el tubo c5 la muestra preparada de acuerdo al inciso 9.1.6. cubrir con parafilm y
agitar hasta obtener una suspension homogénea (ver figura 2, paso 1).
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Utilizar una pipeta de 1000pL a 5 000uL para mezclar y resuspender el contenido del tubo
c5 llenando y vaciando la pipeta de 5 a 6 veces; mientras los sélidos estdn en suspension
transferir 1 500uL de éste al tubo c44; mezclar éste Gltimo. Transferir 1 500 pL del tubo c4
al c3, mezclar éste y repetir la operacion hasta llegar al tubo a4.

Posteriormente, descartar 1 500uL del tubo a4 para igualar volimenes. Los tubos al, a2 y
a3 son controles. Esperar 10 min para alcanzar la uniformidad térmica (ver figura 2, Paso 2)

Proceder conforme a lo indicado en el inciso 10.1.9.

Poner en marcha un cronémetro de cuenta regresiva ajustado a 20 min, inmediatamente
agregar 20uL de la suspension bacteriana a cada uno de los 15 tubos en direccion al a a5,
bl ab5 y cl a c5. Mezclar la muestra de cada tubo con una pipeta de 1 000 pL. a 5 ... pL,
succionando y vaciando ésta de 5 a 6 veces. Tres minutos antes de que termine la cuenta
regresiva, insertar las columnas filtradoras en cada uno de los tubos, cuidando de que éstas
no toquen el sobrenadante.

Una vez transcurridos los 20min, empujar suavemente las columnas en la muestra,
debiéndose detener antes de llegar al nivel superior de los solidos sedimentados;
posteriormente, transferir S00uL del filtrado de la columna a la celdilla correspondiente en
el sopor te de celdillas, en la misma direccidon indicada en el inciso anterior, ajustar el
cronometro al tiempo de prueba (Smin). Tiempo total de exposicion: 25min (ver figura 2,
paso 3)

Proceder segun el inciso 10.1.10 con la celdilla A1 del soporte de celdillas.
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Al sonar la alarma, colocar la celdilla Al, referida como control, en el luminometro y
calibrar la lectura al 90%, posteriormente registrar las lecturas de las celdillas al a la c5.

10.2.2. Para el caso de muestras extremadamente toxicas, tanto de agua como de sedimento,
en las cuales no sea factible detectar bioluminiscencia, es indispensable preparar todas las
diluciones necesarias, de acuerdo al inciso 10.2.3, para obtener el valor de CEso consultar el
capitulo 11 de esta norma.

10.2.3. Preparacion de diluciones.

Cualquier tren de diluciones puede funcionar; sin embargo, diluciones 1:10 son faciles de
efectuar. Par un volumen no mayor de las celdillas requeridas, se deben utilizar 250 pL de
muestra y 2 250uL de medio de diluciéon para un volumen total de 2,5 pL. En caso de
requerir diluciones mayores, preparar diluciones 1:1°” y/6 1:1 000.

Para la obtencion del resultado, se debe considerar el factor de dilucion utilizado.

10.3. Evaluacion de sensibilidad.

El laboratorio que realice pruebas de toxicidad como photobacterium phosphoreum debe
validar la sensibilidad del organismo utilizando cualquiera de los 2 téxicos de referencia

sefialados en los incisos 10.3.3.1. y 10.3.3.2. de esta norma. Esto se debe llevar a cabo en
cuando se presente alguno de los siguientes casos:

- Se observen anomalias en la respuesta.
- Se inicie el uso de un lote de bacterias.
- Se inicie el analisis de un lote de muestras.

10.3.1. Los toxicos de referencia deben tener como principales caracteristicas la siguientes:

- Amplio espectro toxico.

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

- Persistencia y estabilidad en solucién
- Estabilidad en almacenamiento

- Facilidad de cuantificacion.

