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I.- R-ESUMEN

El presente Seminario de Titulo consistió en realizar un estudio preliminar para determinar

la toxicidad aguda por metales que puedan estar presentes en residuos industriales sólidos

(RISES). El propósito general es poder utilizar un bioensayo como método de screening de

metales en los lixiviados de estos residuos, y de esta forma aplicar la identificación y

cuantificación de metales (TCLP), solo a las muestras que presenten toxicidad en el

bioensayo.

El bioensayo se basa en la medición de la luminiscencia producida por la actividad

metabólica de la bacteria marina Vibrio .fischeri o Photubaclerium phosphoreum. El

instrumento que se utiliza para medir dicha intensidad luminiscente se llama Microtoxn.

La bacteria se agrega al lixiviado de1 residuo y el instrumento registra la variación

de la intensidad de luz que se interpreta por un índice, IT50, el cual corresponde al tiempo

de exposición que causa la inhibición en un 500/o de la emisión de luz. En el ensayo de

toxicidad aguda, se mide el decaimiento de la luminiscencia en los primeros 30 minutos de

exposición de la bacteria al lixiviado.

Primero se investigó si las concentraciones limites para los metales (As, Ba, Cd, Cr,

Pb y Se), consideradas como toxicas a través del criterio EPd utilizado para RISES,

presentan toxicidad aguda en el bioensayo de luminiscencia. Con este propósito se

analizaron soluciones acuosas a distintas concentraciones de estos iones metálicos. Se

obsenó en esta experiencia, una disminución en la intensidad luminiscente de la bacteria

con respecto al tiempo, para todos los metales ensayados, efecto que fue más notorio al

aumentar [a concentración, excepto para el Se(IV) con el que no se observaron diferencias

significativas en la disminución de la luminiscencia al aumentar la concentración.

Se encontró que las soluciones de As(V) appm, Ba(II) 76ppm, Cd(II) 0 Sppou

Cr([I) Sppm y Pb(II)  pprn, presentan valores de IT50 de E.5 min., 4.6 min., 8.3 min.,24.2

min. y 5.7 min. respectivamente, lo que indica que estos metales pueden ser detectados por

el bioensayo.



Las muestras de residuos sólidos provenientes de una industria metalúrgic4 fueron

analizadas en forma paralela por el bioensayo y el máodo TCLP.

Para tos lixiviados de las muestras analizados por el bioensayo, se encontró

toxicidad aguda en uno de ellos, con un valor IT50 de 13.7 minutos. Su contenido de

metales fue, Pb 2.9ppm, Cu 2.3pprn, Fe 0.lppm y Zn 2.7ppm. Los lixiviados restantes no

presentaron toxicidad aguda y sus contenidos de metales variaron entre 0.01-0.2 ppm de Zn

y 0.5-1.6 ppm de Fe.

Los resultados de toxicidad aguda obtenidos por medio del bioensayo aplicado tanto

a las soluciones acuosas como en los lixiviados de las muestras, indicarían que el método

sine como indicador preliminar de la presencia de metales. Sin embargo, como el método

no es selectivo no nos asegura si la toxicidad aguda se debe a la presencia de un metal o al

conjunto de metales presentes en el lixiviado de la muestra.

El método tiene la ventaja de ser rápido y evita la lentitud del análisis completo para

la identificación y cuantificación en muestras que no evidencian Ia presencia de metales.

En el presente informe es posible verificar una cor¡elación entre la toxicidad de los

lixiviados hacia la bacteria y los contenidos de metales de las muestras respectivas.



2.- I¡{TRODUCCION

Uno de los problemas de contaminación ambiental es la que generan los residuos

sólidos industriales (RISES), entendiendo como tales, aquellas sustancias que no son

vertidos al alcantarillado y no tienen ningún valor comercial para la empresa o industria que

los genera. Este tipo de residuo es de dificil manejo y presenta inconvenientes en el

transporte y disposicióq particularmente cuando éstos son peligrosos. Por otra parte la falta

de legislación al respecto incrementa el deterioro de la calidad de vida.

