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Prologo

Como si fuese una ironia de la naturaleza, los primeros organismos fotosintéticos
que iniciaron el fendmeno de la vida en el planeta, las cianobacterias o algas azules, al
menos parte de ellas, parecen avanzar en contra del otro extremo del arbol evolutivo.

En la actualidad estdn poniendo en peligro esa vida, ya que el ambiente acuatico
en el que se desarrollan es alterado en su calidad, favoreciendo el desarrollo de sus
poblaciones, llegando a producir floraciones, muchas de ellas nocivas por su alta toxi-
cidad.

Y se dan estas circunstancias en coincidencia con el alto grado de eutrofizacién
antropogénica que sufren principalmente los ambientes acuaticos continentales, como
rios, lagos, lagunas, etc. y que en gran parte satisfacen la necesidad de agua del hom-
bre y demas seres vivos.

No obstante el cambio ambiental que se esta experimentando desde hace menos
de un siglo, es el resultado también de la desaprension del hombre al volcar en los
cuerpos de agua una multiplicidad de residuos que alteran la calidad de las mismas.

En cuanto a los autores de este manual, tal vez, en un primer momento, a traves
de un intercambio de ideas casi casual, el grupo interdisciplinario, biélogos, quimicos,
bioquimicos ... coincidié en la necesidad de investigar sobre el tema. Luego, la charla
se transformé en un desafio que tomaron como un compromiso, para iniciar el camino
del encuentro de una solucién a estos problemas, que sin ninguna duda, son de gran
importancia para la salud y economia del hombre.

Esta obra consta de tres secciones; la primera, una introduccion al tema, la se-
gunda sobre metodologia analitica y una tercera relacionada al manejo de las floracio-
nes nocivas. La seccion sobre aspectos metodolégicos abarca las técnicas de recolec-
cién de las muestras de algas, la caracterizacion de las especies halladas y el andlisis
de las sustancias que producen efectos nocivos sobre la vida. Seguramente represen-
tard una guia importante que estimulard el interés de otros cientificos, para seguir
avanzando en el tema.

Pero no solamente son los cientificos los que haran base en este trabajo.

Seran también beneficiarias de éste, las empresas que actualmente, tal vez por
ignorancia o negligencia, no sepan como resolver los problemas de contaminacion que
producen sus establecimientos.

Y seran fundamentalmente, las autoridades politicas, (las que por mandato —
recordemos- tienen la obligacién de proteger las vidas que pueblan el territorio), quie-
nes encontrarén en esta obra un primer paso importantisimo, una guia para iniciar las
acciones de proteccion que devuelvan el tan necesario equilibrio para el mantenimiento
de una vida sana y armoniosa entre nosotros, los hombres y el resto de la naturaleza.

Sebastian Alberto Guarrera
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A modo de presentacion

El planeta tierra tiene 1.400 km3 de agua de los cuales un 97 % es agua salada
y solo el 3% es agua dulce. De esta masa de agua dulce el 79 % se encuentra conge-
lada, el 20 % bajo la superficie terrestre (en acuiferos subterrdneos) y solo el 1 % en
cursos de agua superficiales.-

El crecimiento de los conglomerados urbanos a la vera de los cursos de agua, asi
como el desarrollo de actividades productivas e industriales que conviven con el recur-
so “agua” , deben diariamente enfrentar el desafio de una adecuada utilizacion y cui-
dado del mismo.

En su cotidiano accionar, los organismos técnicos de aplicacion en materia de re-
cursos hidricos y saneamiento deben extremar esfuerzos para que ninguna de las acti-
vidades del hombre, pongan en riesgo a nuestro ecosistema.

En esta tarea, el aporte de la investigacion cientifica es indispensable como so-
porte de los profesionales y técnicos que en el dia a dia, deben tomar decisiones cuyo
sustento se fortalece cualitativa y cuantitativamente cuando ademés del cumplimiento
de las normas, se agrega el resultado de una tarea de investigacion.

El trabajo que hoy se exhibe es el fruto de 3 afios de investigacion de la red
CYANOSUR, que complementa la recopilacion de datos y estadisticas y que segura-
mente tendra un efecto multiplicador en los profesionales y técnicos de todo el pais,
que conviven diariamente con la problematica de las floraciones algales.

El Gobierno de la Provincia de Corrientes, con el convencimiento de que la dispo-
nibilidad de los recursos hidricos, posiciona a la provincia en una situacion privilegiada
para todo tipo de emprendimientos, ha entendido el cuidado y preservacion de sus
recursos naturales como una cuestion de estado y como tal lo ha incluido en la reforma
constitucional del afio 2007.

En nuestro caracter de titulares de los organismos provinciales con competencia
sobre los recursos hidricos y el medio ambiente, y sobre el agua potable y el sanea-
miento, el Instituto Correntino del Agua y del Ambiente y la Administracion de Obras
Sanitarias Corrientes, respectivamente, presentamos este Manual a partir del compro-
miso asumido en las Jornadas “Floraciones Algales en Argentina”, realizadas en las ciu-
dades de Corrientes y Santo Tomé el 16 y 17 de septiembre de 2008.

Consideramos humildemente, que es una obra valiosa, y un serio y oportuno
aporte al esclarecimiento de muchos problemas relacionados con las floraciones alga-
les. Se trata con seguridad, de un aporte para el estudiante o para cualquier persona
interesada en abordar la complejidad del tema involucrado.

Asimismo, permitird profundizar y actualizar conocimientos ya adquiridos y a la
vez, confiamos que esta edicion se enriquecera con la contribucion intersectorial e in-
terdisciplinaria de muchos especialistas de diversos organismos publicos y privados.
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Entendemos que la tarea iniciada no finaliza aqui. Las mejoras que surjan, po-
dran ser tema de otras jornadas similares a las realizadas en Corrientes, para lograr asi
su profundizacién.

Finalmente agradecemos a los investigadores y docentes de las distintas Univer-
sidades Nacionales que han contribuido para enriquecer esta obra.

Ing. Hidr. y Civil Mario Rubén Rujana M.M.O. Juan Pedro Zubieta
Administrador General Interventor
I.C.A.A. A.0.S.C:
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Prefacio

Los problemas en la calidad de aguas en los reservorios utilizados para suminis-
tro publico, irrigacion y recreacioén son un hecho alarmante en nuestro pais y en todo el
mundo. En los Gltimos afios se ha observado un aumento en la aparicion de floraciones
cianobacterianas en distintos sistemas fluviales de la region del Conosur.

Con esa preocupacion se comenz0 a trabajar en el afio 2005 en Talleres interdis-
ciplinarios denominados Cianobacterias toxigenas en el Conosur con el objetivo de en-
contrar estrategias multidisciplinarias para determinar los alcances e impactos a fin de
desarrollar medidas de prevencion y manejo de sus riesgos.

Desde entonces se han realizado dos Talleres de discusion sobre la problematica
focalizado en los problemas del agua relacionados con la presencia de cianobacterias
productoras de cianotoxinas. Se generd un espacio de reunion donde expertos e inte-
resados en el tema provenientes de diferentes partes del pais y de paises vecinos pre-
sentaron el estado actual del conocimiento y la situacion de cada lugar. Asimismo, es-
tas reuniones permitieron intercambiar experiencias frente al problema de la presencia
de cianobacterias y cianotoxinas en aguas en diferentes partes de Argentina y de Uru-
guay, Brasil y Paraguay.

Una de las metas de los Talleres fue concretar la elaboracion de guias —tedrico
practicas para laboratorios e instituciones que trabajen en el tema de calidad de agua
a fin de armonizar técnicas para la caracterizacion de toxinas e identificacion de espe-
cies toxicas y esbozar conceptos y practicas en el manejo de floraciones.

Con estos lineamientos fue pensado el presente Manual que constituye un aporte
relevante hacia la identificaciéon y manejo de floraciones toxigenas. El material presen-
tado en el Manual resulta del compilado del trabajo realizado por profesionales exper-
tos que han brindado su reconocida experiencia.

El libro esta dividido en tres secciones.

La Primera seccién introduce el tema de las floraciones de cianobacterias y ciano-
toxinas, describe los casos mas relevantes registrados en nuestro pais asi como el es-
tado actual de la situacion en Argentina.

El aporte de ficologos especialistas en el tema de la taxonomia de cianobacterias
se visualiza en los capitulos que tratan sobre su clasificacion e identificacion de los gé-
neros planctonicos de Cianobacteria y Cianobacterias toxigenas.

Presenta también un detalle de los efectos en la salud humana y animal de las
cianotoxinas profundizando sobre los mecanismos de accion tdxica producidos. Final-
mente esta seccion aborda el tema de olores y sabores en el agua que se generan en
las floraciones asi como detalla la metodologia de deteccidén de los metabolitos voltiles
producidos.

La Segunda seccion se centra en los aspectos metodoldgicos de la deteccion de
floraciones toxigenas. Para ello se ha incluido un capitulo de fundamentos de técnicas
analiticas que se utilizan el la determinacién de células, toxinas, parametros quimicos
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de importancia a la hora de abordar el andlisis de floraciones de cianobacterias. Un ca-
pitulo detallado de la metodologia incluye los pasos a seguir desde la toma de muestra
de agua en diferentes ambientes, los andlisis realizados como ser la deteccion y cuanti-
ficacion de cianotoxinas utilizando técnicas de alta performance asi como la metodolo-
gia de bioensayo. En esta seccién también se ha incluido un capitulo de técnicas mole-
culares para la deteccion de estirpes de Cianobacterias productoras de toxinas que son
relevantes y constituyen las tendencias futuras en este campo.

La tercera seccion trata del manejo de floraciones nocivas y de los tratamientos
realizados en plantas potabilizadoras. Estos capitulos constituyen un aporte a organis-
mos de control, plantas potabilizadoras, organismos de gobierno que sienten con
preocupacion en avance de los problemas generados por las cianobacterias y ciano-
toxinas y estan a la espera de posibles soluciones y tratamientos que los expertos pue-
den brindar. Estan planteadas las diferentes estrategias de manejo de floraciones y
tratamientos en plantas potabilizadoras que se aplican con éxito en el mundo. Se pre-
sentan también las principales normas de proteccién para la comunidad que es de es-
perar sea de gran utilidad para los organismos de gobierno en su conjunto.

Este libro es el inicio de una largo camino que emprendemos en conjunto profe-
sionales, expertos, organismos vinculados con la calidad de agua en general y espera-
mos sea solo el disparador que promueva discusiones nacionales en lo referente a los
peligros para la salud y el ambiente que causan las cianobacterias y cianotoxinas. Asi-
mismo, seria deseable generar marcos de gestién que permita fortalecer la investiga-
cion, las técnicas de deteccion temprana de floraciones toxigenas asi como fomentar la
implementacion de las lineas de manejo de floraciones para la proteccion de la salud
humana.

Leda Giannuzzi
Octubre 2008
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Capitulo 1

Seccion I: Introduccion al tema de Cianobacterias y Ciano-
toxinas. Fundamentos Toxicoldgicos

Capitulo 1
Cyanobacteria planctonicas: su impacto en ambientes acuaticos
continentales. Descripcion de los géneros més frecuentes

Norma Meichtry de Zaburlin
Irmgard Sandra Martens
Victor Llano

1. 1. Introduccion

En aguas dulces el término “alga” se refiere a un grupo muy diverso de organis-
mos fotoautotrofos, procariotas o eucariotas, en general microscopicos, que se en-
cuentran dispersos en la masa de agua constituyendo el fitoplancton o adheridos a al-
gun sustrato (perifiton) o integrando las comunidades del fondo (bentos). Comprende
a los talofitos y protistas con clorofila, asi como a sus derivados no pigmentados, cuyos
organos de reproduccion no estan envueltos por un conjunto de células estériles.

En general a las algas se las clasifica de acuerdo a los pigmentos y otras caracte-
risticas en: algas verde azules, verdes, doradas, rojas y pardas. Entre ellas, las Cyano-
bacteria en agua dulce y los dinoflagelados (organismos en general unicelulares y mo-
viles por dos flagelos) en el mar se han destacado por la capacidad de reproducirse ra-
pidamente y originar floraciones toxicas.

Las Cyanobacteria, Cyanophyta, Cyanoprokaryota o algas verde azules son orga-
nismos procariotas, autétrofos, que realizan fotosintesis con liberacién de oxigeno al
igual que las plantas superiores. Se encuentran entre los seres vivos mas primitivos
cuyo origen se estima en unos 3500 millones de afios, desde el surgimiento de la vida
en la tierra.

Las células de las Cyanobacteria no presentan nucleo delimitado por carecer de
una membrana nuclear y el color verde azulado se debe a la presencia de pigmentos
especiales como las ficobilinas que suelen enmascarar el color verde de la clorofila-a.

Las Cyanobacteria son productores primarios de la comunidad planctonica, el
carbono orgénico y la energia producida por ellas durante la fotosintesis son transferi-
das a otros organismos a través de las cadenas alimentarias. El tamafio de sus células
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varia desde 0,5 micrones, similar al de las bacterias, hasta células grandes, de cerca de
40 micrones.

Se incluyen dentro de este grupo aproximadamente 2400 especies, comprende
formas unicelulares, coloniales o filamentosas, provistas o no de una vaina mucilagino-
sa, muchas de ellas presentan vesiculas de gas o aerotopos, que les permiten regular
su profundidad en la columna de agua y un mejor acceso a la disponibilidad de luz y
nutrientes.

<~ zonalitoral | zona limnética ———

fitoplancton y
neuston zooplancton

necton

www.es.geocities.com

Fig. 1. Esquema de un cuerpo de agua donde se sefialan las diferentes comunidades

Se distribuyen en los més variados hébitats, agua dulce, salobre o marina; en
ambientes extremos: aguas termales, nieve o desiertos. Los ecosistemas de agua dulce
son los ambientes en los que puede hallarse la mayor riqueza especifica e incluso la
mayor diversidad de adaptaciones al medio, encontrando organismos libremente flo-
tantes formando parte del fitoplancton; adheridos a sustratos vegetales o formando
parte del fitobentos e incluso a sustratos inorganicos (bioderma).

Algunas Cyanobacteria, tienen la capacidad de fijar el nitrdgeno atmosférico,
fundamentalmente en los organismos heterocistineos, lo que favorece su desarrollo
masivo en ambientes con baja relacion nitrégeno/fosforo (N:P).

En los dltimos afios, este grupo se ha destacado especialmente por los proble-
mas que causan en los ambientes acuaticos y en los sistemas de abastecimiento de
agua potable, por la alteracion de las caracteristicas organolépticas, cambios de olor y
sabor y especialmente por la produccion de toxinas (cianotoxinas).

Las Cyanobacteria, bajo ciertas condiciones ambientales, tales como: temperatu-
ras elevadas, alta carga de nutrientes, baja relacion N:P, pH alcalino, y por su capaci-
dad de fijar el nitrogeno atmosférico, presencia de vesiculas de gas, capacidad para
crecer y reproducirse bajo distintas condiciones de luz, calma ambiental, bajo caudal,
entre otras, resultan un grupo competitivamente exitoso en relacion a otros del fito-
plancton. Estas caracteristicas posibilitan la formacion de densas poblaciones que pue-
den ser evidentes por acumulacion en la superficie del agua, siendo detectables a sim-
ple vista y pudiendo producir un cambio de color en el agua. A estas proliferaciones se
las conoce con el nombre de floraciones, blooms algales o desarrollos masivos.

Estos fendmenos, especialmente los de especies que poseen aerdtopos, pueden
agruparse en la superficie formando espumas o “natas”, las cuales pueden ser trans-
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Capitulo 1

portadas por el viento y acumularse en las orillas, constituyendo aglomeraciones muy
densas que lucen como pintura o gelatina azul verdosa. Sin embargo, no siempre las
floraciones son visibles, ya que algunas poblaciones pueden presentarse dispersas en
toda la masa de agua y/o concentrarse a cierta profundidad, por lo que no resultan
evidentes. Por otra parte, se han registrado floraciones de Cyanobacteria en aguas con
escasez de nutrientes, como en determinados lagos alpinos.

Las formas plancténicas productoras de floraciones de aparicién mas frecuente,
son las especies coloniales que presentan aerétopos y pueden efectuar migraciones en
la columna de agua, entre ellas el género Microcystis, especialmente M. aeruginosa es
la mas ampliamente distribuida a nivel mundial. También en este grupo se destacan
Aphanocapsa, Woronichinia, Snowella, Coelosphaerium, y Gomphosphaeria. Entre las
formas filamentosas los géneros mas conocidos son Anabaena, Aphanizomenon,
Raphidiopsis, Cylindrospermopsis, Nodularia, Lyngbya, Oscillatoria, Pseudanabaena,
Phormidiumy Planktopthrix.

Fig. 2. Floracién de Microcystis aeruginosa en el rio Alto Parana.

En el caso de aguas utilizadas para el abastecimiento publico y/o para recreacion,
la floracion puede ser definida en términos de la concentracion de células que resultan
perjudiciales para la salud publica. En este caso, algunos autores consideran floracion a
la ocurrencia de mas de 20000 células por mililitro de una poblacién o mas de 10 mg
m™ de clorofila-a con dominancia de Cyanobacteria. La ocurrencia de floraciones, gene-
ralmente son mas frecuentes desde mediados de primavera hasta mediados de otofio.
El viento persistente, condiciones de turbulencia o el aumento del flujo (caudal) indu-
cen a la desestratificacion y mezcla del agua, lo que provoca que la floracion pueda
desintegrarse rapidamente.

Los problemas de cambios de caracteristicas organolépticas del agua, son causa-
dos por varios compuestos solubles liberados por las Cyanobacteria. Entre ellos, la
geosmina y el metilisoborneol (MIB) otorgan al agua olor a tierra, moho o a un conoci-
do insecticida “gamexane”. Estos metabolitos volatiles son identificados como los res-
ponsables de la mayoria de episodios nocivos de presencia de olores y sabores des-
agradables en cuerpos de agua, fundamentalmente en aquellos utilizados para abaste-
cimiento de agua potable y en estanques para piscicultura. Cuando estas sustancias
son liberadas al agua, son absorbidas rapidamente por los peces y suelen acumularse
en los tejidos grasos, proporcionéndoles los conocidos sabores mohosos, terrosos o ar-
bolados.