10.3.2.La sensibilidad de Photobacterium phosphoreum se evalia mediante la
determinacion de la CEso, empleando concentraciones establecidas de alguno de los toxicos
de referencia sugeridos: fenol (C¢Hs-OH) y sulfato de zinc (ZnSOs). El método y las
condiciones de prueba, deben ser los descritos en la presente norma, de acuerdo al inciso
10.1.
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10.3.3. Toxicos de referencia
10.3.3.1. Fenol (CsHs-OH)
La CE50 que presenta este compuesto para Photobacterium phosphoreum se encuentra

entre 13mg/L y 26mg/L a un tiempo de exposicién de 5 min. Este toxico produce un efecto
claro y rapido.

La solucién patrén de fenol se prepara a una concentracion de 100mg/L y se conserva en un
frasco ambar a 4°C + 2°C de 3 meses a 4 meses.

Realizar el andlisis con el estandar de fenol con lecturas a tiempos de Smin y 10min.
10.3.3.2. Sulfato de zinc (ZNSOy4)

La CEso que presenta este compuesto para_Photobacterium phosphoreum se encuentra entre
Smg/L y 12mg/L, a un tiempo de exposicion de 10min.

La solucion patron de sulfato de zinc (ZNSO4) se prepara a una concentracion de 100mg/L
y se conserva en un frasco &mbar a 4°C £ 2°C de 3 meses a 4 meses.

10.3. Los valores de CEso determinados experimentalmente para los toéxicos de referencia,
deben quedar dentro de los intervalos mencionados, en caso contrario, se tienen

elementos para suponer cualquiera de las siguientes posibilidades:

- Condiciones inadecuadas de almacenamiento de la bacteria liofilizada, siendo las
principales, tiempo y temperatura.

- Reconstitucion inadecuada de la bacteria.
- Uso de la bacteria después de 2h de haber sido reconstituida.

- Posible contaminacion de alguno de los reactivos o materiales utilizados en el
ensayo.

- Falta de pericia del analista.

10.5. Los toxicos de referencia usados en esta norma pueden ser sustituidos por cualquier
otro, siempre y cuando cumplan con las caracteristicas sefialadas en el inciso 10.3.1.
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11.- EXPRESION DE RESULTADOS.
Al término de la prueba, la CEso, debe obtenerse mediante los siguientes calculos:
11.1. Calculo del valor de Gamma ( r ) para cada concentracion.
rt=Itc/It) - 1
donde
rt es la Gamma al tiempo de incubacion (t)
Itc es el nivel de luz (I) al tiempo de incubacidn (t) del control (c)
It es el nivel de luz (I) al tiempo de incubacion (t) para cada concentracion de la

muestra.

11.2.  Graficar las Gammas contra la concentracion de la muestra en papel para graficas
Log-Log (ver figura 3); interpolar a valor de Gamma igual a 1 para obtener la CEso

11.3. El procedimiento de fase solida, se expresa a partir de la siguiente relacion:

CEsor = CEsom — CEsor

Siempre que: CEsom > CEsor

Donde:

CEsor es igual a la CEso real obtenida para andlisis en sedimentos;
CEsom es igual a la CEso de la muestra problema;

CEsor es igual a la CEso de la muestra testigo.
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12. INFORME DE LA PRUEBA.
El informe de la prueba incluye especificar los siguientes puntos:
12.1. Localizacion de la cuenca hidrologica.

12.2.  Nombre del cuerpo de agua receptor.
12.3. Datos de afluentes como sigue:

a) Si es efluente industrial, indicar los siguientes datos de la empresa: razon socia,
direccion, teléfono, que produce o fabrica, que materias primas utiliza, horario de
operacion.

b) Si es efluente urbano o municipal, indicar los siguientes datos: localizacion, nombre
de la ciudad o municipio.

c) Si es efluente agricola, indicar lo siguiente datos: localizacion, tipo(s) de cultivo(s) y
en su caso, que fertilizante(s) se utiliza (n).