En Chile se generan alrededor de 1.800.000 tor/año de residuos industriales sólidos

y el 5Yo de éstos se estima que son residuos peligrosos. La tabla 1 contiene datos de la

generación de RISES en algunas regiones del pais.

T¡bla l: Generación de RISES en distintas regiones de Chile (l).

Región Cantidad (tor/año)

Metropolitana 1.000.000

V 300.000

u{ 500.000

Ix 50 000

Por esto es necesario la caracterización de los RISES para clasificarlos respecto a su

grado de peligrosidad. De acuerdo a criterios internacionales (2), la caraaerlzación de

RISES implica determinar su potencial inflamabilidad, corrosividad, reactividad y

toxicidad. Estas metodologías deben adaptarse a la realidad nacional, con lo cual podríamos

asegurar un buen manejo y una disposición final ambientalmente aceptable-



En nuestro pais, el Centro Nacional del Medio Ambiente, CENMA esta

implementando este tipo de metodologías.

Para determinar la característica de toxicidad del residuo el procedimiento que se

realiza es el Toricity Charactereistic Leaching Procedure, TCLP. Esta prueba consiste en

evaluar por lixiviación la concentración de 4l especies, de las cuales 33 son orgánicas

(Pesticidas, Herbicidas, Semivolátiles y Volátiles) y ocho inorgánicas (As, Ba, Cd, Cr, Hg,

Ag, Pb y Se). Las muestras se clasifican como tóxicas si cualquiera de las especies

evaluadas sobrepasa la concentración límite establecido en el TCLP. El procedimiento

analitico establecido por EPA para el TCLP tiene la gran desventaja de ser costoso y muy

lento'.

En la actualidad se requiere de métodos analíticos complementarios que permitan

generar resultados nipidos y confiables que ayuden a las autoridades y organismos

fiscalizado¡es a tomar, sin demora, las medidas correspondientes a cada caso.

En este plano, se propone la utilización del Microtoxru para realizan vn screening

previo de toxicidad aguda por metales en lixiviados de RISES. Se espera que las muestras

que resulten tóxicas por Microtoxru, sean evaluadas de acuerdo al protocolo establecido

para el TCLP, de manera de que las muestras no toxicas puedan ser ráipidamente detectadas

y descartadas, sin necesidad de procesarlas de acuerdo al TCLP convencional.

' Para el grrpo de los metal€s este procedimierto hisicr¿mente involucra ura liivi¿rción del residuo de l8t2

horas, una posterior ñlt¡ación y digestión ácida det lixiüado, y fi¡almente la lectura o determinación por

espectroscopia de ab6orción atómica de cada ura de las €species melálicas.

4



Métodos de screenine.

Un método de screening se puede definir como aquel método analítico que permite

entregar.una respuesta binaria (si/no), en relación a la presencia de un cierto nivel de

concentración de una especie en una matriz determinada. En éstos métodos se sacrifica en

cierto grado una propiedad analítica (sensibilidad, selectividad, precisiór¡ exactitud) en

virtud de obtener información veraz, en un periodo de tiempo menor. Aunque la calidad de

la información analítica en rigor decrecg ésta es válida para tomü decisiones acert¿das

frente a una problemática dada.

Este trabajo se basa en la utilización del sistema N,IicrotoxrM Acute Test como un

método de screening para determinar en forma rápida si un residuo industrial sólido

presenla la característica de toxicidad por metales. La figura I muestra el concepto y la

aplicación de los métodos de screenirg en el análisis de muestras.

0bietivo seneral:

- Establecer si el bioensayo de toxicidad por el sistema Microtoxru es aplicable

como método de screening previo al TCLP para la determinación de toxicidad

por metales en RISES.

0bietivos esnecíficos:

-Determinar si a la concentración límite de toxicidad establecido por EPA (USA)

para los metales As, Ba" Cd, Cr, Pb y Se presentan toxicidad para la bacteria

luminiscente utilizada en el sistema Microtox .