Las floraciones o blooms de Cyanobacteria toxigenas afectan la calidad del agua,
los recursos pesqueros, animales y la salud humana. Ademas, alteran el equilibrio
acuatico y las cadenas troficas, producen excesiva biomasa, inhiben la capacidad foto-
sintética de otras algas por el sombreado, producen toxinas, sabor y olor desagrada-
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ble, hipoxia, lo que afecta a otros organismos consumidores por la escasa disponibili-
dad de oxigeno para la respiracion. Su crecimiento y muerte provoca un aumento de la
materia organica en los ambientes acuéaticos, cuya descomposicién disminuye el oxige-
no disuelto, pudiendo ocasionar la muerte de peces y otros organismos. Por otra parte,
estos fendmenos, ejercen un fuerte impacto sobre la economia humana, ya que provo-
can la disminucion del aprovechamiento del ecosistema acuético, por interferir con su
posible uso recreacional (bafo, pesca, actividades deportivas) o para consumo (potabi-
lizacion).

Las cianotoxinas son clasificadas, farmacolégicamente, por los efectos perjudicia-
les que causan tanto a seres humanos como animales. Las mas relevantes son las neu-
rotoxinas, las hepatotoxinas y las dermatotoxinas. Por convencién y, segun la Organi-
zaciéon Mundial de la Salud, toda floracion de Cyanobacteria debe ser considerada, en
principio, como potencialmente toxica.

Las toxinas son liberadas al medio por ruptura de la pared celular debido a la
muerte de las células, como consecuencia del uso de alguicidas o por senescencia de la
floraciéon. Ellas pueden causar una rapida mortalidad del zooplancton herbivoro, asi
como efectos crénicos sobre el crecimiento y reproduccion de estos organismos. Las
cianotoxinas se pueden acumular en los consumidores, incluyendo: almejas, cangrejos
de agua dulce, zooplancton, peces. En aves y mamiferos que beben en aguas con pre-
sencia de cianotoxinas suelen observarse serios trastornos, incluso la muerte. Al hom-
bre pueden afectarlo tanto por el contacto como por la ingesta.

Las mortandades de peces y animales originadas por floraciones de Cyanobacte-
ria son fendmenos recurrentes en ambientes de Argentina, sin embargo, los casos do-
cumentados son escasos. Entre ellos podemos citar: la mortandad de miles de patos
registrada en la Laguna Bedetti, provincia de Santa Fe; de peces y animales en la La-
guna San Miguel del Monte; de ganado vacuno en la localidad de Goyena; de aves sil-
vestres y vacas en la Laguna Portmann, cuenca inferior del rio Salado; de peces en dos
lagunas de Buenos Aires.

En la ciudad de Santa Fe, en el Lago del Parque General Belgrano se registré una
floracion de Microcystis aeruginosa (verano 1973/1974) que provocO, ademés de una
mortandad masiva de peces, dermatitis, conjuntivitis, otitis y trastornos gastrointesti-
nales en los bafiistas.

1.2. Eutrofizacién, floraciones y calidad del agua

El hombre interfiere intensamente en los ambientes acuaticos, el crecimiento de
los centros urbanos, la ocupacion sin planeamiento de las cuencas hidrogréficas, junto
al desarrollo industrial y la expansion agricolo-ganadera, llevan a un aumento del verti-
do de efluentes ricos en nutrientes. Una alta carga de nutrientes, principalmente de ni-
trégeno y/o fosforo, determinan importantes cambios en la calidad de los cuerpos de
agua, desencadenando fendmenos de eutrofizaciéon. Estos se ponen en evidencia, fun-
damentalmente por la generacion de floraciones de algas plancténicas y en particular
de Cyanobacteria, asi como por un incremento en el desarrollo de macrofitas acuaticas
flotantes y sumergidas. Estos fendbmenos, que amplifican los procesos de produccion
bioldgica, estan ligados a la degradacion de los recursos hidricos.

La eutrofizacion puede ser definida como la producciéon excesiva de materia or-
géanica en un cuerpo de agua debido a una gran abundancia de nutrientes. En sentido
original, es un proceso natural de envejecimiento de un cuerpo de agua como resulta-
do de la descarga normal de nitrégeno y fésforo, aportados por lluvias y/o aguas su-
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perficiales, que lavan y erosionan la superficie terrestre. La eutrofizacion cultural, artifi-
cial o antropogénica es causada por el vertido de efluentes domésticos, industriales y
de la descarga de fertilizantes utilizados en la agricultura, que acelera el proceso de
enriguecimiento tanto de las aguas superficiales como subterraneas.

Los ambientes acuéticos reciben diferentes denominaciones segun la concentra-
cion de nutrientes y la produccion primaria (densidad y biomasa de algas) que presen-
tan:

- Oligotrofico: aguas claras, baja concentracion de nutrientes, poco desarrollo
planctonico, baja productividad, pocas plantas acuéticas, elevada concentracion de
oxigeno disuelto.

- Mesotrofico: moderado enriquecimiento con nutrientes, moderado crecimiento
plancténico, escasa acumulacion de sedimentos en la mayor parte del fondo.

- Eutrofico: elevado enriquecimiento con nutrientes y crecimiento planctonico, al-
ta productividad en relacién a las condiciones naturales, baja transparencia, extensas
areas cubierta con plantas acuaticas, gran acumulacién de sedimentos en el fondo, ba-
jos niveles de oxigeno disuelto en el fondo, interferencias en los usos mdultiples del
agua.

- Hipereutrofico: cuerpo de agua significativamente afectado por las elevadas
concentraciones de materia organica y nutrientes, floraciones de algas, mortandad de
peces, con limitaciones en sus usos.

Tabla 1. Clasificacion tréfica de lagos, con sus correspondientes concentraciones de fosforo, clorofila y transparen-
cia del agua (Vollenweider & Kerekes, 1982, Wetzel, 2001.)

Fosforo Total (p L) Clorofila a (u L) Profundidad Secchi (m)
Vollenweider (2001) & | Vollenweider & Kerekes | Vollenweider & Kerekes
Kerekes (1982) (1982) (1982)

Media Méximo Media Maximo Media Maximo
Ultra-oligotrofico <5 <4 <l <2,5 >12 >6
Oligo — mesotrofico 5-10 4-10 <25 <8 >6 >3
Meso —eutréfico 10-30 10-35 2,5-8 8-25 6-3 3-15
Eutrdfico 30-100 35-100 8-25 27-75 315 1,5-0,7
Hipereutrofico >100 >100 >25 >75 15 <0,7

El deterioro de la calidad del agua de lagos, rios y embalses por la eutrofizacion
representa un grave problema ambiental en todo el mundo, por los efectos indeseables
qgue provoca. Entre ellos podemos citar: elevada produccién primaria, aparicion de flo-
raciones algales, crecimiento de la vegetacion acuatica, malos olores, disminucion de la
concentracion de oxigeno disuelto, de la diversidad y riqueza de especies, muerte de
peces y dominio de Cyanobacteria. Este grupo de algas estd ampliamente distribuido
en ambientes l6ticos y lenticos de nuestro pais y del mundo. En los dltimos afios se re-
gistré una serie de floraciones de Cyanobacteria toxigenas, principalmente Microcystis
aeruginosa, Anabaena spiroides y A. circinalis, en distintos sistemas fluviales del pais,
Rio de la Plata, rio Uruguay, embalse de Salto Grande, en el rio Parana, embalse de
Yacyreta, en embalses de la region semiarida de Cérdoba, en diversos ambientes del
Chaco, entre otros.
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Sin embargo, el monitoreo y control de las fuentes de agua potable (rios, embal-
ses, lagunas) para detectar la presencia de Cyanobacteria nocivas y sus toxinas no es
todavia una practica comun en Argentina. En general, no existen normativas en mate-
ria de calidad del agua que contemple la obligatoriedad del recuento de Cyanobacteria
y de medicion de la concentracion de toxinas en agua potable. Por lo tanto, la incerti-
dumbre relacionada con la presencia de Cyanobacteria y sus toxinas en el agua utiliza-
da para el consumo humano, en nuestro pais, es alta.

1.3. Reconocimiento de las Cyanobacteria

En primer lugar las Cyanobacteria se caracterizan por su color verde azulado, que
se debe a los pigmentos tipo ficobilinas, especialmente la ficocianina, que enmascaran
el color verde de la clorofila.

En el ambiente es importante el examen visual en la masa de agua para recono-
cer cualquier cambio, especialmente de color, la aparicion de “espumas” o “natas” en
la superficie, de olores desagradables, mortandad de peces.

Las células de las Cyanobacteria se pueden diferenciar de las algas eucariotas
porque al observarlas al microscopio 6ptico no presentan plastos, los pigmentos y de-
més componentes celulares estan dispersos en el protoplasma. Las Cyanobacteria
muestran una considerable diversidad morfoldgica, el tamafio de las células varia entre
0,5 y 40 micrones, el talo puede ser unicelular (como Synechococcus), colonial
(Microcystis) o filamentoso (Anabaena, Oscillatoria, Cylindrospermopsis).

Los organismos cocales unicelulares pueden presentar forma esférica, eliptica,
alargada, fusiforme. Las células pueden tener o no una envoltura gelatinosa, simple o
estratificada. Los pluricelulares (colonias) pueden estar formadas por pocas células (2-
16) o centenares y pueden presentar una morfologia muy variada, redondas, alarga-
das, irregulares, cubicas, generalmente rodeadas por un mucilago homogéneo o estra-
tificado, en general hialino, incoloro.

Las especies filamentosas tienen, en general, un grado de diferenciacion mayor
que las coloniales. Los filamentos pueden ser simples o presentar ramificaciones, mi-
croscopicos o formar masas macroscopicas sobre el sustrato o flotando en el agua. El
término tricoma es utilizado para denominar el conjunto de células dispuestas lineal-
mente y filamento para el conjunto de vaina mucilaginosa y tricoma. La vaina puede
contener uno o varios tricomas.

Los tricomas pueden presentar una organizacion celular homogénea, con un sélo
tipo de morfologia celular o presentar algunas células diferenciadas, como las células
terminales hialinas, en forma de pelo. En el mismo sentido, podemos encontrar orga-
nismos estructurados solo por células vegetativas, o presentar células modificadas: los
heterocistos y/o los acinetos.

En los heterocistos ocurre la fijacion de nitrégeno atmosférico. Se originan a par-
tir de una célula vegetativa que pierde su contenido, espesa sus paredes y forma unos
poros en los extremos que le permiten la comunicacion con las células vegetativas ve-
cinas (nédulos polares). La formacion de los heterocistos estd correlacionada con la
concentracion de nitrégeno en el agua.

Cuando las condiciones del medio no son favorables algunas especies producen
estructuras denominadas acinetos, a partir de células vegetativas. Estas células de re-
sistencia o esporos, con paredes gruesas, donde se acumulan reservas proteicas (cia-
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noficina), soportan la desecacion y pueden persistir en los sedimentos por muchos
afios y al restablecerse las condiciones germinan dando origen a una nueva poblacion.

1.4. Taxonomia. Descripcion de los géneros mas frecuentes

Las Cyanobacteria son divididas en dos grandes grupos: formas no filamentosas
y filamentosas. El primero incluye a los organismos cocales, unicelulares o coloniales
en el orden de las Chroococcales y el segundo contiene a las formas filamentosas,
distribuidas en tres Ordenes: Oscillatoriales, Nostocales y Stigonematales.

CHROOCOCCALES

Comprende organismos cocoides, unicelulares o coloniales, con escasas 0 nume-
rosas células incluidas en vainas mucilaginosas. Colonias de forma definida o indefini-
da, libres, flotantes o fijas, tabulares, compactas o huecas, en general sin polaridad.
Division celular simple, principalmente por fision binaria, en 2, 3 0 méas planos, forma-
cion facultativa de exocistos y nanocistos (endosporas). Ej: Aphanocapsa. Chroococcus,
Coelosphaerium, Merismopedia, Microcystis, Snowella, Woronichinia.

OSCILLATORIALES

Formas filamentosas, uniseriadas, con o sin vaina, talos homocistineos (sin hete-
rocistos o acinetos), sin ramificaciones verdaderas; células de longitud uniforme a lo
largo de todo el filamento, a excepcién de las células terminales que son redondeadas
en el apice. Reproduccion por hormogonios, los cuales se liberan de su vaina cuando
las condiciones de crecimiento son Optimas. Ej: Lyngbya, Oscillatoria, Phormidium,
Planktolyngbya, Planktothrix, Pseudanabaena, Spirufina.

NOSTOCALES

Talos filamentosos, heterocistineos (presencia de acinetos y/o heterocistos) sin
ramificaciones verdaderas, pueden poseer ramificaciones falsas; las células se dividen
siempre perpendicularmente al eje del tricoma, solo en una direccién. Reproduccion
principalmente por hormogonios u hormocistos. Ej: Anabaena, Anabaenopsis,
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Nodularia, Nostoc, Raphidiopsis.

STIGONEMATALES

Formas filamentosas, heterocistineos, multiseriados, con ramificaciones verdade-
ras, excepcionalmente encontrados en el plancton (no se incluyen en este manual).

A continuacion se presenta una clave de identificacion de los géneros plancténi-
COS mas comunes en aguas continentales del pais. Para utilizar la clave se debe obser-
var primero las caracteristicas del organismo en estudio, si el talo es unicelular, colonial
o filamentoso. Esta definicion es la entrada principal a la clave y nos conduce a la elec-
cion de una alternativa 1 o 1'. A partir de ahi las opciones siguientes van detallando las
caracteristicas de los géneros de Cyanobacteria siguiendo la secuencia numeérica.

Meichtry — Martens - Llano 23



Cianobacterias y Cianotoxinas — Identificacién, Toxicologia, Monitoreo y Evaluacién de Riesgo

Clave de identificacion de los géneros plancténicos
mas frecuentes de Cyanobacteria

1. Ceélulas solitarias 0 reunidas €N COIONIAS ........c..rieuuiiiiiiieii e 2
1’. Células formando filamentos (LriCOMAS) ......uiveuieeueiii e e e e e e 9
2. Células irregularmente dispuestas en la colonia ............coccvveviveiiieiinieinnnennnns 3
2'. Células regularmente dispuestas en la colonia ..........ccccovevuiieiiieiieiiiieiineennnns 6
3. Células con vainas gelatinosas nitidas, dispuestas unas general-
mente dentro de otras, colonias de pocas CEIUIAS...........oevueiiieiiiiii e 4
3'. Células sin vainas, o estas no nitidas y nunca dispuestas una de-
ntro de otra, colonias formadas por un gran nimero de células...........c.ccceeveveeniennnnns 5
4. Células redondeadas ...........cceuuuiieiuiiiiiiie e Chroococcus
4’. Células elipticas hasta Cilindricas...........c.ccoeeeeiieiiieiiiiiieeeeens Rhabdoderma
5. Células esféricas, CON @erOtOPOS .......ueeuuieeuieiieeeeeeeeee e et e e e eaeeeeeenns Microcystis
5. Células esféricas, Sin aerOtOPOS. .......cevuuieernieeeiie e e eeaae Aphanocapsa
6. Células dispuestas en colonias planas, rectangulares o cua-
(0] = A [or= KPP Merismopedia
6’. Células dispuestas en la periferia de las colonias, esféricas u
(010} o = PSP UPTUPPRPPTPPN 7
7. Células de la colonia reunidas por pedicelos .mucilaginoSos .............cccuuieeiiineeennnnn. 8
7'. Células de la colonia sin pedicelos gelatinosos...........ccccevveuuieeennnnnes Coelosphaerium
8. Células ovoides que permanecen juntas luego de la division
celular mostrando un aspecto cordiforme...........cooovvveeiiiniiieiieeeeeeeen, Snowella
8'. Células alargadas, separandose luego de la divisién celular.......... Woronichinia
9. Filamentos CON NETEIOCISTOS ........uieuiiiiet e e enees 10
9", FIlamentos SiN NETEIOCISTOS. .......cuuieieeie et e e e enaees 16

10. Filamentos dispuestos radialmente y terminados en un pelo,
heterocistos siempre terminales...........ccooviiiiiiiiii e Gloeotrichia

10’. Filamentos dispuestos de otra manera, no terminados en
un pelo, heterocistos intercalares o terminales ............ccooeiiiiiiiiciiiiecieieee. 11

11. Filamentos atenuados, generalmente terminados en células in-
coloras, heterocistos y acinetos subterminales. Filamentos aislados
0 agrupados €N PAGUETES.........uieueeriieeeeeen e e e e e e e e e e e e eeees Aphanizomenon

11’.Todas las células vegetativas de igual configuracion, heterocistos
y acinetos frecuentes. Filamentos agrupados en conjuntos gelatinosos

(0T ] [ 7 o 0L ST UP P UPPRPPTRP 12
12. Filamentos generalmente reunidos en conjuntos globosos
(010 DR} (] 0 (=TT Nostoc
12’. Filamentos solitarios 0 en conjuntos No consistentes ............ccooveeiveeeennen. 13
13. Células vegetativas cortas y heterocistos en forma de discos................... Nodularia
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R 0= 1] P> TS0 (=0 1 = i (0] 1 - 14
14. Heterocistos terminales ........c.ieiiiie e 15
14’. Heterocistos intercalares, a menudo con acinetos adyacen-
LSS Anabaena

15. Heterocistos esféricos a ambos extremos del filamento y acinetos

globosos localizados lejos de [0S heteroCisto..........ccovveieeiiiiiiieeiieean. Anabaenopsis

15’. Heterocistos, en forma de gota, acinetos oblongos subter-

1= 1P Cylindrospermopsis
16. Filamentos rectos 0 CUrvados €N S... ... 18
16’. Filamentos de otra forma, nunca presentan acinetos ..............ccceeeieeneeennen. 17

17. CElulas CON AEIOTOPOS . ..ueeeeeieeiee e e e e e e e e e e e e e e eaeeens Planktothrix

A 0= [ - TR [ = T=] ] (] oo P Phormidium
18. Filamentos atenuandose hacia ambos extremos a veces con
acinetos subtermMinales ... ... Raphidiopsis
18’. Filamentos de otra forma, SiN ACINELOS ......covieiniie e 19

19. Filamentos sin vaina, SOl0 tricoma PreSente .........cc.vveeeiieeiieeieeee e e e 20

19, FilamentOS CON VAINA. .. ..uiuiiei it e e e e e e e e e e eens 22
20. Tricomas espiralados ..........cccveuiiiiiiii e Spirulina
20'. Tricomas rectos, N0 espiralados.........ccviuiiiiiiii e 21

21. Tricomas catenados, células adyacentes unidas por un puente ge-

= ] 0= o PP Pseudanabaena

21’. Tricomas no catenados, células adyacentes unidas por gran parte

de la superficie de CONTACTO.......cunie i Oscillatoria
22. Filamentos siempre SONtarios. ... .....oceu i 23
22'. Filamentos formando mMasas..........ccoveuiveiveiiiiiiii e, Leptolyngbya

23. Vaina mucilaginosa delgada y transparente..........cc.ccooeiveveeieennennnen. Planktolyngbya

23'. Vaina mucilaginosa eVIAENTE ...........couuiiiuiiiiei et Lyngbya
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ORDEN CHROOCOCCALES

www.keweenawalgae.mtu.edu
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Aphanocapsa Nageli

Colonia micro o macroscépica, plancténica, con las
células distribuidas irregularmente en su interior.
Colonias esféricas, raramente aplanadas, con gran
namero de células, irregular y densamente agre-
gadas. Células esféricas de 0,5 a 2 um de didmetro,
sin aerdtopos. Mucilago indistinto en el margen de la
colonia, cominmente incoloro y homogéneo.