d) Si es efluente urbano o municipal, indicar los siguientes datos: localizacion, nombre

de la ciudad o municipio
Para los casos descritos en b), ¢) y d), ademas se debe especificar lo siguiente:
- Caudal promedio (m3/dia); caudal promedio durante el muestro (m3/s); en caso de
contar con sistemas de tratamiento, breve descripcion del mismo; localizacion de puntos (s)
de muestreo seleccionado (s); método de colecta usado; fecha, periodo y horario de colecta;
tiempo transcurrido entre la ultima toma de muestras(s) y el inicio del anélisis; temperatura
de la(s) muestra(s) al recibirse en el laboratorio; datos fisicoquimicos y observaciones en
campo; responsable(s) del muestreo.
12.4.  En el caso de pruebas en cuerpos receptores, se debe indicar lo siguiente:
Localizacion de punto(s) de muestreo; método de colecta usado; fecha, periodo y horario de
colecta; tiempo transcurrido entre la Ultima toma de muestra(s) al recibirse en el
laboratorio; datos fisicoquimicos y observaciones en campo; responsables (s) del muestreo.

12.5. En el caso de pruebas en sedimento, se debe indicar:

Profundidad; método utilizado para muestrear; tipo de sedimento aparente (limoso, rocoso,
arenoso y cualquier otro); observaciones de campo; responsables (s) del muestreo.

12.6. En el caso de pruebas de lixiviados, se debe indicar:

Razén social de la empresa; direccion; teléfono; que tipo(s) de residuo(s) se dispone(n);
horario de colecta de las muestras.

12.7.Datos a registrar durante la prueba de toxicidad:

Forma de almacenamiento y preservacion de la(s) muestra(s); fecha del andlisis; tipo de
prueba realizada (en efluentes, cuerpos de agua, lixiviados y/o sedientos); datos
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fisicoquimicos, en caso de analisis de agua, al inicio del analisis (pH, oxigeno disuelto y
salinidad) y caracteristicas aparentes (olor, color, turbiedad, presencia o ausencia de
burbujas y espuma); registro de lectura al ajustar el lumindémetro con celdilla control,
Lectura al ajustar el lumindémetro con celdilla control; lectura de emision de luz de la
bacteria en datos las celdillas de prueba a los tiempos de lectura establecidos; lectura de
emision de luz en las celdillas a los 5 min y 15min; célculo del valor de Gamma ( r ) para
cada concentracion; calculo de la CEso; responsable(s) prueba(s) de toxicidad.

Si los analisis son par fase so6lida, indicar:

12.7.1. Registro de lectura al ajustar el luminémetro con celdilla A1l

Lectura de emision en las celdillas restantes y valores de EEsom y CEsor

12.8.Analisis de resultados.

Se deben dar las tablas y gréaficas derivadas de la prueba de toxicidad, proveer los valores
de CEso de las pruebas de toxicidad con sus respectivos limites de confianza al 95%, asi
como las unidades de toxicidad obtenidas y método estadistico utilizado; discusion de
resultados.

12.9.Datos adicionales:

Indicar lo toxico de referencia utilizado en la prueba de sensibilidad, CEso obtenida y fecha
de realizacion; responsables(s) de la realizacion de la prueba.

12.10. Conclusiones y recomendaciones.

12.11. Si se contrata a una empresa consultora, laboratorio o cualquier otro, que lleve a
cabo los andlisis, indicar razdn social, representante lega, direccion y teléfono.
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14.- CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES.
Esta norma no concuerda con ninguna norma internacional por no existir referencia alguna
al momento de su elaboracion. (ver Apéndice a).
APENDICE A INFORMATIVO.
Cabe senalar que para la elaboracion de la presente Norma Mexicana, se llevo a cabo

tomando como base investigacion realizada a nivel nacional y con informacion consultada
de normas extranjeras.

APENDICE B INFORMATIVO

El sistema de extraccion utilizado puede ser el Soxhlet o equivalente.

MEXICO, D.F. A 6 marzo.1996
LA DIRECTORA GENERAL DE NORMAS.

A oo -

LIC. MA. EUGENIA BRACHO GONZALEZ.
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