-Evaluar el bioensayo de toxicidad aguda por Microtoxru con muestras de residuos

sólidos industriales provenientes de fundiciones de hierro y de aluminio.



3.-MATERIALES Y METODOS

3.1.- Bacteria

De los materiales utilizados en este trabajo la bacteria es uno de los mas

importantes. Como se menciona en el resumeq ésta es una bacteria manna (Vibrio fischeri

o Photobacferium phosphoreun) la cual emite luz (490nm.) como producto de su

respiración. La figura 2 muestra los substratos, productos y vías involucradas en la

bioluminiscencia bacterial.

En su ambiente natural la bacteria se encuentra formando parte de una relación

simbiótica con organismos superiores como algunas especies de peces y crustáceos.

Generalmente estos organismos poseen la característica de luminiscencia, esto se debe a

que ciertos órganos estan infectados por una alta concentr¿ción de la bacteria. También se

encuentra en forma libre en el mar, a concentraciones que son bajas (100 células/ml), y no

logran emitir luz. Para que la bacteria pueda emitir luz debe estar a una concentración

superior a 1.000 célulasrml. Así logran comunicarse por medio de un autoinductor §-(3-
oxohexanoyl) homoserina lactona], que activa la sintesis de una enzima llamada Luciferasa,

la cual cataliza Ia reacción de bioluminiscencia. La figura 3 muestra éste proceso,

Para efectos del trabajo experimental se utilizó viales que contenían del orden de

108 células de la bacteria lio filizada, que se resuspenden en lml. de agua desionizada. La

concentración final utilizada para el bioensayo(como se vera mas adelante) corresponde a

1,lx 106 células por ml.

3.2.- Instrumento

Este consta de una pantalla digital de, aproximadamente, 30cm. de largo y 3cm. de

ancho, una incubadora con 35 pozos en ella; un pozo (REAGENT) donde se activa la

bacteria y un pozo (READ) en el cual se realiza la lectura fotométrica. Tiene un selector de

longitud de onda a 490 nm. y un fotodetector de tipo fotomultiplicador que transforma la

energía luminiscente en eléctrica, Además el instrumento posee un sistema análogo digital

que permite ver en la pantalla la intensidad de radiación. La figura 4 muestra una foto del

instrumento.



3.2.1.- Operación del instrumento

A¡tes de realizar el bioensayo se debe verificar que el intemrptor de la parte

posterior del instrumento se encuentre en la posición Toxicity Acute. La figura 5 muestra

las opciones de análisis que se pueden realizar con el MicrotoxrM .

Luego de encender el instrumento se debe esperar que la incubadora llegue a la

temperatura de 1 5oC en los pozos (de I a 5 y de A a F) y a una temperatura de 5oC en pozo

REAGENT, la figura 6 es un esquema de la posición de los pozos en la incubadora del

instrumento. Cuando la incubadora llega a la temperatura indicada, en la pantalla del

instrumento aparece un símbolo ( 't ), el cual indica que esta listo para realizar tas

mediciones.

3.3.- Reactivos y soluciones

A partir de estándares de 1.000 ppm de Titrisol, se prepararon soluciones de trabajo,

a distintas concentraciones: As 16ppm, Cr l6ppm, Cd 3.2ppm, Pb 16ppm, Se lOpprq Ba

304ppm, Zn 160ppm. Luego, a partir de éstas concentraciones se realizaron 4 diluciones

sucesivas a la mitad. De ésta forma se asegura que las concentraciones límites establecidas

en la prueba TCLP fueran analizadas por el bioensayo.

Se preparó un buffer fosfato para ajuste de pH, para lo cual se disolvió fosfato

monoácido de sodio (Na:HPOr) y fosfato diácido de sodio §aH2POa) en una relación

molar de 1.5. 1.0 en I litro de agua, pH 7,4 .Tarnbién se preparó una solución al 2o/o de

NaCl, el cual se utiliza como diluyente.