Coelosphaerium Néageli

Colonias microscépicas planctonicas, pueden formar
subcolonias, esféricas, irregulares u ovales, rodea-
das por un mucilago incoloro mayormente indistinto
rodeando a las células, de 2 a 7 um de didmetro, las
cuales se hallan dispuestan en la periferia de la co-
lonia, con o sin aerdtopos, mucilago homogéneo
nunca estructurado. Division celular en dos planos
perpendicular a la superficie de la colonia.

Chroococcus Nageli

Unicelulares o pequefios grupos de células (2-4-8 o
mas) rodeadas por una envoltura mucilaginosa hia-
lina. Células esféricas, ovales o hemiesféricas, de
tamafio variable desde 0,5 pum. Contenido celular
verde azulado, a veces con aerdtopos. Division ce-
lular en tres planos perpendiculares.

Merismopedia Meyen

Colonias microscopicas, de vida libre, tabulares,
con una capa de células agrupadas densamente o
mas esparcidas en el plano de la colonia, cua-
dradas o rectangulares. Vaina mucilaginosa colo-
nial transparente. Células esféricas o elipticas, de
<2 a 10 pum, contenido celular cominmente ho-
mogéneo, a veces pueden tener aerotopos.
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Microcystis Kiitzing

Género colonial, tipicamente plancténico. Colonias
macro o microscopicas, esféricas, irregulares, a-
largadas, a veces formadas por subcolonias, algu-
nas especies clatradas. Envoltura mucilaginosa in-
colora, amplia o estrecha, difluente o firme, desde
homogénea a lamelada. Células esféricas distribu-
{das irregularmente en el interior de la colonia,
con aerdtopos. Division celular por fisién en tres
planos.

SnowellaElenkin

Colonias mas o menos esféricas o irregularmente
ovales, plancténicas. Vaina homogénea incolora,
distinguible o no. Células esféricas a ligeramente
alargadas, reunidas entre si por tractos mucilagi-
nosos y distribuidas radialmente hacia la periferia
de la colonia, con o sin aerétopos. Division celular
en dos planos, por fisidn binaria.

Woronichinia Elenkin

Colonias globosas, esféricas o irregularmente o-
vales, comunmente compuestas por subcolonias,
de vida libre, usualmente con una envoltura mu-
cilaginosa incolora, células esféricas o ligeramen-
te alargadas dispuestas en el extremo de tractos
mucilaginosos que parten radialmente desde el
centro de la colonia. Division celular en dos pla-
nos perpendiculares, formando diferentes nive-
les, con o sin vacuolas gaseosas.
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ORDEN OSCILLATORIALES

Lyngbya Agardh

Filamentos rectos o ligeramente curvados, solita-
rios, o formando matas finas o gruesas, largas y
postradas sobre el sustrato. Presentan
movimiento de deslizamiento. Tricomas cilindricos
de células pequefias, discoides (siempre mas
anchas que largas), ausencia de aerotopos. Vaina
mucilaginosa evidente, firme, lamelada o no, in-
colora, amarilla o castafia. Célula terminal redon-
deada, con o sin caliptra. Reproduccion por hor-
Mogonios.

hormogonio

Oscillatoria Vaucher

Tricomas solitarios 0 mas cominmente formando
talos macroscopicos con diversos aspectos. Tri-
comas cilindricos, rectos o ligeramente curvos,
vaina mucilaginosa ausente. Con movimientos de
oscilacion. Células dos veces mas anchas que lar-
gas, discoides. Contenido celular verde azulado,
castafio o violeta, homogéneo granulado, sin
aerotopos. Célula apical redondeada, puede o no
tener un espesamiento apical o caliptra. Repro-
duccién por hormogonios con formacién de ne-
cridios.

Phormidium Kitz. ex Gomont

Talo usualmente expandido, fino, delgado, gelati-
noso, unido al sustrato, cilindricos, rectos hasta
curvados, constrictos 0 no a nivel de los tabiques,
vainas mucilaginosas firmes no lameladas, rara-
mente forma masas flotantes. Células apicales
convexas, conicas, capitadas o no, con o sin calip-
tra. Reproduccién por desintegracion de los trico-
mas, sin aerotopos.

www.galerie.sinicearasy.cz

Planktothrix Anagnostidis et Komérek

“Hn A £ . Tricomas solitarios libreflotantes, rectos o leve-
AN . mente ondulados o curvados, isopolares, cilindri-

’ cos, no constrictos o menos frecuentemente cons-
trictos a nivel de las uniones celulares. Tricomas
levemente atenuado o no hacia los extremos,
ausencia de envolturas gelatinosas. Células cilin-
dricas, raro en forma de barril, mas cortas que
anchas, con aerotopos, células apicales redon-
deadas o codnicas, a veces con caliptra o con pared
celular exterior gruesa. Division celular perpen-
www.cyanobacteria-plataform. com dicular al tricoma, reproduccioén por disgregacion
de los tricomas.
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Planktolyngbya Anagnostidis et Komarek

Filamentos libre flotantes, solitarios, rectos,
flexuosos, ondulados o espiralados, irregularmen-
te enrrollados, vaina mucilaginosa delgada y
transparente, muy raramente con falsas ramifica-
ciones. Tricomas inmoviles, cilindricos, isopolares,
uniseriados, no constrictos o levemente constric-
tos en las uniones celulares, no atenuado a los
extremos, célula apical redondeada no capitada,
células cilindricas usualmente mas largas que an-
chas, sin aerétopos o con aerétopos polares soli-
tarios. Todas las células son capaces de divi-dirse,
reproduccion por hormogonios.

Pseudanabaena Leuterborn

Tricomas solitarios 0 en pequefias agrupaciones,
rectos o flexuosos, constrictos a nivel de los sep-
tos, no atenuados. Presentan pocas células (2-3)
a varias (mas de 10). Vaina mucilaginosa in-
conspicua o ausente. Presentan movimiento de
deslizamiento. Células mas largas que anchas,
cilindricas o en forma de barril, ligeramente de-
primidas en el centro. Célula apical cilindrica con
polos redondeados, contenido celular puede pre-
sentar granulos, sin aerétopos.

Spirulina Turpin

Tricomas espiralados, solitarios o formando pe-
quefios agregados. Espiras bien condensadas o
mas flojamente agrupadas, vaina mucilaginosa
ausente. Los tricomas presentan movimiento in-
tenso. Células normalmente de cuadraticas a mas
anchas que largas, los septos son dificiles de ob-
servar. Contenido celular verde azulado, homogé-
neo, sin aerotopos. Reproduccién por hormogo-
nios.
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ORDEN NOSTOCALES

heterocisto

heteroci
acineto

s

) .
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AnabaenaBory ex Born. & Flah.

Talos microscopicos, filamentos generalmente ais-
lados. Los tricomas pueden ser rectos, curvos o
espiralados, isopolares, constrictos 0 no. Vaina
mucilaginosa firme, hialina cuando esta presente.
Células redondeadas, elipticas o cilindricas. Las es-
pecies planctonicas presentan aerdtopos. Hetero-
cistos siempre intercalares, solitarios, o a intervalos
regulares a lo largo del tricoma. Acinetos redon-
deados, elipticos, oblongos o cilindricos.

Aphanizomenon Morr. ex Born. & Flah.

Talos microscopicos, formados por filamentos aisla-
dos o agrupados paralelamente. Tricomas rectos, a
veces pueden ser curvos, sin vaina mucilaginosaj
firme, algunas especies pueden presentar un
mucilago amorfo. Tricomas isopolares, sub-
simétricos. Células cilindricas o en forma de barril,
célula apical generalmente més larga que las inter-
calares, puede ser acuminada e hialina. Contenido
celular verde azulado, con aerétopos. Heterocistos
solitarios, intercalares. Acinetos elipticos o cilindri-
cos.

Cylindrospermopsis Seenayya & Subba
Raju

Talo filamentoso, microscopico. Tricomas ais-
lados, pueden ser rectos, curvos o espira-
lados, no poseen vaina mucilaginosa. Trico-
mas isopolares, célula apical conica atenuada
0 acuminada. Contenido celular verde azu-
lado, con aerotopos. Heterocistos cdénico-
redondeados (en forma de gota), siempre
terminales y solitarios, no forman cadenas.
Acinetos elipticos, oblongos o cilindricos,
anicos o en series, intercalares.
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Nostoc Vaucher ex Born. & Flah.

Talos gelatinosos, mucilaginosos o coriaceos, re-
dondeados, lobados o irregulares, macro o micros-
copicos. Colonias densas o laxas, presentan vaina
mucilaginosa. Tricomas numerosos; isopolares,
generalmente constrictos, no atenuados hacia el
apice. Células redondeadas, elipticas, en forma de
barril. Contenido celular verde azulado, sin aeré-
topos. Heterocistos globosos, terminales e interca-
lares. Los acinetos pueden ser redondeados, elip-
ticos o cilindricos, forman cadenas entre dos hete-
rocistos.

Raphidiopsis Fritsch & Rich

Talo microscopico, filamentoso. Tricomas aisla-
dos, rectos o curvos, isopolares, subsimétricos,
levemente constrictos o no a nivel de los septos,
atenuados hacia los extremos. Vaina mucilagino-
sa ausente. Células intercalares cilindricas, apical
conica 0 acuminada. Presencia o no de aeréto-
pos. Heterocisto ausente. Acinetos elipticos u ob-
longos.
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En las tablas siguientes se presentan las caracteristicas diferenciales de las espe-
cies de Microcystisy Anabaena encontradas mas frecuentemente en el pais.

Tabla 2: Caracteristicas distintivas de las especies mas frecuentes del género Microcystis

Didmetro ce- Forma de la colonia Caracteristicas
lular
M. aeruginosa 4-7(9,4) um | Colonia joven redondeaday | Colonias micro 0 macroscopicas, a
compacta; adulta: irregular o | veces clatradas. Células con aeré-
lobada, clatrada. Mucilago topos, densa e irregularmente
homogéneo, distinguible. aglomeradas.
M. botrys 5-7 um Més o0 menos esféricas a alar- | Microscépicas, células con aerdto-
gadas, mucilago formando | pos densamente agregadas en el
protuberancias. mucilago en subcolonias, no cla-
tradas.
M. flos-aquae 3-4,8 um | Compacta, esférica, elipsoidal | Colonia microscdpica, raramente
0 alargada, no clatrada. EI | macroscdpica. Células con aeroto-
borde del mucilago no excede | pos, densamente agrupadas en la
al agrupamiento celular. colonia.
M. novacekii 3-55um Irregularmente esféricas o Micro a macroscopicas. Células
alargadas, compuesta por con aerGtopos densamente agru-
subcolonias. Mucilago amplio, | padas en el centro de la colonia,
claro a débilmente amarillento, | con varias células solitarias espar-
a veces irregular. cidas en la periferia del mucilago.
No clatradas.
M. panniformis 3-4,6 um | Jovenes: irregulares, adultas: | Macro o microscdpica. Células con
redondeadas o alargadas | aerdtopos, densamente ordenadas
en la superficie de la colonia, no
clatradas.
M. protocystis 4-6 um Contorno irregular, sin 16bulos | Microscopicas. Células con envol-
distintivos y nunca con hue- | tura individual distribuidas de ma-
cos. Mucilago indistinto con el |  nera dispersa en la colonia. Se
margen difuso. desintegra facilmente en células
individuales.
M. pulverea 0,5-2 (3) um | Esférica o lobada, envueltas | Colonias pequefias, constituidas
por un mucilago delgado por gran numero de células den-
samente agrupadas, ausencia de
aerotopos.
M. viridis 3,5-7 um Redondeadas a cubicas Colonias micro o macroscopicas,
(como empaquetadas). Muci- | formadas por subcolonias. Agre-
lago incoloro, borde refractivo, | gados celulares no muy densos, a
no esférico. veces claramente tridimensional
Células con aerétopos.
M. wesenbergii 4-8,5um | Esférica cuando joven, alen- | Colonias microscdpicas, a veces

vejecer alargadas, lobadas y
clatradas. Vaina firme, bien
delimitada, contorno refrin-

gente.

compuesta por subcolonias alcan-
zando un tamafio macroscopico.
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Tabla 3: Caracteristicas distintivas de las especies mas frecuentes del género Anabaena

Célula vegeta-

Heterocistos y acinetos

Caracteristicas

tiva

A. circinalis Células en for- | Heterocistos esféricos, del mismo | Tricomas solitarios, a ve-
ma de barril a tamafio que las células vegetati- | ces agrupados, espirales
esféricas, con vas; acinetos alargados ovalesa | amplios (altura de la es-

aerotopos. cortos y cilindricos a veces con pira de 75 a 100 pum),
4-14 um extremos conicos. mayormente sin mucila-

didmetro. Heterocistos 8-12 um diametro. go.
Acinetos 16-21 um diametro x 20-
28.

A. flos-aquae Células esféri- Heterocistos esféricos a ligera- Tricomas irregularmente

cas, con aeroto-
pos,
4-5 (8) pum dia-
metro.

mente ovalados, acinetos ovales a
cilindricos, distantes de los
heterocistos.
Heterocistos 4-5 (9) um diametro.
Acinetos 8-9 um didmetro x 13-35.

curvados, sin mucilago,
espirales de diferentes
tamafios.

A. lemmermannii

Esféricas a sub-
cilindricas 4-8
pm didmetro, 6-
12pm de largo

Heterocistos globosos o con de-
presiones en los extremos 7-9 pum
diametro, 6-10 pum largo; acinetos
usualmente adyacentes a los het-
erocistos, 6-13 um diametro, 20-

50 um de largo.

Tricomas plactonicos,
flexuosos, contorneados,
a veces espiralados, soli-

tarios 0 en masas.

A. planctonica

Células esféri-
cas 0 en forma
de barril, mas
cortas que an-
chas, con aero-
topos. 9-15 pum
diametro.

Heterocistos esféricos del mismo
tamafio que las células vegetati-
vas; acinetos ovales a cilindricos.
Heterocistos 9-16 um diametro.
Acinetos 9-21 um diametro x 15-
35.

Tricomas solitarios rectos
rodeados por una amplia
vaina mucilaginosa, di-
fluente.

A. solitaria

Células esféri-
cas a elipsoida-
les con aeréto-
pos.
6,5-10 um dia-
metro x 6,5-12
pm largo.

Heterocistos esféricos a forma de
limon, del mismo tamafio que las

células vegetativas; acinetos cilin-
dricos largos, mas anchos que el

filamento.

Heterocistos 8-16 um diametro.

Acinetos 10-16 um diametro x 20-

45,

Tricomas solitarios rectos
con vaina mucilaginosa
amplia.

A. spiroides

Células esféri-
cas a amplia-
mente elipsoidal
0 en forma de
barril, con aeré-
topos. 6,5-9 pm
diametro.

Acinetos ovales a veces curvados,
distantes de los heterocistos, soli-
tarios o en pares.
Heterocistos 7-14 um diametro.
Acinetos 10-15 um diametro x 17-
22.

Tricomas solitarios espi-
ralados (altura de la espi-
ra de 30-40um), rodea-
dos de mucilago.
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Capitulo 2:
Cyanobacteria toxigenas. Aspectos generales para su identificacion
taxondmica

Ricardo O. Echenique
Anabella Aguilera

2.1. Introduccion

Dada su naturaleza jerarquica, la clasificacion biologica incluye una serie de nive-
les o rangos subordinados, denominados categorias taxonémicas, en los cuales se ubi-
can los grupos de organismos considerados como unidad, los taxones. La identificacion
de un organismo es asignarlo al grupo o taxon al que pertenece de acuerdo a un sis-
tema clasificatorio previamente establecido, de modo que se pueda llegar a conocer el
nombre cientifico del ejemplar en estudio. En determinados casos esta tarea se realiza
utilizando una clave dicotomica que es un esquema disefiado para facilitar la identifica-
cion de los organismos. Se trata de una expresion tabular que sigue una secuencia or-
denada de opciones alternativas, en las cuales se expresan los caracteres diagndsticos
o discriminatorios de los taxones. Un caracter diagnéstico debe estar definido con pre-
cisién y ser facilmente reconocible y constante, ser independiente de otros y no pro-
porcionar informacion redundante (Lanteri & Cigliano, 2004).

Uno de estos niveles taxondémicos es el de especie. En el caso particular de una
especie de Cyanobacteria, Anagnostidis & Komérek (1985) la definen como un comple-
jo de poblaciones que ocupa un espacio multidimensional propio delimitado por reque-
rimientos ecoldgicos especificos (concepto de nicho). Otros autores indican que la uni-
dad basica en taxonomia de procariotas se ajusta al concepto denominado filo-fenético
(Rossell6-Mora & Amann, 2005), y entienden una especie como una categoria que cir-
cunscribe a un grupo de cepas de origen monofilético y que se muestran coherentes
tanto desde el punto de vista gendmico como fenotipico, y que por ello se pueden dis-
tinguir de otros grupos semejantes (Rossell6-Mora, 2001)

La importancia de definir especie radica, precisamente, en las caracteristicas
propias de cada una de ellas. Podemos encontrar especies de caracteristicas fenotipi-
cas similares, pero sensiblemente disimiles en sus requerimientos ecoldgicos e incluso
en su “relaciéon” con el hombre. Es muy frecuente encontrar especies de aspecto simi-
lar dentro de un mismo género y una de ellas ser toxigena y la otra totalmente inocua.