La solución extractante utilizada para el análisis de las muestras se preparó de la

siguiente manera, en I litro de agua desionizada se agreg¿¡ron 2.57gr. de NaOH y 5.7m1. de

ac. acético glacial. Una vez preparadas las soluciones, éstas fueron almacenadas en un

refrigerador a 4oC para al día siguiente realizar el bioensayo.
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3.4.- Procedimiento de medida

Se realiza el encendido del instrumento indicado en el punto 3.2.1, el cual se debe

llevar a cabo a lo menos 45 minutos antes de usar para que la temperatura llegue a la

requerida en la incubadora. Los siguientes pasos resumen el procedimiento de medida en la

utilización del instrumento.

Paso l: Colocar las cubetas de borosilicato (diámetro extemo 1,2cm. y 5cm. de largo

aprox.) en los pozos 1 a 5 y A a F, también en el pozo REAGENT .

Paso 2: Agregar en los pozos I a 5 y A a F, 900 ¡rL solución al 2% de NaCl.

Paso 3: Agregar lml. de solución de reconstitución (agua ulua pura) en el pozo

REAGENT-

Paso 4: Colocar una cubeta en el pozo READ y agregar 1.8 ml. de solución al 2% de NaCl,

esperar 5 minutos.

Paso 5: Sacar el vial con las bacterias del freezer que esta a -20"C y reconstituirla.

Paso 6: Para ¡econstituir la bacteria se debe vaciar la solución de reconstitucióq que esta

en la cubeta del pozo REAGENT, en el vial. Homogeneizar y devolver el contenido a la

cubeta del pozo REAGENT, esperar 5 minutos.

Paso 7: Tomar la pipeta de repetición con puntas de tipo jeringa de 0.25m1, homogeneizar

el contenido de la cubeta en el pozo REAGENT.

Paso 8: Tomar 400p1 de la cubeta del pozo REAGENT y agregarlos a la cubeta del pozo

READ. Esto se realiza dos veces, para poder agregar la bacteria a todas las cubetas de

a¡álisis.

Paso l0: Cambiar la punta de la pipeta, homogeneizar el contenido de la cubeta del pozo

READ y agregar 100¡rL a las cubetas de los pozos de Al a A5, Bl a 85, Cl a C5, Dl a D5,

El a E5 y Fl a F3. Esperar 15 minutos.

Paso 11: Rápidamente agregar lml. de cada solución (agua en los blancos), de las especies

en estudio en el orden o secuencia que se muestra en la Figura 7, donde: los pozos A1

hasta A4 contienen 8ppm, 4ppm, 2ppm y lppm respectivamente de As(V) y en el pozo A5

se encuentra el blanco; los pozos Bl a 84 contienen 152 ppm,76 ppm, 38 ppm y 16 ppm

respectivamente de Ba(tr) y en el pozo 85 el blanco; los pozos C7 aC4 contienen 1.6 ppm,

0.8 ppm, 0.4 ppm y 0.2 ppm respectivamente de Cd(tr) y en el pozo C5 el blanco; los pozos

Dl aD4 contienen 8 ppm,4 ppnL 2 ppm y I ppm respectivamente de Cr(In) y el pozo D5

l4



el blanco; los pozos E1 a E4 contienen 5 ppnL 3 ppm, I ppm y 0.5 ppm respectivamente de

Se(IV) y el pozo E5 el blanco; los pozos Fl aF4 contienen 8 ppm,4 pprt,2 ppm, y I ppm

respectivamente de Pb(II) y en el pozo F5 el blanco. El Zn(Il) se realizó en otro bioensayo.

Paso 12: Tomar un blanco y apretar el botón SET del instrumento, esta operación permite

que el fotodetector del instrumento identifique el punto inicial de medición. Luego

rápidamente registrar las lecturas iniciales de cada solución en estudio cronometrando a

tiempo cero el inicio de las lecturas- Medir la intensidad a los 5, 15, 30 minutos, tiempo

suficiente para detectar, toxicidad aguda para la bacteria.

3.5.- Procedimiento de preparación y análisis de las muestras.

Las muestras de residuos sólidos seleccionadas provenían de una fundición. Tres de

las cinco muestras eran escorias y las dos restantes eran arenas utilizadas en el proceso de

moldear.

En vasos plásticos se pesaron 5 gramos de cada muestr4 se les agregó l00ml. de

solución ext¡actante' diluida en agta al 9.5 T:o vlv. Er seguida se aplicó a cada muestra l0

minutos de ult¡asonido con un desmembranador de tipo sumergible. Se dejó repos¿tr y,

mientras, se instaló el sistema de filtración con filtros de 0.45pm. para filtrar y obtener los

lixiviados. A este procedimiento le llamaremos lixiviación rápida"

Los lixiviados del TCLP se obtienen por agitación de la muestra con solución

extractante en una relación l:20 por l8t2 horas. A este proceso le llamaremos lixiviación

convencional

A los iixiviados obtenidos por lixiviación rapida se les ajustó el pH con 500¡rL. de

buffe¡ fosfato. Luego se tomaron 5 vasos plásticos en los cuales se agregaron l0 mL de

cada lixiviado. Las muestras se conservaron en un refigerador a 4oC para ser analizadas al

día siguiente. Se repitieron los pasos descritos en el ítem 3.4. En el paso 1l se agrega 1 mL

de cada lixiviado. En la figura 8 se observa la disposición final de los lixiviados de las

muestras en el bioensayo. Cada cubeta se analizó por triplicado y también el blanco

(solución extractante diluido al 9.5o/o vlv) se trato de la misma manera que las muestrag a

fin de minimizar las interferencias y errores experimentales.

' I¡ razón muestr¿ a solución extractante 1:20 es la misma utilizaú¿ en el pocedimieno del TCLP.

" Los lixiviados se analizaron en cuanao a su conlenido de metales por ICPOES

15
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4.. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1.-Toxicidad de soluciones estándares de metales evaluadas mediante bioensayo.

Como se menciona en la introducción, el trabajo experimental comienza con la

formulación de la siguiente pregunta: ¿IIay un efecto de inhibición en la producción de luz

de la bacteria al ser expuesta a las soluciones estándares de metales? Los resultados se

muestran en la tabla 2. En la primera columna de la tabla se indican los valores de

concentración limite establecido por 1a EPA para los metales analizados por el

procedimiento TCLP en RISES, en la columna central se indica el rango de

concentraciones utilizadas para cada metal y en la columna de la izquierda se muestra los

valores obtenidos en cada bioensayo.

En la figura 9 se observan los gráficos intensidad de luminiscencia v/s tiempo para

las soluciones de metales. Los valores de IT50 se obtienen por interpolación en los

gráfcos. Como se puede observar, en todos los gráLficos la intensidad en los blancos se

encuentra por sobre las intensidades dadas en las soluciones de iones metálicos. También se

manifiesta un leve aumento en la intensidad de los blancos y en algunas de las soluciones,

antes de los primeros 5 minutos de exposiciór¡ esto se debe a que las bacterias conteoidas

en las cubetas adquieren mayor espacio cuando se realiza el paso 1l descrito en el ítem

3.4., lo cual, disminuye el efecto de apantallamiento de una bacteria sobre otra. Luego entre

los 15 y 30 minutos de exposición de la bacteria hacia los blancos se observa una

estabilidad en la luminiscencia.

En general, en los gráficos se observa una disminución en los valores de IT50 al

aumentar las concentraciones de las soluciones de iones metálicos (tabla 2).

Las intensidades medidas a los tres tiempos en las soluciones de As(V): a lppm es

prácticamente igual a la intensidad luminiscente del blanco, indicando que no hay

toxicidad; a 2ppm es diferente a la del blanco. Hay una clara disminución de la

luminiscencia a los primeros 5 minutos de exposiciórq luego se observa una estabilidad a

los 15 y 30 minutos. Esta concentración presenta toxicidad con un valor de

IT50>30minutos; a 4ppm disminuye en los primeros 5 minutos, luego se estabiliza y

18



Tabla 2: Bioensayo de toxicidad para soluciones estandar de metales.