Las Cyanobacteria, Cyanophyta, Cyanoprokaryota o vulgarmente algas verde-
azules, presentan tanto caracteres propios de las Bacteria como de las plantas eucario-
tas. Al igual que las bacterias carecen de un nucleo y plastidos delimitados morfoldgi-
camente asi como de reproduccion sexual. La presencia de clorofila &, la estructura de
tilacoides y la posibilidad de realizar fotosintesis, las relacionan con las algas eucariotas
(Anagnostidis & Koméarek, 1985).

En las Cyanobacteria, la fotosintesis es el principal modo de obtencion de energia
para su metabolismo y los pigmentos presentes son clorofila &, b, xantofilas, ¢
ficocianina, c-ficoeritrina y carotenos. Como reserva asimilan una sustancia semejante
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al glicogeno. En algunas especies las células contienen vacuolas, vesiculas gaseosas o
aerotopos.

Las vacuolas, vesiculas gaseosas 0 aerotopos, son es-
tructuras compuestas por una serie de cilindros que se agrupan y
que pueden variar en namero, lo que puede modificar el tamafio
vacuolar.

Su presencia/ausencia, numero y distribucion en las células,
resulta un caracter taxonémico.

Son estructuras que regulan la altura de flotacién de las cé-
lulas dentro de la columna de agua, en los periodos en los que la
produccion de vacuolas es muy importante, las células flotan que-
dando expuestas directamente a las condiciones propias de la su-
perficie de los cuerpos de agua. En tales condiciones (alta lumino-
sidad y mayor temperatura), la presion interna del gas de las va-
cuolas se incrementa y provoca el estallido de las mismas e inclu-
so la ruptura celular.

De Graham & Wilcox, 2000

El grupo varia en su conjunto presentando una gran heterogeneidad morfoldgica.
Incluye formas cocales (unicelulares o coloniales), flamentosas (homocistineos o hete-
rocistineos; ramificadas o no).

No se observan formas moviles (cilios o flagelos).

En los organismos filamentosos heterocistineos pueden encontrarse células modi-
ficadas: los heterocistos y/o los acinetos.

Los heterocistos son células modificadas de
colores refringentes y morfologia variada. Poseen un
engrosamiento polar en el extremo celular (nodulo
polar-np) que se encuentra en contacto con la célula
contigua. Pueden o no tener vaina.

Estan relacionados con la fijacion de nitrogeno
atmosférico.

Los acinetos son células modificadas de
formas y tamafios variados y de contenido
granular. Pueden o no poseer vaina. Su fun-
cion principal es la de asimilar sustancias de
reserva, actuando como estructura de resis-
tencia ante situaciones de estrés. Ante condi-
ciones favorables, germinan dando origen a
una nueva poblacioén.

Para la clasificacion, son fundamentales
su morfologia y/o ubicacién en el tricoma.
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La reproduccion es solo vegetativa. La membrana plasmética se pliega centripe-
tamente y la célula se divide en dos partes (division binaria), que puede ser simétrica o
asimétrica y hasta irregular.

Division celular en Cyanobacteria (segin Komarek & Anagnostidis, 1986)

En los organismos cocales, otra forma de division es por formacion de exocitos
(exosporas). En este caso una célula sésil sufre una division binaria asimétrica, simple
o multiple y las esporas se liberan por separacion desde el extremo libre. En otros ca-
sos, la célula sufre multiple division en tres planos, produciendo nanosporas enddgenas
(baeocitos) que se liberan por ruptura de la pared materna.

Baeocitos (segin Sant'/Anna 2004)

Entre los organismos homocistineos, la forma de reproduccion es, ademés del
crecimiento de los tricomas por division celular centripeta, por fragmentacion. El resul-
tado de esta fragmentacion resulta en dos diferentes estructuras reproductivas: hor-
mocistos (con vaina) U hormogonios (sin vaina).
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Hormocisto (seglin Sant'Anna 2004) Hormogonio

Por ultimo, como ya se comenté mas arriba, las especies heterocistineas pueden
reproducirse por “germinacion” del acineto dividiéndose transversalmente dando asi
origen a un nuevo organismo.

%

Anabaena circinalis
Acineto dividiéndose (en cultivo)
(Gentileza D. Gonzélez)

Anabaena lemmermannii
Acineto dividiéndose (en ambiente natural)

2. 2. Taxonomia

Segun Komarek y Anagnostidis (1986, 1998, 2005) y Anagnostidis y Komarek
(1988, 1989) las Cyanobacteria (en su concepto las Cyanoprokaryota) se clasifican en
4 Ordenes: Chlorococcales, Oscillatoriales, Nostocales y Stigonematales.

Chroococcales: talo unicelular o colonial; reproduccion por division celular (en-
do o exosporas).
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Oscillatoriales: talo filamentoso homocitineo; reproduccién por hormogonios u
hormocistos.

Nostocales: talo filamentoso heterocistineo, no ramificado o con falsas ramifica-
ciones; reproduccion por hormogonios u hormocistos.

Stigonematales: talo filamentoso heterocistineo, con ramificaciones verdade-
ras; reproduccion por hormogonios u hormocistos.

En tres de ellos, Chlorococcales, Oscillatoriales y Nostocales, se encuentras espe-
cies mencionadas como toxigenas.

2. 3. Principales géneros toxigenos presentes en Argentina
Orden Chroococcales
1.- Género Microcystis Kutzing, 1833

Colonias micro a macroscopicas, esféricas, ovales a irregulares; algunas especies
clatradas. Vaina general mucilaginosa, incolora, desde homogénea a lamelada, indis-
tinguible a evidente por refraccion. Células esféricas a hemiesféricas luego de la divi-
sién celular, sin vaina propia, con o sin vacuolas gaseosas. Division celular por fision en
tres planos perpendiculares. Reproduccion vegetativa por desintegracion de las colo-
nias. Planctonicas.

Las especies toxigenas de este género son las mas ampliamente conocidas y dis-
tribuidas a nivel mundial, siendo M. aeruginosala mas difundida.

Especies mencionadas como toxigenas: M. aeruginosa (Kutz.) Kutzing; M. botrys
Teiling; M. farlowiana Drouet & Daily; M. flos-aquae (Wittr.) Kirchner, M. ichthyoblabe
Katzing, M. lamelliformis Holsinger; M. viridis Lemmermann; M. wesenbergii (Kom.)
Komérek. (segun Skulberg et al, 1993; Falconer, 1998; Koméarek & Anagnostidis,
1998; Sivonen & Jones, 1999)

Las toxinas descriptas para los taxa pertenecientes a este género son hepato-
toxinas, siendo las méas importantes las microcystinas.

M. aeruginosa o M. Viridi's‘ M. wesenbergii

2.- Género Gomphosphaeria Kutzing, 1836

Colonias esféricas o irregulares, cominmente compuestas por subcolonias. Vaina
general fina y difluente. Células oviformes, cuneiformes o cordiformes, reunidas entre
si por tractos mucilaginosos y distribuidas radialmente hacia la periferia de la colonia,
formando varios niveles a medida que crece la misma. Tractos difluentes hacia el cen-
tro de la colonia. Sin vacuolas gaseosas. Division celular en dos planos perpendiculares
y reproduccion de la colonia por desintegracion. Planctonicas.
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Especies mencionadas como toxigenas: G. aponina Kutzing (segun Falconer,
1998)

Las toxinas son desconocidas (segun Skulberg et al., 1993)

QX ey

=

T -

G. aponina (segln Guarrera et al., 1987)

3.- Género Snowella (Gomphosphaeria) Elenkin, 1938

Colonias més o menos esféricas o irregularmente ovales, ocasionalmente com-
puestas, con vaina homogénea, incolora, distinguible o no. Células esféricas a ligera-
mente alargadas, reunidas entre si por tractos mucilaginosos y distribuidas radialmente
hacia la periferia de la colonia; con o sin vacuolas gaseosas. Division celular por fision
binaria en dos planos perpendiculares. Reproduccion de la colonia por desintegracion.
Planctonicas.

Especies mencionadas como toxigenas: S. /acustris (Chod.) Komarek & Hindak.

Las toxinas son desconocidas. (segun Skulberg et al., 1993)

S. lacustris

4.- Género Coelosphaerium Négeli, 1849

Colonias microscopicas, globosas, en ocasiones compuestas por subcolonias; cu-
biertas por una vaina mucilaginosa fina e incolora. Células esféricas o hemiesféricas,
ubicadas en una Unica capa, en la periferia de la colonia. Con o sin vacuolas gaseosas.
Mucilago no estructurado en el centro de la colonia, formando pequefios pedunculos
hacia el margen. Division celular por fisién binaria en dos planos perpendiculares. Re-
produccion de la colonia por desintegracion. Planctonicas.

42 Echenique - Aguilera



Capitulo 2

Especies mencionadas como toxigenas: C. kuetzingianum Nageli (segun Falconer,
1998).

Las toxinas son desconocidas. (segun Skulberg et al., 1993)

C. kuetzingianum (segun Guarrera et al., 1987)

5.- Género Woronichinia Elenkin, 1933

Colonias globosas, comiunmente compuestas por subcolonias, rodeadas por una
delgada e incolora vaina mucilaginosa general. Células ligeramente alargadas, ovales a
ovoides, raramente esféricas, dispuestas en el extremo de tractos mucilaginosos que
parten radialmente desde el centro de la colonia. Con o sin vacuolas gaseosas. Division
celular en dos planos perpendiculares, formando diferentes niveles, quedando las célu-
las méas antiguas en las capas mas internas de la colonia. Reproduccion por fragmenta-
cion de la colonia. Planctonicas.

Especies mencionadas como toxigenas: W. naegeliana (Unger) Elenkin (segun
Skulberg et al., 1993; Falconer, 1998)

Las toxinas son desconocidas. (segun Skulberg et al., 1993)

< wOO
08 B!
E’D

¥ ¥
%? QQQQ :

W. naegeliana (segin Guarrera et al., 1987)
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Clave géneros:

1.- Colonias globosas con células ordenadas radialmente y mas o menos en la periferia
de la colonia. A veces con un sistemas de pedunculos mucilaginosos organizados desde
el centro de 12 COIONIA ... ...oei i 2

2.- Células ordenadas més o menos en la periferia de la colonia en un unico ni-
vel. Sin sistemas de pedunculos organizados desde el centro de la colonia
................................................................................... Coelosphaerium

2’.- Células ordenadas hacia la periferia de la colonia, a distintos niveles y dis-
puestas en el extremo de pedinculos mucilaginosos, organizados desde el
(o= a1 oo (=0 =T ot ] (o] o ] - 1SS 3

3.- Células dispuestas en el extremo de pedunculos, claramente evi-
HENEES e Snowella

3’.- Células dispuestas en el extremo de pedunculos, poco evidentes y
en ocasiones INVisible..........cooi i, 4

4.- Células de hasta 6 um (raramente 7 um), esféricas, ovales
u ovoides, agrupadas densamente hacia el margen de la
COIONIA .. e Woronichinia

4’.- Células usualmente de mas de 6 um, ovoides, cuneiforme o
cordiforme, dispuestas laxamente hacia el margen de la co-
lONIa e Gomphosphaeria

1.- Colonias globosas con células dispuestas irregularmente, esparcidas en el interior
de una matrix mucilaginosa. Nunca presenta células asociadas a sistemas de peduncu-
[0S MUCHAGINOSOS ...ttt e e eeanes Microcystis

Orden Oscillatoriales
1.- Género Planktothrix (Oscillatoria pp.) Anagnostidis & Komarek, 1988

Tricomas rectos a ligeramente curvados, levemente constrictos o no a nivel de
los tabiques y que se enangostan, o no, hacia el extremo, solitarios; vaina ausente u
ocasionalmente muy fina. Células cilindrico-discoides hasta dolioliformes; las terminales
con o sin caliptra o, con o sin engrosamiento apical. Con vacuolas gaseosas. Division
celular transversal al eje longitudinal. Reproduccién por disgregacién del tricoma a par-
tir de necridios. Plancténicas

Especies mencionadas como toxigenas: P. agardhii (Gom.) Anagnostidis & Koma-
rek; P. rubescens (DeCandolle ex Gom.) Anagnostidis & Komarek.

Las toxinas mas conocidas son microcystinas y
neurotoxinas. (segun Skulberg et al, 1993; Sivonen &
Jones, 1999).

P. agardhii
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2.-Género Phormidium (Oscillatoria pp.) Kitzing ex Gomont, 1982

Tricomas cilindricos, rectos hasta curvados, constrictos o no a nivel de los tabi-
ques, formando agregados o solitarios. Vainas firmes no lameladas. Células aproxima-
damente isodiamétricas; las apicales convexas, conicas, capitadas o no, con o sin calip-
tra. Vacuolas gaseosas, ausentes. Division celular transversal al eje longitudinal. Re-
produccion del tricoma por disgregacion a partir de necridios. Epifitos a planctonicos.

Especies mencionadas como toxigenas: P. formosum (Bory ex Gom.) Anagnosti-
dis & Komérek.

Las toxinas mas conocidas son neurotoxinas (segun Falconer, 1998; Sivonen &
Jones, 1999)

P. formosum (segln Guarrera et al., 1995)

3.- Género Pseudanabaena Lauterborn, 1915

Tricomas, uniseriados, flexibles, solitarios. Vaina ausente. Células aproximada-
mente cilindricas, rectas, dolioliformes o ligeramente deprimidas en el centro con polos
aproximadamente rectos o convexos y unidas entre si por cordones intercelulares
(“puentes hialinos™). La célula apical convexa. Con o sin vesiculas gaseosas. Division
celular transversal al eje longitudinal. Reproduccion del tricoma por hormogonios o por
disgregacion. Planctonicas o metafisicas.

Especies mencionadas como toxigenas: P. catenata Lauterborn.

Las toxinas mas conocidas son neurotoxinas (segun Skulberg et a/.. 1993; Falco-
ner, 1998; Sivonen & Jones, 1999).

P. catenata

Clave géneros:

1.- Tricomas solitarios o raramente formando “matas”, cilindricos y de pocas células,
isopolares. Vaina general ausente, ocasionalmente rodeado de difluente envoltorio mu-
cilaginoso. Células con o sin aerotopos o vesiculas gaseosas, las apicales sin caliptra o
engrosamiento polar. Células unidas entre si por cordones intercelulares (“puentes hia-
T T 13 PP Pseudanabaena
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1’.- Tricomas solitarios o raramente formando “matas”, cilindricos y de gran namero
de células, generalmente isopolares. Vaina facultativa, cuando presente fina no lame-
lada e incolora. Células con o sin aerotopos o vesiculas gaseosas, las apicales con o sin
caliptra y/o engrosamiento polar. Células nunca unidas entre si por cordones intercelu-
lares (“puentes NIAlINOS") ... .ccuuu et 2

2 .- Tricomas solitarios, sin vaina distinguible. Células con aerotopos o vacuolas
gaseosas. Mayormente planctoniCas..........ccocevveiuieiiiieiiieiineeieeenn. Planktothrix

2’ .- Tricomas solitarios agrupados formando talos expandidos. Vaina facultativa,
cuando presente fina e incolora. Células sin aerotopos o vacuolas gaseosas. Ma-
yormente adnados, ocasionalmente planctonicas...........c....cc.uueeee. Phormidium

Orden Nostocales
1.-Género Anabaena Bory, 1822

Tricomas rectos 0 mas o0 menos curvados, hasta flexuosos y/o espiralados; no
atenuados o ligeramente atenuados hacia los extremos; solitarios o agrupados en clus-
ters e incluso formando matas. Con o sin vaina. Células redondeadas o redondeado-
conicas a dolioliformes; con o sin vacuolas gaseosas. Heterocistos y acinetos intercala-
res, diferenciados a partir de células vegetativas. Division celular transversal al eje lon-
gitudinal. Reproduccién del tricoma por disgregacion. Plancténicas o adnadas, fijas a
suelos o sustratos sumergidos.

Especies mencionadas como toxigenas: A. affinis Lemmerman; A. baltica J.
Schmidt; A. circinalis (Kutz.) Hansgirg; A. flos-aquae (Lyngb.) Brébisson; A. hassallii
(Katz.) Wittrock; A. lemmermannii P. Richter; A. planctonica Brunnthaler; A. spiroides
Klebahn; A. spiroides var. contracta Klebahn; A. torulosa (Carm.) Lagerheim; A. varia-
bifis Kutzing. (segun Skulberg et al., 1993; Falconer, 1998; Sivonen & Jones, 1999)

Las toxinas descriptas para los taxa pertenecientes al género Anabaena son pép-
tidos (microcystinas) y alcaloides. Entre los alcaloides con propiedades neurotoxicas, se
encuentran los méas potentes, tales como Anatoxinas a, Anatoxinas a(s)y Saxitoxinas.
(Skulberg et al 1993; Falconer 1998; Sivonen & Jones, 1999).

. circinalis A. lemmermanii A. spiroides
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2.-Anabaenopsis V. Miller 1923

Tricomas solitarios, curvos a espiralados; células esféricas o elipticas, constrictas
a nivel de los tabiques, con o sin vacuolas gaseosas. Heterocistos esféricos, situados
en los extremos de los tricomas y acinetos, Unicos o en series, intercalares. Planctoni-
cas.

Especies mencionadas como toxigenas: A. milleri Woronichin; A. abjjatae

Las toxinas descriptas para los taxa pertenecientes al género, son hepatotoxinas
(microcistinas) (Lanaras et al., 1989; Sivonen & Jones, 1999; Dow & Swoboda, 2000;
Ballot et a/., 2005).

"i Anabaenopsis sp.

3.-Género Aphanizomenon Morren 1838

Tricomas rectos o levemente arqueados, atenuados hacia los extremos, solitarios
0 reunidos formando masas, sin vaina. Células cilindricas de extremos redondeados;
las de los extremos alargadas y en ocasiones terminadas en forma de pelo. Con vacuo-
las gaseosas. Heterocistos intercalares oblongos o cilindricos, con a sin vaina promi-
nente. Acinetos esféricos o cilindrico-alargados, alejados del heterocisto. Divisiéon celu-
lar transversal al eje longitudinal. Reproduccién del tricoma por disgregacion. Plancté-
nico.

Especies mencionadas como toxigenas: A. flos-aquae (L.) Ralfs,; A. ovalisporum
Forti. (segun Skulberg et al., 1993; Falconer, 1998; Sivonen & Jones, 1999)

Las toxinas descriptas para los taxa pertenecientes al género Aphanizomenon
son cylindrospermopsinas, saxitoxinas y anatoxinas. (Skulberg et a/. 1993; Falconer,
1998; Sivonen & Jones, 1999).