Analítos metálicos. Concentración (ppm) 1159*(min)

Arsénico

Concentración límite(EPA):

5pp-

1.0 No toxico* *

2.0 >30

4.0 85

8.0 4

Bario

Concentración límite(EPA):

100ppm

19.0 No toxico

38.0 >30

76.O 46

152.0 2.2

Cadmio

Concentración límite(EPA):

1pp.

0.2 No toxico

0.4 >30

0.8 8.3

1.6 26

Cromo

Concentración límite@PA):

5ppm

2.0 No toico

4.0 >30

8.0 24.2

Plomo

Concentración lí mite(EPA):

5ppm

1.0 >30

40 5.7

8.0 2.8

Zinc

No considerado como toxico

en RISES por criterio EPA.

10 18.8

20 10.8

40 5.5

80 11

Selenio

Concentración límite(EPA):

l ppm

1.0 No toúco

3.0 No toxico

5.0 No toxico

,* Tiempo de exposición en el cual la luminiscencia decae en un 5096
,l* En bioensayo de toxicidad aguda
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4.2.- Análisis de muestras de residuos sólidos industriales.

4.2.1.Evaluacién de toxicidad

La tabla 3 muestra los resultados de los bioensayos, de las muestras analizadas por el

MicrotoxrM.

Tabta 3: Bioensayo de toxicidad para residuos industriales

Tipo de residuo IT50 (min )

Blanco No toxico

Muestra l: arena de

moldeado

13.7

Muestra 2. a¡e¡a de

moldeado

No toxico

Muestra 3: escoria de hierro No toxico

Nluestra 4: escoria de hierro No toxico

Muestra 5: escoria de hierro No toico

En este bioensayo el blanco corresponde a 900¡rL de NaCl al 2%o + 100 pL de

bacteria a una concentración de 1.1 x 106 bacterias por mL y I mL de solución extractante

diluido al 9.5Yo vlv.

La figura 10, muestra los gráficos intensidad v/s tiempo que se obtuvieron del

bioensayo aplicado al exlract¿nte a distintas concentraciones y a los lixiviados de las

muestras. Se observa en el gráfico de la solución extractante qte al 9.5Yo vlv hay toxicidad,

ya que las intensidades del blanco estan por sobre las intensidades dadas por la solución

extractante diluida al 9.59/o vlv. Sin embargo, el decaimiento de la intensidad de luz en esta

solución es lenlo en comparación con las otras. Por este motivo se eligió como solución

extractante para tratar las muestras por lixiviación rápida. Tal como se muestra en la tabla

4, esta solución logra extraer: [Pb]r= 2.9ppm (concentración de plomo total en el lixiviado

de la muestra); fZrit = 2.7ppm; [Cu]r = 2.3 pPm y [Fe]r = 0.lppm de la muestra l.

En el gráfico de la muestra I se observa una inhibición de la emisión de luz a causa

de la toxicidad provocada por el lixiviado, según la tabla 4, se podría concluir que tal efecto

es consecuencia de las cantidades de Pb, Zn y Cu encontradas.
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4.2.2.- Condiciones de lixiviación.

Se utilizaron muestras de escoria y arena consideradas como desechos de fundición.

Para evaluar la capacidad de extracción del fluido lixiviante (extractante, ver reactivos y

soluciones en el ítem 3.3) en condiciones rápidas, se compararon por ICP-OES las

concentraciones de metales obtenidas en los lixiviados de muestras utilizando la lixiviación

rápida v/s lixiviación convencional del TCLP.

Tabla 4: Contenido de metales en lixiviados de residuos sólidos industriales

analizados por lCP.

Muestra l:a¡ena utilizada en el de moldeado.

Metal Lixiviación lípida
(ppm)

Lixiüación corvencion¿l
(ppm)

As <0.03 <0.03

Ba <5xi0a <5x10"

Cd <0.005 <0.005

Cr <0.01 <0.01

Hg <0.1 <0.1

Ag <0.0015 <0.05
Pb 29 182
Se <0.09 <0.09
Cu 2.3 80.2
Fe 0.1 2.4
Zn 2.7 304

Muestra 2: el de molde¡do.arena en

Metal Lixiviación r.ipida
(ppm)

Lixiviación convencional
(ppm)

As <0.03 <0.03
Ba <5xl0a <5x10{
Cd <0 0015 <0.0015
Cr <0.003 <0.003

Hg <0.1 <0.1

Ag <0.0015 <0 0015

Pb <0.1 o.2

Se <0_09 <0.09

Cu <0.005 <0.0015

Fe <0.005 0.54

Zn 1.8
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Muestra 3: Escoria de hierro

Metal Lixiviación rápida
(ppm)

Lixiüación conl'encional

GPm)

As <0.03 <0.03
Ba <5x10r <5x104
Cd <0.005 4.0015
Cr <0.1 d,1
Hg <0. I <0.1

Ag <0,0015 <0.0015
Pb <0. I 0.3

Se <0.09 <0.09
Cu <0.005 <0.005
Fe 0.'7 484
Zn 0.21 0.8

4i

Metal Lixiviación rápida
(ppm)

Lixiviación convencional
(ppm)

As <0.03 <0.03
Ba <5x104 <5x104
Cd <0,0015 <0.0015
Cr <0.003 d.003
Hg <0.1 <0.1
Ag <0.0015 <0.0015
Pb <0.1 <0. 1

Se <0.09 <0.09
Cu <0.005 <0.0015
Fe 0.5 44
Zn 0.04 0.5

Muestra 5: Escoria de hierro

Metal Lixiviación rápida
(pom)

Liúviación convencional
(ppm)

As <0.03 <0.03

Ba <5xl0a t.'l
Cd <0 0015 <0.005
Cr <0.1 <0. I
Hg <0.1 <0. I
Ag <0.001 5 <0 0015
Pb <0.03 <0.1
Se <0.09 d09
Cu <0.005 <0.0015
Fe 1.6 295
Zn 0.01 0.41
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Los valores mostrados antecedidos por el símbolo "{' (menor que), son los límites

de detección del instrumento. En la muestra l, el valor <0.05 para Ag en la lixiviación

convencional (ver tabla 4) es el limite de cuantiñcación, es decir, el lixiviado de la muestra

tiene una cantidad de Ag que se encuentra entre 0.0015 ppm y 0.05 ppm. Tambiér¡ en la

muestra 2, el valor <O.005 para Cu en la lixiviación lápida es el límite de cuantificación del

instrumento. Lo mismo ocure con la muestra 3 respecto a Cd, en la muestra 4 respecto a

Cu y en la muestra 5 con Cd, Cu y Pb.

En la muestra l, tanto en la lixiviación rápida como en la lixiviación convencional

hay cantidades de Pb, Fe, Zny Cu. En la muestra 2 hay Zn en ambos tipos de lixiviados,

Pb y Fe solo en la lixiviación convencional. Lo mismo ocuffe en la muestra 3, con la

diferencia de que además se encuentra Fe en el lixiviado obtenido por lixiviación nípida. En

la muestra 4 hay Fe y Zn en ambos tipos de lixiviados. En al muestra 5 también hay Fe y

Zn en ambos lixiviados y una pequeña cantidad de Ba en la muestra sometida a la

lixiviación convencional.

Las cantidades extraídas por lixiviación rápida soq en algunos casos, hasta mas de

40 veces menor que las cantidades exraídas por la lixiviación convencional.

Los resultados indican que el extractante diluido al 9.5%o vlv utilizado en la

lixiviación rápida logro extraer metales contenidos en las muestras como Z4 Cu, Fe y Pb

(en el caso de la muestra l), los mismos, pero en mayor concentración (debido a que se

utiliza el extractante sin diluir) se encuentran en las muestras tratadas por lixiviacón

convencional.