Una particularidad de esta especie es que en algunos paises, se utilizan cultivos
de sepas no toxicas como suplementos dietarios.

_— A. flos-aquae
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4 .- Género Nodularia Mertens,1822

Tricomas uniseriados, constrictos a nivel de los tabiques. Vaina hialina, tenue e
incolora. Células discoides més o menos infladas. Heterocistos intercalares, discoides,
algo mas anchos que las células vegetativas. Acinetos globosos, subglobosos o disci-
formes, intercalares, de mayor tamafio que los heterocistos, cominmente dispuestos
en series, contiguos o no al heterocisto. Division celular transversal al eje longitudinal.
Reproduccion del tricoma por disgregacion. Planctonico.

Especies mencionadas como toxigenas: N. spumigena Mertens (segun Skulberg
et al., 1993; Falconer, 1998; Sivonen & Jones, 1999).

La principal toxina descripta para los taxa pertenecientes al género Nodularia es
una hepatotoxinas, la nodularina. (Skulberg et al., 1993; Falconer, 1998; Sivonen &
Jones, 1999).

La primer mencién de muerte de animales por intoxicacion con Cyanobacteria es-
t4 relacionada con la presencia de ANodularia spumigena como responsable del suceso
(Francis, 1878).

N. spumigena (seglin Guarrera et al., 1968)

5.- Género Rhaphidiopsis Fritsch & Rich., 1929

Tricomas solitarios, rectos o ligeramente curvados, hasta sigmoides, que se agu-
dizan hacia ambos extremos. Células cilindricas o ligeramente tronco-conicas, la de los
extremos largamente aciculares, constrictas o no a nivel de los tabiques. Tabiques in-
tercelulares, a veces indistinguibles. Heterocistos ausentes. Acinetos intercalares,
oblongos. Division celular transversal al eje longitudinal. Reproduccion del tricoma por
disgregacion. Plancténicos.

Especies mencionadas como toxigenas: R. curvata Fritsch; R. mediterranea Skuja

Las toxinas descriptas para los taxa pertenecientes al género son hepatotoxinas
(cylindrospermopsina) (Hawkins et al., 1985, segun Skulberg et a/., 1993) y paralizan-
tes (saxitoxinas) (Lagos et al., 1999).

R. mediterranea
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6.- Género Cylindrospermopsis Seenayya et Subba Raju, 1972

Tricomas solitarios, rectos o ligeramente curvados, hasta sigmoides, que se ate-
ndan hacia ambos extremos. Células cilindricas o ligeramente tronco-conicas, constric-
tas 0 no a nivel de los tabiques. Con o sin vacuolas gaseosas. Sin Vaina. Heterocistos
terminales, conico-redondeados. Acinetos intercalares, oblongos, solitarios o seriados.
Divisién celular transversal al eje longitudinal. Reproduccion del tricoma por disgrega-
cién. Planctonicos.

Especies mencionadas como toxigenas: C. raciborskii (Wolosz.) Seenayya et
Subba Raju (segun Skulberg et al., 1993; Falconer, 1998; Sivonen & Jones, 1999)

Las toxinas descriptas para los taxa pertenecientes al género Cylindrosper-
mopsis son hepatotoxinas: cylindrospermopsina (Hawkins et al, 1985, segun Skul-
berg et al., 1993) y paralizantes: saxitoxinas (Lagos et a/., 1999).

C. raciborskii, detalle (MEB)

C. raciborskii (MEB)
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C. raciborskii (MO)

7.- Género Nostoc Vaucher, 1803

Talos gelatinosos, mucilaginosos o coridceos; globosos (hueco o compacto), fo-
liosos, filiformes o lobulados; generalmente macroscopicos. Peridermo més o menos
denso y rigido. Tricomas, generalmente numerosos, uniseriados, entrelazados o dis-
puestos radialmente. Vaina individual de los tricomas difluente o visibles, incoloras o
coloreadas. Células esféricas o subesféricas hasta cilindricas. Heterocistos globosos, in-
tercalares. Acinetos esféricos u oblongos hasta cilindricos, solitarios o en series, cerca-
nos o alejados al heterocisto. Division celular transversal al eje longitudinal. Reproduc-
cion del tricoma por hormogonios y de la colonia por disgregacién. Acuéticos, fijos o
planctonicos; subaéreos o terrestres.

Especies mencionadas como toxigenas: N. /inkia (Roth) Bornet et Flahault, Nos-
toc aff. minutum Desmazieres ex Bornet et Flahault; N. paludosum Kutzing; N. rivulare
Kitzing (segun Skulberg et al., 1993; Falconer, 1998; Sivonen & Jones, 1999)
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Las toxinas descriptas para los taxa pertenecientes al género Nostoc son micro-
cystinas péptidos y alcaloides. Entre los alcaloides con propiedades neurotoxicas, se
encuentran los méas potentes, tales como Anatoxinas a, Anatoxinas a(s)y Saxitoxinas.
(Skulberg et al., 1993; Falconer, 1998; Sivonen & Jones, 1999).

N. minutum (segin M.M. Watanabe
www.hies.go.jp/biology/mcc/class/Nostoc.html)

Clave géneros:

1.- TriCOMAS CON NELEIOCISTOS ..t e 2
2.- Tricomas con heteroCistos terMINAlES ........oee e, 3
3.- Tricomas con heterocistos eSfericos............ccuvvveriiriennnes Anabaenopsis

3’.- Tricomas con heterocistos conicos o largamente ovoides

................................................................................. Cylindrospermopsis
2’.- Tricomas con heterocistos intercalares............oevveiiviiieiineiieeieeiieeenns 4
4.- Tricomas formando colonias definidas, rodeadas por un peridermo
1110 1= Nostoc
4’.- Tricomas solitarios o formando agregados, nunca rodeados por un
PEridermo fIFME ... .o e 5

5.- Tricomas formados por células discoides ................... Nodularia

5’.- Tricomas formados por células globosas...........cccceeevuieeennnenn. 6

6.- Células vegetativas cilindricas, las de los extremos alargadas

terminadas en forma de pelo..............c...ceeeee. Aphanizomenon

6’- Células vegetativas esféricas a elipticas, las de los extremos

nunca terminadas en forma de pello ........................ Anabaena

1’.- Tricomas SiN NELErOCISTOS. ......cuuieiieeeeieeee e Rhaphidiopsis
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Capitulo 3:
Floraciones de Cyanobacteria toxigenas en la Republica Argentina:
antecedentes

Ricardo O. Echenique
Anabella Aguilera

El constante incremento de la poblacién humana trae como consecuencia un au-
mento de ciertas actividades que ejercen un alto impacto sobre los cuerpos de agua
continentales provocando el deterioro de los mismos. Muchas de estas actividades
fuerzan los sistemas acuéticos al incorporar un exceso de nutrientes y materia organi-
ca, lo que altera las condiciones originales. De esta manera se inician los procesos de
eutrofizacion con el correspondiente desarrollo masivo de poblaciones algales plancto-
nicas (floraciones o “blooms” algales). Esta eutrofizacion artificial o también denomina-
da “eutrofizacion cultural” altera significativamente las caracteristicas naturales de los
ecosistemas y trae aparejada la disminucion de la calidad del agua para la fauna y flora
asociadas lo que conlleva, entre otras cosas, a una disminucion y pérdida de la biodi-
versidad.

Con relacion al hombre, los procesos de eutroficacion son un verdadero problema
y generan importantes consecuencias: el deterioro paisajistico de los cuerpos de agua
afectados conlleva una disminucién en el valor estético y recreativo; los costos de pro-
cesamiento para potabilizacion de agua se incrementan significativamente y la dismi-
nucion de la calidad del agua trae asociados graves problemas sanitarios, entre ellos el
desarrollo de condiciones propicias para el asentamiento de vectores de enfermedades.

Si bien el reconocimiento de los fenébmenos de eutrofizacion se inicié aproxima-
damente en la década de 1950, no fue hasta alrededor de cuatro décadas atrés que
éstos comenzaron a asociarse con la proliferacion masiva de Cyanobacteria plancténi-
cas, en muchos casos productoras de sustancias nocivas de diversa naturaleza quimi-
ca. (Chorus & Bartram. 1999)

Un aspecto negativo relacionado con las floraciones de cianobacterias, es la alte-
racion de las caracteristicas organolépticas del agua (gusto y sabor) que estas algas
pueden provocar. Esto se debe a la liberacion de metabolitos volatiles olorosos por par-
te de ciertas especies. Compuestos tales como la geosmina y/o el metilisoborneol, no
son téxicos (Falconer et al., 1999; Falconer, 1998), pero suelen generar trastornos
respiratorios y/o digestivos a personas sensibles. La presencia de geosmina en los am-
bientes acuéticos de uso recreativo tiene un efecto negativo ya que el olor de este
compuesto es muy similar al que produce el insecticida organoclorado, comercialmente
denominado “Gamexane”.

Otra situacion nociva esta relacionada con su potencial capacidad de generar
sustancias toxicas (hepatotoxicas, neurotoxicas y/o dermatotdxicas), las cuales son li-
beradas al ambiente produciendo serios efectos negativos. La primera referencia mun-
dial relacionada con estos aspectos de toxicidad de cianobacterias en ambientes acué-
ticos continentales se remonta al afio 1878, cuando en el lago Alexandrina (Australia)
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se produjo la mortandad de animales, entre ellos vacas, caballos, perros, ovejas y cer-
dos, luego de que estos bebieran agua del mencionado cuerpo de agua donde se des-
arrollaba una floracion de Nodularia spumigena (Francis, 1878).

Desde ese momento y, principalmente en las ultimas décadas, el registro de su-
cesos similares se ha incrementado a nivel mundial tanto en el nimero de especies
responsables, como frecuencia, intensidad y extension geogréfica.

Las intoxicaciones de poblaciones humanas por ingesta de agua contaminada por
cepas toxicas de cianobacterias ya han sido descriptas, entre otros, en paises como
Australia, Inglaterra, China y Sudafrica (Carmichael & Falconer, 1993). El primer regis-
tro de muertes humanas causadas por cianotoxinas ocurrié en 1996, en una clinica de
la ciudad de Caruaru (Brasil). En esa ocasién, 130 pacientes renales cronicos, luego de
ser sometidos a sesiones de hemodidlisis, presentaron un cuadro clinico compatible
con una grave hepatotoxicosis. Del total, aproximadamente 60 pacientes fallecieron
antes de los 10 meses posteriores al inicio de los sintomas. Los analisis confirmaron la
presencia de microcistinas y cylindrospermopsina en el carbon activado utilizado en el
sistema de purificacion del agua de la clinica y de microcistinas en muestras de sangre
e higado de los pacientes intoxicados (Carmichael, 1996; Jochimsen et a/., 1998; Fal-
coner, 1998; Kuiper-Goodman et al., 1999; Azevedo, com. pers.). Asimismo, las obser-
vaciones microscépicas de muestras de agua del embalse que proveia de agua a la cli-
nica asi como al resto de la ciudad, indicaban una significativa dominancia de Cyano-
bacteria toxigenas.

En Argentina, el primer evento cianotoxico se remonta a 1944 en la laguna Be-
detti (Santo Tomé, Santa Fe). En esa oportunidad Mullor (1945), dio a conocer un su-
ceso en el cual, tras la ingesta de agua en la que se estaba desarrollando una floracion
de una especie del género Anabaena, murieron aproximadamente 1000 patos de gran-
jay una serie de animales silvestres (reptiles, anfibios, aves, etc).

Posteriormente, en 1954 se analiz6 una mortandad de peces en la laguna del
Monte (provincia de Buenos Aires) que se asocio a una proliferacibn masiva de varias
especies de Cyanobacteria entre las que se encontraban Polycystis (Microcystis) flos-
aquae, Anabaena circinalis y A. inaequalis. (Ringuelet et al., 1955)

En 1984, Odriozola y colaboradores evaluaron la mortandad de 72 vacas ocurrida
en un campo de la localidad de Goyena (Buenos Aires). Efectuados ensayos de toxici-
dad aguda, sobre el contenido ruminal y estomacal de las vacas, se determind que las
muertes habian ocurrido como consecuencia de la ingesta de agua de un charco pre-
sente en un potrero. En ese cuerpo de agua se desarrollaba un florecimiento de Micro-
cystis aeruginosa, Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae y Nodularia spu-
migena.

A partir de la década del 90, los estudios relacionados con los aspectos nocivos
de las Cyanobacteria se incrementaron significativamente en la Republica Argentina.
En distintos centros de investigacion del pais se han realizado estudios sobre la pre-
sencia de cianobacterias toxigenas, desde aquellos meramente taxondmicos, en los
gue se describen las especies nocivas a los relacionados con la dinamica poblacional de
las especies de riesgo. Asimismo, se desarrollaron estudios toxicolégicos: ensayos de
toxicidad, andlisis de toxinas e incluso de evaluacion de los efectos que éstas producen
en la fauna de ambientes acuéticos continentales.

Durante el 2004 se organizo la red global “CYANONET” en el marco del Programa
de Hidrologia Internacional (UNESCO), con el objetivo de nuclear los antecedentes dis-
ponibles a nivel mundial relacionados con la presencia de floraciones nocivas de Cya-
nobacteria y evaluar los posibles planes de manejo de situaciones de riesgo. Dentro de
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esta recopilacién, se incluyeron los antecedentes de la Argentina que permitieron esta-
blecer el estado de situacion de esta problematica en nuestro pais hasta la fecha. De la
informacion recopilada en esa oportunidad, se destaca el hecho que los casos de desa-
rrollos masivos de Cyanobacteria toxigenas, son frecuentes en diferentes cuerpos de
agua continentales de casi todo nuestro pais (mapa, Tabla).

La informacion general se encuentra disponible en la péagina de internet:
www.cyanonet.org.

Mas recientemente, en nuestro pais se han ampliado, tanto la lista de taxa noci-
vos, como de ambientes en situacion de riesgo toxicoldgico. Por otra parte, se han lle-
vado a cabo estudios de evaluacién de presencia de cianobacteria y cianotoxinas en
sistemas de abastecimiento de agua potable, asi como de caracterizacion y analisis fi-
logenético mediante estudios moleculares de poblaciones naturales y/o de cultivos.

En cuanto a los fenébmenos relacionados con los cambios de caracteristicas orga-
nolépticas, los méas destacados en nuestro pais son los ocurridos en San Luis (Silva et
al., 1995) y en Bahia Blanca (Echenique et al., 2003; 2006). En ambas oportunidades,
el estudio estuvo relacionado a los trastornos generados por la presencia de geosmina
en el agua de red domiciliaria.

Como consecuencia de los estudios llevados a cabo en esta tematica se destaca
el desarrollo de reuniones de discusién entre distintos actores de la sociedad. La prime-
ra de ellas fue la llevada a cabo en el Museo de La Plata en 2004, organizada por la
Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires y FREPLATA.
En esta oportunidad, la reunion estuvo centrada en analizar la problematica generada
por la presencia de floraciones toxicas de Microcystis aeruginosa en el Rio de la Plata.
Poco tiempo después, en el mismo afio, se realiz6 una nueva reunion en la Camara de
Diputados de la Nacién. En esta ocasion, la discusion sobre los problemas provocados
por la accion de las cianobacterias fue a nivel nacional y participaron investigadores,
miembros de Gendarmeria Nacional y politicos, practicamente, de todo el pais.

Por otra parte, se han desarrollado conferencias y mesas redondas en distintas
reuniones cientificas en las que se abord6 la problematica de las Cyanobacteria toxige-
nas como tema central.

Si bien es cierto que a nivel nacional e internacional distintos especialistas estan
llevando a cabo investigaciones cientificas relacionadas con los diversos aspectos noci-
vos de las Cyanobacteria, este tema de considerable importancia sanitaria y economi-
ca, no ha sido igualmente considerado por la mayoria de las autoridades responsables
de asegurar la calidad del agua de consumo domiciliario. Esta situacién que resulta un
potencial riesgo para la poblacion, seria deseable sea considerado como tema priorita-
rio en un futuro no muy lejano.
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Tabla: Presencia de Cyanobacteria nocivas en la Republica Argentina. Informacion enviada a CYANONET (2004).
*Referencias bibliograficas relacionadas con la tabla.