La muestra I según el procedimiento TCLP (extracción convencional) también se

clasifica como tóxica, ya que, la concentración de Pb supera el límite máximo permitido

por la EPA en RISES. Además esta muestra presenta una alta cantidad de Cu y Zn.
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5.- CONCLUSIONES

De acuerdo a lo expuesto anteriormente la metodología para análisis de toxicidad

aguda por el Microtoxru presenta ventajas y desventajas.

Una de las principales ventajas que tiene éste máodo es la rapidez con que se

obtienen resultados. En menos de 30 minutos se logra saber si la muestra presenta o no la

característica de toxicidad aguda.

Requiere un pequeña cantidad de muestra. En este trabajo 5 gramos de muestra

fueron suficientes.

Los resultados también presentan una buena reproducibilidad con un coeficiente de

variación de 10 - 20oA, esto se puede observar en los gráficos de las figuras 9 y 10 donde

los blancos son prácticamente iguales en cada bioensayo.

Una limitación del método se encuentra en la extracción de metales contenidos en

las muestras. La utilización de la solución extractante diluida al 9.5Vo, en la lixiviación

rápida, no extrae las cantidades reales de metales que se encuentran en las muestras de

RISES. Las cantidades de metales extraídos por la lixiviación rápida son del orden de 40

veces menores que las cantidades extraidas por la lixiviación convencional. Por lo que es

importante entender que este trabajo es de carácter preliminar, pues es necesario evaluar

distintas condiciones de lixiviacióq con distintas soluciones lixiviantes y a distintos

tiempos de extracción.

El método no es seleQtivo, lo cual es una ventaja, ya que desde el punto de yista

"método de screening" solo interesa si hay o no metales en las muestras. En la muestra 1

podemos asumir que la toxicidad aguda es debido a las cantidades de Pb, Cu y Zn que se

encontraron en el lixiviado. Esta misma muestra se clasificó como toxica por el

procedimiento TCLP ya que la concentración de Pb fue mayor que la concentración limite

máximo permitido. En las muestras 2,3,4 y 5 no se observó diferencias significativas entre

los blancos y los lixiviados. Por lo que.se concluye que estas muestras no presentan

toxicidad aguda, por metales en el bioensayo. Además no se clasificaron como tóxicas de

acuerdo al procedimiento TCLP. Esto confirmaría que las muestras no tóxicas para la

bacteria serán no toxicas por la prueba de laboratorio TCLP, por lo cual, el método sen'iría

como screening previo al TCLP para RISES de la industria metalurgica.
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Dentro de las limitaciones enfrentadas durante el desa¡rollo de esta memoria, nos

encontramos con que el medio al cual fue expuesta la bacteria no es el ideal para el estudio

de la toxicidad. El medio debería ser mas parecido al de su ambiente natural. Sin embargo

se obsenan diferencias significativas entre los blancos y las muestras, lo que indicaría que

en cierto modo se puede evaluar la toxicidad aguda por metales hacia la bacteria, aunque el

medio no sea el ideal.

Por último, es necesario realizar posteriores estudios donde se pueda comparar este

bioensayo con otros tipos de bioensayos y verificar si existen correlaciones entre estos. El

mismo estudio se podria realizar pero con bacterias terrestres que porten los genes Lux de

la l'ibrio fischerl, por ejemplo, la bacteria Alcalígenes eutrophus. Así se podría evaluar la

toxicidad aguda que pudiese presentar un residuo industrial sólido al ser dispuesto en un

relleno sanitario, pues el ambiente natural del organismo utilizado para el bioensayo es el

mismo donde finalmente se disponen este tipo de residuos.

El trabajo de investigación ¡ealizado en esta memoria tiene un carácter muy

preliminar y abre nuevas inquietudes para trabajos posteriores a fin de optimizar la

metodologia y evaluar en forma efectiva la toxicidad que pudiesen presentar los RISES

sobre organismos vivientes.
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