Entrenamiento
Incidentes Impactos adversos en: Fanic & = ,?ﬂ"“fh‘m
Provincia Cuerpo de agua Ocum?m:,'a da FiE gde de agua, para reducir los efectos | material de Referencias *
y adversos uso del cuerpo de agua,
adversos concientizacion,
en la salud estatus ecolégico
practicas
necesarias
»*Mortandad de »Monitoreo quincenal de
peces la fuente. Nivel de alerta
; ) Posters
»lrritaciones en piel temprana (2000 cel/ml)
: »0lores desagradables informativos
Microcystinas en guardavidas »Reduccién de act turisticas |°" oS pntas da distribuidos por la
Estuario Rio de la Plata (biensayo ratén | »Desordenes tratamiento P 1,2,3,4,57,8,9,1)
ST en playas de Ensenada R Prefectura Naval
(M. aeruginosa, M. vindis, |ELISA) digestivos y p S »Comunicacion a las 0,11,12,13,14,7
: ) e »Reduccion de los ingresos 3 Argentina y
M. flos-aquae.) Microcystinas LR y YR hepaticos en z is Plantas de Tratamiento de 2 [
econdomicos por reduccién de Secretaria de
(HPLC) personas que 2 Agua y duefios de sitos de o
: turismo Politica
tuvieron contacto uso recreativo, Adibilantal
con el agua. »Prohibicion de pesca y
actividades de playa
Arroyo San Miguel y canal »Prohibicion de acceso a
proximo a la planta de las areas afectadas por
3 : E 15.16
tratamiento de residuos presencia masiva de
|cloacales (Pila) cianobacterias
»Hospitalizacidn de
un nifio por
desordenes
@ Cava Midula (ciudad de respiratorios y una 17
< |Quilmes) persona mayor
§ sufrio fuertes
g dolores de cabeza y
@ vomitos
#Monitorec mensual de
fitoplancton del agua
cruda”, con incremento de
la frecuencia durante las
floraciones de
cianobacterias. Niveles de
|Embalse Paso de las Alerta Tempranos (2000
Piedras = »Olores desagradables celiml) en las plantas de 22,23,24,25,26,
(M. aeruginosa & A Microcystinas (ELISA) tratamiento de agua. 27,28,72,
circinalis) Durante floraciones de A 73,74,75
circinalis y M. aeruginosa,
se dosifico carbén
activado en polvo en el
acueducto que lleva el
agua cruda a la Planta
Potabilizadora.
Rios, arroyos y lagunas HEHOITOS el poses 19,20,21
y caballos
»Planta piloto con
tratamiento con carbon
. »Olores desagradables en activado y ozono
Arenacionss agua potable »Propuesta de aireacion
Fhr;:i:"si:r;'a"q”" MC-RR, -YR -LR dé;::}':‘:i a';r o |PTrastomos por reduccion de |del lago 22,30,31,32,33,
Ysis:sp. y (HPLC & LC-MS) persoiias b ingresos por disminucion del |»Folleteria educativa 34,35,36,37
Anabaena sp. ) domésticos de agua 4 4 ik o
= del lago turismo hacia la region dirigida a profesores de
g »Hipolimnio andxico escuelas secundarias y
'S profesores de niveles
terciarios .
Embalse Rio Tercero Mortandad de peces 38.39
Embalse Piedras Moras 40.41
Embalse La Quebrada
(Anabaena fios-aquae, A 4243
W’mad&s y M. aeruginosa)
Embalse Cruz de Piedra lores desagradables
o ! Mo detectable por ensayo 9 9
@ Embalse San Felipe ratén 44,45 46,47 48,
3 E Lujan HPLC & HPTLC 49,50,51,52,53,
5 Embalse La Huertita 54,
Embalse La Florida
Embalse Potrero de los Olores desagradables
Funes
T r——
Monitoreo de
o Hepatotoxinas y Cyanobacteria durante la
g’ Embalse Ramos Mexia neurotoxinas por primavera y otofio con
. bicensayo raton. Alerta y S[sleara de
T comunicacion. Reporte
> Olores desagradables semanal a plantas de 57.58
-g Embalse Arroyito tratamiento de agua
3
F :
=z |Embalse Mari Menuco Comunicacion a plantas
Rio Negro (Viedma) de tratamiento de agua.
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Entrenamiento

Incid Imp adversos en: i de : “edu:afi\.roy
Provincia Cuerpo de agua Ocurdencia de réportadod de abastecimishto de aqus, para reducir los efectos material de Referencias *
cyanotoxinas efectos adversos | uso del cuerpo de agua, ey
; adversos concientizacion,
en la salud estatus ecoldgico
practicas
necesarias
Entrenamiento
Incid I adversos en: Scucativo
Ocurriencia de reportados de aharstecimiento de a u;l Acel de i disponibl
Provincia Cuerpo de agua o e para reducir los efectos material de Referencias *
cyanotoxinas efectos adversos | uso del cuerpo de agua, s
2 adversos concientizacion,
en la salud estatus ecologico ;
practicas
necesarias
Es necesario:
Cinco tipos de Programa informal de material
Laguna Zeta microcystinas identificacién de educativo,
(sitio recreacional) MC-RR, -YR,-LR & dos Muerte de permo ambientes con problemas |entrenamiento y
no identificadas (LC-MS) con Cyanobacteria folleteria
linformativa
Laguna Willimanco Prohibicion como fuente 59, 60
(fuente de agua potable) de agua potable. ’
g Lago Rivadavia 61
5 Monitoreo semanal en
tres plantas de
tratamiento.
Embalse Florentino gz:li:igaqu'rgi:?;;il
Ameghino y cuenca baja 9 P 62,63,64,65
= del embalse
del Rio Chubut .
Charlas técnicas
destinadas a técnicos de
cooperativas de
otabilizacion.
»Mortandad de peces
Rio Uruguay »lrritacion dermica y
desdrdenes respiratorios
8 Apoyo de la empresa
& :
e Rio Parané h:droaléct_n_ca para la
;C- (M. asrugingss) construccion de plantas
w 4 4 Microcystinas (ELISA) de tratamiento de
Rio Uruguay, Embalse i
residuos cloacales en dos
Salto Grande
ciudades aguas arriba del
lago
o
2
@
=
3 Embalse El Tunal
2 (A. spiroides)
5
]
=
[-]
©
e £ MbalSE Santa Sylvina-
(fuente de agua potable)
Programas
Embalse Villa Berthet pro\ri:(ﬁales para
(fuente de agua potable) el seguimiento y
Embalse Hemoso Campo el Control de
(fuente de agua potable) Algas Nocivas
Rio Paranacito (sitio
iesrind { (2004-2005)
Rio Bermejito (sitio Microcystina LR & RR Charlas técnicas
] recreativo) (HPLC) Mal olor y sabor dirigidas a APC 66,67,68,69,70
%2 Arroyo El Malha (fuente de
o agua potable) 2
Laguna La Verde (fuente de E:ST::;:;:
agua potable) analiticos
Laguna EIl Moncholo (sitio
recreativo y fuente de agua Articulog an
Laguna Colussi (recreativo) diarios
LagunaE| Yacaré
Laguna El Totoral
]
% Lago Pque Gral Belgrano 7
5 (M. aeruginosa )
=
@
w Rio Parana
Z (M. aeruginosa) Muerte de animales 68,69, 77
@ Embalse Yacyreta
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Capitulo 4:
Efectos sobre la salud humana y animal. Mecanismos de accion toxica

Dario Andrinolo
Mariela Caneo

4. 1. Introduccion

Las cianobacterias, producen un amplio rango de metabolitos secundarios bioac-
tivos, algunos de los cuales son toxicos. Las toxinas de cianobacterias (cianotoxinas)
son compuestos quimicamente diversos que se agrupan segun su modo de accion en
Hepatotoxinas, Neurotoxinas y Dermatotoxinas. Dichos toxicos incluyen a las microcis-
tinas (MCs), cilindrospermopsinas, saxitoxinas, nodularinas y anatoxinas.

Varios géneros de cianobacterias poseen especies toxigenas y el nimero de in-
formes de nuevas especies toxigenas asi como de nuevas toxinas aumenta dia a dia en
la literatura. Algunas especies pueden producir mas de una toxina y es posible detectar
en un mismo cuerpo de agua al mismo tiempo la presencia de méas de una toxina.

En el hombre pueden causar desde ligeros malestares digestivos hasta muerte
por asfixia y deshidratacion. Algunas de estas toxinas, son promotoras de tumores o
probables carcinogénicos y de hecho existe una fuerte correlacién entre cancer prima-
rio de higado y la contaminacion con cianobacterias de las fuentes de agua dulce que
utiliza la poblacion (1). Por ello, es necesario revisar los riegos para la salud publica
que implica la presencia de cianotoxinas en los distintos ambientes acuéticos, incluso el
agua de red domiciliaria.

4. 2. Principales rutas de exposicion a cianobacterias y sus toxinas

1- Contacto directo con las partes expuestas del cuerpo, incluyendo partes sensibles
como oidos, 0jos, mucosas etc.

2- Ingesta de agua

3- Inhalacion de agua y aerosoles. En &reas recreaciones donde se practican depor-
tes nauticos, durante el bafio recreativo, agravado por el contacto directo con las
células de cianobacterias.

4- Ingesta de alimentos contaminados como peces obtenidos de lagos y lagunas
con presencia de cianobacterias y mas raramente vegetales regados con agua
contaminadas, pastillas dietéticas a base de cianobacterias tales como Aphani-
zomenon sp. o Spirulina sp. contaminadas con cianotoxinas.

Es importante definir para cada caso el grado y la ruta de exposicion, siendo cla-
ramente en todo el mundo, la ingesta de agua contaminada con cianotoxinas la mas
comun de las formas de exposicion.
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4. 3. Niveles de Alerta propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS)

Debido a la gran preponderancia a nivel mundial de las floraciones de cianobac-
terias y a que afecta un recurso vital como el agua, la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS), a desarrollado documentos como “Toxic Cyanobacteria in Water: a guide to
their public health consequences, monitoring and manegement“ donde se proponen,
entre otras cosas, acciones tendientes al manejo de los Niveles de Alerta. Esto es una
secuencia de acciones de monitoreo y manejo que se puede usar para proveer una
respuesta adecuada a la aparicion y progreso de una floracion de cianobacterias. Las
alternativas circunstanciales y operacionales, pueden variar dependiendo de la fuente
de abastecimiento de agua y de las facilidades analiticas y de tratamiento de agua dis-
ponibles.

La OMS ha sugerido un limite de seguridad de 1 pg / litro de microcistina-LR en
agua potable. Considerando que el consumo de agua con MC LR por debajo de este
limite, aun por largos periodos no tendria consecuencia para la salud. Por otro lado,
advierte que los datos son insuficientes para la derivacion de niveles de seguridad para
las demas toxinas cianobacterianas. No obstante esto, Brasil ha introducido en su legis-
lacion niveles guia para saxitoxina y cilindrospermopsina de 3y 15 g/l respectiva-
mente.

Diversos métodos se han estudiado e implementado para evitar que las ciano-
toxinas lleguen al agua potable, esto se consigue en principio, evitando la lisis celular
con una captacion adecuada, una buena coagulacion seguida de filtracién y cloracion.
Aunque este tipo de tratamiento es claramente insuficiente cuando los florecimientos
son intensos. Para estos casos se han desarrollado métodos basados en la utilizacion
sola o combinada de carbon activado, ésmosis inversa, ozonizacion del agua e irradia-
cion UV (Toxic cianobacteria in water). Ademéas hay que tener en cuenta el tipo de
toxina a eliminar ya que no todas poseen la misma estabilidad.

4. 4. Situacion en Argentina

En Argentina estan presentes la mayoria de las especies toxigenas descriptas en
el mundo y se han informado florecimientos de cianobacterias asociadas con muerte
de peces en lagunas e intoxicaciones de animales domésticos a los que se suman las
frecuentes observaciones de muerte de ganado, peces (por ejemplo la periddica muer-
te de sébalos en el Rio de la Plata) posiblemente asociados a florecimientos de espe-
cies toxigenas informada por parte de veterinarios, productores e investigadores.

Sin embargo, hasta la fecha solo se ha descrito la presencia de microcistinas y
saxitoxinas aunque se estima altamente probable que también estén presentes cilin-
drospermopsinas y anatoxinas.

Microcistinas (MCs)

Las microcistinas son hepatotoxinas con al menos 68 variantes, basadas en una
estructura de heptapéptido ciclico. Todas las variantes estructurales de microcistinas
toxicas, contienen un Unico aminoacido hidrofébico, el acido 3-amino,9-metoxi,10-
fenil,2,6,3-trimetil-deca-4(E),6(E)-dienoico (ADDA).
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El compuesto prototipo es la microcistina-LR, que tiene leucina y arginina en las
dos posiciones hipervariables de la estructura en anillo (Fig. 1).
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Fig.1: Molécula de microcistina-LR

Estas toxinas, son producidas por una amplia variedad de cianobacterias platéni-
cas incluyendo Microcystis aeruginosa, M. viridis, M. ichthyoblabe, M. botrys, Planktoth-
rix argardhii, P, rubescens, P. Mougeotii, Anabaena flos-aquae, A. Circinalls, A. Lem-
mermannii, Nostoc sp. y Snowella lacustris. Las especies mas frecuentemente citadas
como productoras de toxinas son M. aeruginosay especies de Planktothix. La produc-
cion de microcistinas, ha sido ligada también a algunas especies bénticas: Haphalosip-
hon hibernicus y Oscillatoria limnosa.

Intoxicaciones con Microcistinas

La dosis letal 50 descrita para microcistina-LR es de 50 pg/kg cuando se aplica
por via intraperitoneal (ip) y oscila entre 50 y 200 pg/kg para las otras variantes de mi-
crocistinas. Sin embargo, al tener una base peptidica, gran parte de las microcistinas
ingeridas con el agua o alimento son degradadas e inactivadas en tracto gastrointesti-
nal, de hecho DL50 oral es mas de 10 veces superior a la intraperitoneal.

La intoxicacién aguda con MCs se caracteriza por un importante dafio al higado,
debido a las alteraciones del citoesqueleto, apoptosis y amplias necrosis de hepatoci-
tos causadas por la toxina, que derivan en hemorragias intrahepaticas seguida de
muerte debida a congestion hepatica y shock hipovolémico. La hepatitis toxica aguda
asociada con los fenédmenos de floraciones cianobacterianas es ahora reconocida como
una Toxicosis Cianobacteriana a raiz de la intoxicacion de mas 150 personas y la muer-
te de 56 de ellas registrada en Caruaru, Brasil, en 1996.

Andlisis histolégicos de higados de ratones inyectados con dosis letales de micro-
cystina-LR (100 pg/kg) revelan disrrupcion masiva de la arquitectura lobular y sinusoi-
dal del higado, dilatacion de los vasos hepaticos, pérdida de hepatocitos y displasia
(Fig 2).
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Fig. 2: Corte de higado de raton control (A) de un ratdn inyectado con extracto acuoso de Microcystis sp.obtenida de

un florecimiento natural de rio de la Plata (B). 1- Vena hepética terminal 2- Tracto portal 3- Interface del parénquima

en posicion radiada. Notese tracto portal con importante vasodilatacion, disrrupcion de la interfase del parénquimay
pérdida parénquima hepatico.

Sin embargo, debemos tener en cuenta de manera especial la exposicion de tipo
cronico, la cual hasta el momento no ha sido suficientemente estudiada.

Esto resulta particularmente importante debido a que la intoxicacion crénica seria
la forma més probable de exposicion para la poblacién, teniendo en cuenta las situa-
ciones antes expuestas en las cuales se produce el contacto poblacién-toxina. La expo-
sicibn crdnica se caracteriza por una amplia gama de dafios hepaticos, entre los que
destacan, vacuolizacion citosoélica, necrosis celular puntual y promocién de tumores.

Farmacocinética

Las microcistinas son reconocidas como sustrato por proteinas transportadoras
de aniones organicos y por proteinas transportadoras de acidos biliares. En consecuen-
cia, son absorbidas eficientemente en el intestino y ejercen un organotropismo pre-
dominantemente hepatico aunque también se han informado efectos toxicos en intes-
tino y rifién. El estudio de la distribucion en los tejidos, usando toxinas radio-marcadas,
ha confirmado al higado como principal sitio de la acumulacion de toxinas y que el ni-
vel de toxinas en este Grgano permanece constante por mas de 6 dias postratamiento.
Los éacidos hiliares, y los compuestos que bloquean la entrada de &cidos biliares, in-
hiben el ingreso y toxicidad de la microcistina en el higado. Ha sido demostrada la
formacion de metabolitos de glutation de MC-LR y MC-RR. La toxina es liberada nue-
vamente al torrente sanguineo unida covalentemente a cisteina y asi es eliminada en la
orina. Una pequefia proporcion es eliminada via heces.

El efecto primario agudo de la inhibicion de la proteina fosfatasa es la hiperfosfo-
rilaciébn de muchas proteinas celulares incluyendo el citoesqueleto hepatocelular, lo que
causa pérdida de contacto célula-célula y hemorragia intrahepatica. La muerte se debe
al un shock hipovolémico. Otros efectos incluyen alteraciones de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, generacion de especies reactivas al oxigeno (ROS), induccion
de la apoptosis, probablemente debida a una perdida del control de la fosforilacion re-
gulatoria y desarrollo de neoplasias.
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Mecanismos de accion

Los mecanismos involucrados en la toxicidad de MCs no han sido aun completa-
mente aclarados, si bien se sabe que las MCs son un potente inhibidor de serina y
treonina fosfatasas (PP1A y PP2A) a las que se une irreversiblemente. Esto provoca
una hiperfosforilacién de ciertas proteinas, entre ellas, las citoqueratinas que cumplen
su funcién biolégica en la organizacion de los microfilamentos de actina. Asimismo, se
ven afectados los procesos de control de la division y respiracion celular.

Un aumento en la peroxidacion de lipidos (LPO) se observo en cultivos celulares
de hepatocitos, en microsomas hepaticos de ratas y en distintos érganos como higado,
rifidn e intestino luego de la exposicion de animales a MCs pura o por consumo de cia-
nobacterias. En concordancia con estos resultados se observo una disminucion en las
enzimas involucradas en los sistemas antioxidantes celulares, sugiriendo que el dafio
oxidativo juega un papel significativo en la toxicidad de MCs en mamiferos.

Se ha postulado un efecto dual de MCs, ya que a concentraciones bajas, pro-
mueven la division celular en hepatocitos, efectos que pueden estar relacionados al
aumento en el crecimiento de las lesiones precancerosas hepaticas y colénicas en mo-
delos animales. La exposicion a microcistinas, ha sido ligada a un aumento de la inci-
dencia de cancer de higado y de colon. Mientras que a concentraciones altas, las MCs
inducen apoptosis en distintos modelos celulares.

Microcistina-LR

v

Inhibicion de proteina fosfatasa 1y2 A

Induccion de stress oxidativo

Altas dosis Bajas dosis
=12 pg/Kg in vivo <10 pg/Kg
=10 nM in vitro <1nM
Activacion de proteinas kinagps Activacion de

proteinas kinasas

Bloqueo del ciclo celular Induccion del estado mitético
Fosforilacion F’53 Incremento del numero de hapatocitos
Rol de P21
1

Transcripcion genética Transcripcion genética

Informacién limitada Desconocida
Alteraciones morfolégicas Alteraciones morfolégicas
Nucleos fragmentados Incremento in vivo de celulas indiferenciadas

Pérdida de estructura celular

Fig. 3: Gréfico simplificado de las bases moleculares implicadas en la respuesta dual de células expuestas a MC-LR.
Tomado de Gehringer 2004
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Valores guia y agua potable

En base a estudios con animales, se determiné el Nivel de Efectos Adversos No
Observables (NOAEL segun sus siglas en inglés) de 40 pg/kg. Para determinar la IDT
(Ingesta Diaria Tolerable) al NOAEL se le aplica un factor de seguridad (FS) de 1000.
Considerando que la ingesta de estas toxinas por consumo de agua seria el 80 % del
total se aplica un facto P de 0.8 y se estima un peso promedio de 60 kg y un consumo
promedio de 2 litros/dia de agua por persona. La ecuacion que utilizé la OMS para de-
terminar la concentracién de microcistinas recomendada en agua potable es:

IDT via agua potable = (NOAEL * P * peso corporal)/FS* L

La IDT asi calculada es 0.96 pg/L que se redondea en el Valor Guia de 1 pg/L de
microcistina-LR o su equivalente en otras variantes. Sin duda que mas estudios son
necesarios para confirmar los niveles propuestos por la OMS de hecho varios paises
proponen en su legislacion valores de 0.5 pg/L. Ademas de dilucidar su posible accion
cancerigena, que de confirmarse significaria entre otras cosas que no hay posible Valor
Guia y que las microcistinas deberian estar completamente ausentes en el agua pota-
ble.

Nodularinas

Las nodularinas son péptidos ciclicos hepatotoxicos de estructura similar a las mi-
crocistinas, excepto por que estan compuestos por 5 amino&cidos en lugar de 7. Han
sido descriptas variantes debidas a la sustitucion de arginina con homoarginina o vali-
na, pero estas parecen ser relativamente raras. EIl ADDA también esté presente, pero
la dehidroalanina es reemplazada por N-metil-dehidrobutirina. El tamafio pequefio del
anillo no permite la coordinacion con un residuo de cisteina de la proteina fosfatasa, y
por ello las nodularinas no se unen covalentemente a esta. De todos modos, debido a
la alta afinidad del ADDA por el sitio activo, esta pérdida de la union covalente, no
afecta la potencia de esta toxina, la cual es similar a la de la MC-LR. Esta perdida de la
union covalente puede permitir a las nodularinas, alcanzar otros sitios celulares, y esto
ha sido sugerido como un mecanismo por el cual dicha toxina puede actuar como car-
cinogénico directo.

Cilindrospermopsinas (CYNSs)

Las cilindrospermopsinas (CYNs), son alcaloides formados por una guanidina tri-
ciclica unida via una union carbono hidroxilada (C7) a uracilo, con algunas variantes
estructurales (fig.4). La porcion uracilo, se requiere para que haya toxicidad. Es un
compuesto altamente soluble en agua. La informacion sobre las propiedades quimicas
es escasa, pero se conoce su alta estabilidad frente a condiciones extremas (resiste por
15 min a 100 °C y se degrada un 25% en 8 semanas a un pH de 4, 7 y 10). La CYNs
no se producen comercialmente y no se conoce un uso de estos compuestos.
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Fig.4: Estructura molecular de las cilindrospermopsinas

Las CYNs son producidas por Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon
ovalisporum, Anabaena bergil, Umezakia natans, Raphidiopsis curvata y especies no
identificadas todavia.

La LD50 para CYNs indica una toxicidad retrasada (2 mg/Kg después de 24 hs, y
0,2 mg/Kg después de 5 dias). El efecto toxico primario parece ser inhibicion irreversi-
ble de sintesis de proteinas. Hay también evidencia de activacion metabdlica, ya que
los inhibidores de CYP450 son capaces de reducir la toxicidad aguda, inhibicién CYN-
dependiente de sintesis de glutation y genotoxicidad. La evidencia que involucra al
CYP450 en la toxicosis in vivo, es menos clara.

El envenenamiento agudo con CYNs resulta en una acumulacion de lipidos en el
higado, seguida por una necrosis hepatocelular. Efectos no hepaticos incluyen destruc-
cion de los tubulos proximales del rifién, tanto como efectos citotoxicos y trombdticos
en otros tejidos. La inyeccion intraperitoneal de CYN radio-marcado, resulta predomi-
nantemente hepética y con menor extension, renal. La exposicion oral subcronica, re-
sulta en efectos renales y hepaticos predominantemente. Los efectos de envenena-
miento en humanos incluyen hepatoenteritis e insuficiencia renal. También han sido
demostrados efectos genotdxicos in vitro. Ocurre fractura del filamento y pérdida del
cromosoma entero a concentraciones por debajo de las cuales causa abiertamente ci-
totoxicidad. La fragmentacion del DNA hepatico ha sido demostrada también in vivo,
después de una dosis simple intraperitoneal de CYNs. Hay alguna evidencia de carci-
nogenicidad in vivo, pero se requieren mas trabajos para confirmarlo.

En la region, Brasil que ha propuesto un nivel de seguridad para CYNs en agua
potable de 15 pg/l. Es un nivel de caracter recomendado o sea no mandatorio como
en el caso de MCs pero permite ir avanzando en los controles y en la prevencion de in-
toxicaciones.

Saxitoxinas (Veneno Paralizante de los Moluscos, VPM)

La saxitoxinas son componetes del veneno paralizante de molusco. El VPM ha si-
do reconocido como una entidad clinica por centurias, estableciéndose como un pro-
blema tanto de salud publica como social y econémico, cada vez mas gravitante, debido a
las intoxicaciones masivas con casos fatales producidos por el consumo de moluscos con-
taminados.

El VPM es uno de los venenos no proteicos mas toxicos descritos. Se compone de
mas de 26 toxinas descritas, que comparten un esqueleto comun denominado 3,4,6,-
trialquil tetrahidropurina (fig.5) y se dividen en tres grandes grupos segun la carga ne-
ta que presentan a pH neutro. El grupo de las saxitoxinas con carga neta +2, el grupo
de las gonyaulatoxinas con carga neta +1 y el grupo de sulfocarbamoil saxitoxinas con
carga neta 0. Los grupos guanidinicos que estas toxinas poseen en posicion 2 y 8 son
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responsables de su carga neta positiva. La titulacién de saxitoxina revela dos disocia-
ciones protonicas a pKa 8,22 y 11,28. Asi, la toxicidad de saxitoxina es relativamente
constante entre pH 6,5y 8, y disminuye marcadamente a pH béasicos por encima de
pH 10.

R2 R3

Fig.5: Estructura de las toxinas componentes del VPM

Estas toxinas, son producidas en el mar, por tres géneros de dinoflagelados (mi-
croalgas eucariotas componentes importantes del fitoplancton), Alexandrium sp,
Piridynium sp., y Gymnodinium sp, y en agua dulce o salobre puede ser producidas
por vario géneros de cianobacterias como Aphanizomenon sp., Anabaena sp, Cilindros-
permopsis sp, Lyngbya Wollei, Planktothix sp., y Microcystis sp entre otras.

La Saxitoxina, es la méas conocida de estas toxinas, y es altamente toxica con una
dosis letal cincuenta intraperitoneal (LDso) en ratones de 10 pg/kg. El esqueleto de es-
te alcaloide puede ser carbamilado, sulfatado o N-sulfocarbamilado, para producir un
rango de mas de 30 anélogos, algunos de los cuales se encuentran solo en cianobacte-
rias de agua dulce.

La ingesta de moluscos contaminados con VPM es la causa principal de
intoxicacion tanto para animales como personas. Sin embargo intoxicacion con estas
toxinas puede darse por ingesta directa de grandes cantidades de cinobacterias.

Estas toxinas son antagonistas potentes de los canales de sodio dependientes de
voltaje. El ingreso via oral es eficiente, y la toxina se distribuye rapidamente a través
del cuerpo, incluyendo al cerebro. La eliminacion es via renal, mediante simple filtra-
cion glomerular, y no hay evidencia del metabolismo de la toxina. Estudios toxicologi-
cos en mamiferos a la fecha, han asumido el paradigma de la exposicion aguda del ve-
neno paralizante mas que el de las dosis bajas subcronicas, méas similares a lo que sue-
le ocurrir en el agua de red domiciliaria. Disturbios en el desarrollo neuroldgico, han si-
do demostrados en peces, pero no han sido estudiados en mamiferos.

La intoxicacién aguda desencadena un cuadro clinico de muy variable intensidad
y duracion Los sintomas maés frecuentes de menor a mayor intensidad son parestesias
peribucales, facial y de manos, debilidad muscular cervical, disfonia y dificultad para
deglutir, dificultad para deambular, sindrome vertiginoso, nauseas, vOmitos,
broncoaspiracion, paralisis respiratoria, compromiso del sistema nervioso auténomo
(Retencion urinaria, psialorrea (salivacion profusa), midriasis fina no fotorreactiva
(pupilas agrandadas) y finalmente paros cardiacos en asistolia.

Anatoxinas

Las anatoxinas son neurotoxinas que tienen su lugar de accion en las sinapsis
donde participa como nueurotransmisor la acetilcolina. Es por esto que actia princi-
palmente en la placa neuromuscular provocando la contraccion muscular no controlada
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caracteristica de las intoxicaciones con estas toxinas. Bajo la denominacion de Anatoxi-
nas se agrupan dos tipos de toxinas diferentes en estuctura y accion molecular: las
Anatoxina-a y homoanatoxinas por un lado y la Anatoxina-a(s) por otro.

Anatoxina-a/ homoanatoxina-a

La anatoxina-a (2-acetil-9-azabiciclo(4-2-1)non-2-eno) y homoanatoxina-a (resi-
duo propionilo remplaza al acetilo en el C2) (fig.6 y 7), son producidas por Anabaena
flos-aquae, A. planctonica, Aphanizomenon spp., Plancktothrix formosa y Oscillatoria
spp. bénticas.
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Fig.6: Estructura de la anatoxina-a Fig.7:Estructura de la homoanatoxina-a

Estas toxinas, son agonistas del receptor nicotinico de acetilcolina, teniendo una
LD50 de 200 ug/Kg. La residencia de estas toxinas en los receptores post sinapticos
colinérgicos resultan en una despolarizacion nerviosa (fig. 8). Los sintomas tipicos en
ratones son pérdida de la coordinacion muscular, agitacion respiratoria, convulsiones y
muerte en minutos por paro respiratorio. Han sido atribuidas muertes de perros que
lamieron su pelaje después de nadar, al envenenamiento con estas toxinas. Una sola
fatalidad humana ha sido atribuida a envenenamiento por anatoxina, luego que la vic-
tima nadara en un bloom. Las anatoxinas no han sido ligadas a envenenamiento
humano a través del consumo de agua potable.
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Fig.8: Esquema que muestra el efecto de la anatoxina-a sobre los receptores de acetilcolina en la placa neuromus-
cular. A: evento normal. B: intoxicacion por anatoxina-a.
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Anatoxina-a(s)

Las anatoxina-a(s) son N-hidroguanidinas ciclicas fosforiladas, con una estructura
de accion similar a los pesticidas oraganofosforados (fig.9).
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Fig. 9: Estructura de la anatoxina-a(s)

Este es un inhibidor potente de la acetilcolinesterasa con una LD50 de 20 pg/Kg.
Los efectos toxicos in vivo son similares a los de la anatoxina-a, con la adiciéon de sali-
vacion y lacrimacion. La anatoxina-a(s) es producida por Anabaena flos-aquae y A. le-
mermanii, y ellas han sido implicadas en la muerte de pajaros acuaticos en Dinamarca.
No se han atribuido enfermedades humanas a esta toxina.

Lipopolisacaridos

Los lipopolisacéridos (LPS) son parte constituyente de la pared celular de las bac-
terias gram negativas, incluidas las cianobacterias. Los efectos de los LPS son conoci-
dos ampliamente en el caso de bacterias como Escherichia coli, Salmonélla sp., Vibrio
cholerae, Yersina pestis, y Pseudomonas aeruginosa. Los LPS cianobacerianos estan
constituidos por Lipido A (Fig. 10), un polisacérido central (Glucosamina), y cadenas de
polisacéaridos periféricos. Los LPS de cyanobacterias poseen una mayor variedad cade-
nas de &cidos grasos insaturados y falta de grupos fosfato entre otras diferencias.
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Fig. 10. Estructura de Lipido A, EI componente tdxico de los LPS
Los LPS producen fiebre en mamiferos y estan involucrados en sindromes de

shock sépticos que podrian potenciar por ejemplo los efectos de las hepatotoxinas.
Dado que LPS son componentes generales de la pared celular de las cianobacterias
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habria que estudiar su contribucion a la toxicidad de las cyanobacterias asi como su
participacion en la modulacion de los efectos toxicos de las cianotoxinas.
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Capitulo 5

Capitulo 5:

Olores y Sabores en Agua

Fanny Busso

5. 1. Introduccion

La presencia de sabores y olores en agua de bebida es la principal queja de los
consumidores, junto con la dureza y la turbidez del agua, quienes tienden a creer que
si el agua huele mal, probablemente no es segura.

El problema de sabores y olores es uno de los més dificiles de controlar en el
ambito de la produccion y de la distribucién del agua potable. En general se trata de
eventos fugaces que en ocasiones no permiten la identificacion de los productos res-
ponsables para controlar el fenébmeno. También ocurren la sinergia, enmascaramiento
y antagonismo entre distintas sustancias sapidas que aumentan la dificultad de identi-
ficacion.

Existen varios tipos de olores y sabores como cloro, putrefaccion, medicinal, fru-
tado-floral, tierra, moho, etc., que corresponden a un nimero muy importante de sus-
tancias quimicas de origen humano o natural. Algunas de estas sustancia quimicas
presentan un umbral de deteccion por el olfato o el gusto a concentraciones muy ba-
jas, del orden del nanogramo por litro.

Estas sustancias pueden generarse a tres niveles:

- En los recursos de agua por contaminacion quimica, metabolitos originados
por microorganismos, transformacion de compuestos quimicos por actividad
microbiana, etc.

- En las cadenas de tratamiento de las plantas potabilizadoras: los productos
quimicos usados durante la potabilizacion e interacciones de éstos con sustan-
cias preexistentes en el agua.

- En el sistema de distribucion de agua por fenomenos de corrosion, transfor-
macioén de los desinfectantes residuales, etc.

Controlar el problema de sabores y olores en los suministros de agua implica co-
nocer las sustancias que lo provocan, los tipos de gustos y olores y los mecanismos de
abatimiento en el proceso de produccion y distribucion de agua potable.

Los principales sabores y olores percibidos en el agua de bebida son a cloro y tie-
rra'y, en menor medida, pescado, medicinal, sulfhidrico y metalico.
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5. 2. Clasificacion de olores y sabores

La evaluacién sensorial del agua cruda y potabilizada siguiendo la rueda de sabor
y olor y sus descriptores es un valioso punto de partida para caracterizar organolépti-
camente el agua. El andlisis quimico permite la identificacion de los compuestos odo-
rantes y asociarlos con los descriptores. Esta informacion es imprescindible a la hora
de encarar las medidas de remediacion.

La Tabla 1 (modificada de Suffet y Mallevialle, 1998) muestra los compuestos

quimicos odorantes, su origen y el olor.

Tabla 1. Compuestos que causan olores y sabores en agua (modif. de Suffet y Mallevialle, 1998)

Compuesto Fuente Olor

Geosmina Actinomycetes Tierra
Cianobacterias

2-Metil Isoborneol Actinomycetes Moho
Cianobacterias

Cloroanisol Metilacién del clorofenol Moho

Trans,2-cis,6-nonadienal Algas Pepino

Aldehidos de alto peso molecular

Ozonizacion, Diatomeas

Frutal-Fragante

2-isopropil-3-metoxi-pirazine

Algas y vegetacion en descompo-
sicion

Vegetacion en descomposicion

n-Hexanal Algas flageladas. Ej Ceratium |Pescado
hirundinela

n-Heptanal Diatomeas. Ej Synedra rumpens | Pescado

Hepta- y Deca-dienal Dinobryon sp. Pescado

2-trans,4-cis, 7-cis-decatrienal Synura y Dinobryon cylindricum | Pescado

Decadienal

Algas flageladas. Ej Synura uvella

Aceite de higado de bacalao

Mercaptanos Cianobacterias vivas o en des- | Sulfuroso
composicion
Acido sulfhidrico Bacterias anaerébicas Huevo podrido

Aldehidos de bajo peso molecular

Cloracion de amino-acidos

Pantano — Pileta

Trans, trans-2,4-heptadienal vy Pescado - Pantano

trans, 4-heptenal

Dimetil trisulfito y Indol Descomposicion bioquimica de la | Séptico
vegetacion

Clorofenoles Cloracion de fenoles Medicinal

lodoformos Cloraminacion Medicinal

Cloroanisoles Metilacion bioquimica de clorofe- | Hongos
noles

Antioxidantes fendlicos Cafierias de polietileno Plastico

Cloro libre Desinfeccion del agua Cloro

Monocloraminas Desinfeccion del agua Cloro

Dicloraminas Desinfeccion del agua Pileta

Ozono Desinfeccion del agua Ozono

80

Busso




Capitulo 5

5.2. 1. Geosmina

La geosmina o trans-1,10-dimethyl-trans,9-decanol fue identificada por Gerber et
Lechaevallier (1965) a partir de cultivos de actinomicetos.

La geosmina posee un carbono asimétrico (ligado a cuatro grupos diferentes) lo
que induce a la existencia de dos estereoisémeros, la D(+) geosmina y la L(-) geosmi-
na. Estos dos is6meros tienen propiedades olfativas muy diferentes: la deteccion de
esta Ultima esté en el orden de los ng/l mientras la primera en pg/I.

Los patrones comerciales disponibles son una mezcla de los dos isémeros.

Es el principal compuesto que causa problemas de calidad del agua con relacion
a sabores y olores ya que a menudo esté presente con bajas concentraciones de célu-
las de Anabaena. Jones and Korth (1995) demostraron la estrecha relacion de Anabae-
nay la concentracion de geosmina en dos sitios muy distantes entre si y en las distin-
tas estaciones del afio en New South Wales. La concentracién de geosmina por célula
fue de 10™ g/cél constante a través del afio en ambos sitios. Sobre la base de que el
umbral de olor en humanos es de 10-20 ng/l estos autores establecieron que pueden
esperarse problemas de olor y sabor con concentraciones tan pequefias como 1000-
2000 cél/ml.

Los géneros de Cianobacterias que producen geosmina son: Anabaena, Aphani-
zomenon, Lyngbya, Microcystis, Oscillatoria, Phormidium, Schizotrix, Plantothrix y Sim-
ploca (Perrson, 1983). Silva & Silva (1998) describieron la alta produccion de Geosmina
a partir de un cultivo puro de Nostoc muscorum bajo altas intensidades luminicas.

5.2. 2. 2-MIB

El 2-metilisoborneol (MIB) o 2-ex01,2,7,7-tetramethyl-bicyclo-(2,2,1)-heptan-2-ol
fue recuperado por Gerber (1969) a partir de cultivos puros de Actinomicetes y a partir
de aguas naturales. Oscillatoria tenuis, Oscillatoria sp. Uroglena americana, Pseudoa-
nabaena y Phormidium han sido identificadas como organismos productores de 2-MIB.

5. 2. 3. B-cyclocitral

Otros compuestos identificados durante blooms algales de cianobacterias son el
B-cyclocitral y el B-ionone y son producidos a concentraciones similares a la geosmina,
pero el umbral humano de olor de estos compuestos es demasiado alto y casi nunca
causan problemas de olor y sabor.

Juttner (1988) sefialé que varias especies de Microcystis producen grandes can-
tidades de B-cyclocitral, sustancia con olor a tabaco.

El limite de deteccién con CG-FID (flame ionization detection) fue de 0.5 pg/I
(Kenefick et al. 1992), muy por debajo del umbral de 19 ug/I.

La produccion de B-cyclocitral y microcistina-LR tiene una correlacion muy alta
pero este compuesto no puede usarse como alerta temprana debido a su alto umbral
de olor.
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5. 2. 4. Trichloroanisol

Mientras que los olores y sabores producidos en las fuentes de agua o durante
los procesos de tratamiento han sido extensivamente estudiados, los generados en los
sistemas de distribucion han recibido poca atencion. Entre varios descriptores, el sabor
a tierra/moho es a menudo detectado y se ha explicado por la deteccion de la presen-
cia de trichloroanisoles (TCA). Actinomicetos aislados desde los sistemas de distribu-
cion, Pirou (2000), son capaces de producir TCA por metilacion de triclorofenoles (TCP)
formados durante la cloracion del agua de bebida o presentes naturalmente.

5. 3. Eliminacion de olores y sabores

Oxidantes como el ozono, permanganato de potasio, peréxido de hidrégeno, clo-
ro son efectivos para la remocién de olores como asi también el carbon activado gra-
nular (CAG) y el carbdn activado en polvo (PAC). La eleccién del tratamiento a aplicar
depende de los compuestos involucrados en la generacion de olores y sabores y las
instalaciones de las plantas de tratamiento.

El PAC puede ser efectivo para mitigar los olores producidos por 2-MIB y Geos-
mina en fuentes de aguas dependiendo de la calidad del agua y las condiciones de
operacion. El punto de adiciéon del PAC tiene un impacto significativo para la remocion,
Chen et al (1998). La condicién ideal es dosificar en la toma de agua para lograr el
mayor tiempo de contacto y antes de la dosificacion de coagulantes y oxidantes. Tam-
bién influye el tipo de PAC usado: bituminoso, lignita o madera. Este Gltimo puede te-
ner muy buena performance adicionado con el coagulante y con largo tiempo de con-
tacto.

5. 4. Analisis sensorial

Los andlisis sensoriales son utilizados ampliamente para evaluar las caracteristi-
cas organolépticas del agua ya que permiten estimar la aceptabilidad por parte de los
consumidores. Varios paises tienen normas de estandares sensoriales a las que deben
ajustarse.

Este tipo de ensayo se ajusta a la realidad de lo que percibe el consumidor ya
que usa el mismo instrumento de medicion: el gusto y el olfato.

En forma rapida y simple se pueden detectar compuestos generadores de sabo-
res y olores presentes en el agua, en concentraciones muy bajas, en muchos casos con
mayor sensibilidad que los métodos instrumentales, los que requieren pretratamiento
de la muestra. El alerta dado por la deteccion de un episodio de olor y sabor permite
tomar las medidas preventivas cuando el problema se origina en la fuente de agua o
medidas correctivas si son ocasionadas en el proceso de tratamiento o en el sistema de
distribucion.

De acuerdo al perfil de sabor y olor, puede inferirse la presencia de las sustancias
relacionadas a ese perfil, utilizando posteriormente métodos instrumentales para con-
firmacion o identificacion més especifica.

Puede detectarse la presencia de compuestos de distinta naturaleza quimica en
un danico ensayo.
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5. 4. 1. Herramientas fisioldgicas

Las herramientas en que se basan los andlisis sensoriales son el gusto, olfato y el
flavor, término sin traduccion al castellano.

Gusto son sensaciones percibidas por los 6rganos del gusto, al ser estimulados
por ciertas sustancias solubles.

Olfato se define como las sensaciones percibidas por los 6érganos del olfato cuan-
do son estimulados por sustancias volatiles.

Flavor es una combinacion de sensaciones gustativas y olfativas térmicas, tacti-
les, etc., que son percibidas al tragar o al hacer circular una porcion de agua por la ca-
vidad bucal.

5. 4. 2. Métodos de Andlisis sensorial

Los métodos de andlisis sensorial son:

e Valor Umbral de Olor o TON (Threshold Odor Number)
o Valor Umbral de Sabor o TTN (Threshold Taste Number)

o Perfil de olor y sabor o FPA (Flavor Profile Analysis)

Método Valor Umbral de Olor y sabor

La directiva de la EEC (Comunidad Econdmica Europea) establece que el olor y
sabor umbral debe ser < 3 a 25 °C.

Para la determinacién del Numero Umbral de Olor o Sabor se hacen diluciones
con agua libre de olor y sabor: agua destilada filtrada por carbon activado o agua mi-
neral con caracteristicas fisicoquimicas préoximas a la de la muestra.

El Valor Umbral de Olor o Sabor:

Es la mayor dilucién a la que se percibe olor o sabor.

Caélculo del TON (o TTN): volumen de la muestra + volumen agua referencia

Volumen de la muestra

Como parte del ensayo, se describe el tipo de olor y sabor que se percibe, com-
parando con soluciones estandar.

Método Perfil de Olor y Sabor

El método perfil de Olor y Sabor fue desarrollado originalmente por la industria
alimenticia y luego adaptado al andlisis sensorial del agua. Un panel minimo de 4 pane-
listas y un lider es necesario para realizar el ensayo, describiendo la naturaleza e inten-
sidad del olor y sabor.
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El perfil de olor se hace a 25°C y a 45°C y el perfil de sabor solo a 25°C. Panelis-
tas entrenados caracterizan cualitativamente la muestra segun la Rueda de Olor y Sa-
bor.

La cuantificacion de la intensidad se hace con la escala del 0 al 12 (Mallevialle, J.
1995)., considerando los numeros pares. Se informa O cuando no se diferencia olor o
sabor y umbral cuando apenas puede diferenciarse un olor pero no cuantificarlo.

Cada panelista da una descripcion independiente de la muestra, el lider retune to-
dos los resultados e informa la naturaleza de la muestra en la que el 50% de los pane-
listas coincide.

La Intensidad resulta de un promedio de las intensidades de esas coincidencias.

Descriptores de olor:

Tierra / Moho / Humedad
Cloro / Ozono / Pileta
Hierba / Madera / Pasto
Séptico / Podrido
Fragante / Frutal
Pescado

Medicinal / Farmacia

Quimico/Hidrocarburo

Descriptores de Sabor:
Acido

Dulce

Salado

Amargo

Intensidad: Valor que se asigna a un descriptor presente en la muestra, segun
una escala establecida, de acuerdo a la intensidad con que se perciba.

La escala de intensidades utilizada se muestra en la Tabla 2.

Los panelistas deben asignar intensidades segun esta escala, informando sola-
mente ndimeros pares. La intensidad final, correspondiente a una naturaleza determi-
nada, puede ser un namero par luego de haber promediado las intensidades individua-
les asignadas por los panelistas.
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Tabla 2. Intensidades de olores

Valor Intensidad
Sin sabor / olor
Umbral
2 Muy leve
4 Leve
6
8

Leve a moderado
Moderado

10 Moderado a fuerte
12 Fuerte

Los panelistas deben asignar intensidades segun esta escala, informando sola-
mente nameros pares. La intensidad final, correspondiente a una naturaleza determi-
nada, puede ser un namero par luego de haber promediado las intensidades individua-
les asignadas por los panelistas.

Soluciones de referencia

Las soluciones de referencia son patrones de concentracion conocida que se utili-
zan para el entrenamiento de los panelistas, cuando se requiere asignar una intensi-
dad, por la aparicién de una nueva naturaleza o en caso de que no haya coincidencia
suficiente para asignar una naturaleza. Algunas de las soluciones de referencia para
olores y sabores utilizadas son:

Compuesto Descriptores
Geosmina Tierra — Moho — Humedad
2-Metilisoborneol Tierra — Moho — Humedad
Tricloroanisol Tierra — Moho - Humedad
Cloro Cloro - Pileta
Cis-3-hexenol Hierba — Pasto
Trimetilamina Pescado

Fenol Medicinal — Farmacia
Azucar en polvo Dulce

Cloruro de sodio Salado

Acido citrico Acido

Cafeina Amargo

Preparacion de las muestras:

Las muestras deben ser recolectadas sin camara de aire en botellas de vidrio,
destinadas solo para este fin, lavadas y secadas a estufa a 180°C. Se transportan con-
servadas a 4°C y deben analizarse lo més rapido posible y no més alla de 24 horas
después de la extraccion.

Colocar aproximadamente 300 ml de muestra en un Erlenmeyer de 500 ml de
boca ancha con tapa esmerilada. Ajustar la temperatura de la muestra colocandola en
bafio termostético a la temperatura indicada (25 y 45 °C) al menos 20 minutos antes
del analisis. Las muestras para andlisis de olor deben transferirse con cuidado de no
perder compuestos volatiles.
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Condliciones ambientales. El lugar donde se realiza el analisis sensorial debe ser
un ambiente limpio, libre de olores y con temperatura controlada, preferentemente re-
servado en forma exclusiva para este tipo de analisis.

Panelistas: Un panel debe formarse con al menos tres panelistas. 30 minutos
antes de realizarse el analisis no pueden comer, beber ni fumar. No pueden usar per-
fumes y deben lavarse las manos con jabon neutro. En caso de presentar estado gripal
o alérgico, es aconsejable que no participen del panel.

Analisis:
e Entre cada muestra analizada se debe oler agua de referencia una o dos ve-
ces.

o No se debe discutir o interactuar con los otros panelistas.

¢ No es recomendable analizar méas de seis muestras por sesién, a menos que al
cabo de su andlisis no se haya producido fatiga sensorial.

e Registrar las impresiones de acuerdo con los descriptores indicados y asignar-
les una intensidad.

Discusion: Una vez que todos los panelistas hayan registrado sus impresiones, se
realiza una etapa de discusion. El responsable del panel conduce la discusion. Anali-
zando la naturaleza y la intensidad, el responsable del panel agrupa las respuestas,
preguntando a los panelistas si concuerdan con ellas. Durante la etapa de discusion el
panel acuerda un perfil para cada una de las muestras analizadas.

5. 5. Determinacion de geosmina en aguas utilizando microextraccion en
fase solida (SPME) y cromatografia gaseosa con detector de masas

Una gran variedad de técnicas analiticas ha sido desarrollada para identificar
compuestos volatiles olorosos presentes a veces en niveles trazas en agua siendo el
CLSA (Closed Loop Stripping Analysis) con GC-MS la técnica mas conocida para estos
compuestos. La principal ventaja de este método es su alta sensibilidad.

El SPME (Solid Phase Micro Extraction) con GC-MS, es una nueva técnica que
no requiere el uso de solventes y se aplica a muestras liquidas o gaseosas. Se ha
desarrollado el método de SPME como alternativa mas rapida y sencilla para el monito-
reo de geosmina. Manger J. (2000).

La determinacién de geosmina en una muestra se realiza por GCMS que identifi-
ca y cuantifica el analito que contiene. Este analito es concentrado por SPME, utilizan-
do una fibra de silice fundida de 100 pm de polidimetilsiloxano. La fibra se introduce en
el vial con la muestra, actuando como una esponja concentrando los compuestos en su
superficie, luego se inyecta la fibra al puerto de inyeccion del GCMS, donde se produce
la desorcion térmica de los analitos que pasan posteriormente a la columna, donde son
separados y luego detectados por espectrometria de masas. El limite de cuantificacién
es de 14 ng/I.

Las variables més importantes del proceso son la temperatura de extraccion, el
agregado de electrolitos para variar la solubilidad de los compuestos, las condiciones
de agitacion y el tiempo de extraccion.
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Reactivos, patrones y soluciones de referencia:
-Geosmina. ampolla de 2 g/l. Preparar una solucion final de 20 ng/l en metanol.

-Tricloroanisol (TCA). ampolla delg/l. Preparar una solucién final de 100 ng/l en
metanol.

-Sulfato de sodio anhidro

Estandar interno. Usar un estandar interno (TCA) que se introduce en todas las
muestras y patrones antes de su extraccion mediante el cual se saca un factor de res-
puesta que se usa para calcular la concentracion de la geosmina.

5. 5. 1. Preparacion de la muestra y analisis

Las muestras deben extraerse en frascos de vidrio color caramelo sin cAmara de
aire. Una vez llegadas al laboratorio, deben conservarse refrigeradas no méas de 2 dias
después de la fecha de extraccion.

Medir 50 ml de muestra con matraz aforado, trasvasarla a un vial de 60 ml,
agregar con micro jeringa 25 pl de solucion intermedia T.C.A., 12,5 g de sulfato de so-
dio e introducirle el agitador magnético.

Sellar con tapa de goma y precinto de aluminio, poner en la plancha calefactora
a bafio maria, que debe estar a 40 °C y regular la agitacion en velocidad media.

Colocar la fibra en el headspace del vial. Oprimir el timer y dejar el sistema 20
minutos en esas condiciones.

Preparar el cromatdgrafo gaseoso seleccionando el método para geosmina

Transcurrido el tiempo de extraccion de la muestra, retraer la fibra en la jeringa
e insertarla en el puerto de inyeccion posterior del GCMS; bajar la fibra, esperar 3 mi-
nutos para dar comienzo a la corrida cromatogréfica.

Calculo del factor de respuesta:

Preparar una solucion de geosmina de 20 ng/l y procesarla como una muestra.
Obtener las areas de geosmina y del T.C.A y aplicar la siguiente formula:

Area geosmina * Conc. T.C.A

Factor de respuesta =

Area T.C.A * Concentracion geosmina

Donde:

Area geosmina: Area de geosmina en la solucion de 20 ng/I
Concentracién de TCA: 100 ng/I

Area T.C.A.: Area del TCA en la solucion de geosmina de 20 ng/I

Concentracion de geosmina: 20 ng/I
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Calculo de la concentracion de geosmina en una muestra.

Procesar la muestra y obtener las areas de geosmina y TCA. Aplicar la siguiente

férmula.

Area geosmina * Conc. T.C.A

Concentracién GEO =

Area T.C.A * Factor de respuesta

Donde:

Area geosmina: Area de la geosmina en la muestra.
Concentracion TCA: 100 ng/I.

Area TCA: Area del TCA en la muestra.

Factor de respuesta: Factor de respuesta.
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Capitulo 6

Seccion Il: Metodologia Analitica

Capitulo 6:
Fundamentos de las técnicas analiticas utilizadas para detectar células,
toxinas y parametros fisico quimicos relevantes

Cristian R. Oliver
Alejandra Rasile

6.1. Introduccion

La Quimica Analitica se halla directamente involucrada en diversos aspectos de la
toxicologia experimental y aplicada. En el presente manual se han descrito las técnicas
utilizadas en la determinacion de las varias toxinas presentes en aguas naturales y de
red, con los consiguientes requerimientos de exactitud y precision para alcanzar limites
de concentracién cercanos al nivel de trazas, es decir cercanos a 1 ppb.

Los avances en la instrumentacion analitica permiten aumentar la sensibilidad en
las determinaciones de las sustancias que se desean investigar, lograndose cuantificar
cantidades del orden de los femtogramos. Si bien ello es altamente deseable para el
analista, pueden presentarse en algunos casos el riesgo de informar resultados falsos
positivos especialmente en los andlisis de trazas. Debido a ello, deben establecer valo-
res de corte o cut-off, también llamados umbrales positivos. Estos valores de corte son
las concentraciones de los analitos por encima de las cuales se considera como seguro
un resultado positivo. Estos valores tendrian que estar consensuados entre todos los
laboratorios.

El procedimiento analitico - toxicol6gico incluye usualmente dos pasos. El primero
consiste en realizar un anlisis preliminar que permite identificar las muestras negati-
vas que no contienen los analitos buscados. El segundo paso involucra la confirmacion
de la identidad de las sustancias presentes en las muestras positivas, mediante méto-
dos especificos.

Las pruebas de screening proveen resultados preliminares, indicando claramente
la ausencia de una toxina, es decir, no informan falsos negativos. Sin embargo, un re-
sultado positivo debe ser confirmado por otro método especifico. Siempre debe reali-
zarse al mismo tiempo que se analiza la muestra un control positivo y uno negativo. Un
control negativo (blanco) ayuda a asegurar que falsos positivos (por ejemplo contami-
nacion con reactivos o material de vidrio con el analito en cuestion o la presencia de
componentes de la muestra) no sean obtenidos. Igualmente, la inclusion de un falso
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positivo sirve para asegurar que los reactivos han sido preparados en forma correcta y
han mantenido su estabilidad. En toda circunstancia los ensayos de comprobacion de-
ben realizarse sobre una nueva alicuota de la muestra, lo cual implica que en el mo-
mento de decidir que ensayos van a realizarse debe considerarse reservar un volumen
adecuado para confirmar el resultado.

El segundo paso luego del screening se refiere a la confirmacion que permita
asegurar la exactitud del resultado. Este paso se realiza mediante técnicas basadas en
principios fisico-quimicos diferentes de las usadas para la identificacion y deben involu-
crar técnicas estructurales (espectrometria de masa, arreglo de diodos) y al menos tan
sensibles como las de screening. Asi, la cromatografia de gases o cromatografia liquida
de alta presion (HPLC) son las que generalmente se emplean en este paso. Se reco-
mienda el uso de la espectrometria de masas (MS) acoplada bien a la cromatografia de
gases (GC/MS) o a la cromatografia liquida (HPLC/MS) para aumentar la sensibilidad y
especificidad del analisis.

Otro aspecto es la confiabilidad de un resultado, ya sea positivo 0 negativo. Para
muestras positivas se define la sensibilidad como la habilidad de un ensayo de mostrar
como positiva a una muestra que realmente es positiva (este término no debe confun-
dirse con la “sensibilidad del ensayo" definida anteriormente). La especificidad es la
habilidad del ensayo de mostrar como negativa a una muestra que realmente es nega-
tiva. En términos matematicos se pueden escribir como:

Sensibilidad = positivos en el ensayo x 100
positivos en el ensayo + falsos negativos

Especificidad = negativos en el ensayo x 100
negativos en el ensayo + falsos positivos

Los positivos en el ensayo son las muestras positivas que el ensayo detecta como
positivas. Los falsos negativos son las muestras que en realidad son positivas pero que
el ensayo muestra como negativas. Los negativos en el ensayo son las muestras nega-
tivas que el ensayo detecta como negativas y los falsos positivos son las muestras que
en realidad son negativas pero que el ensayo detecta como positivas. Obviamente, es
necesario disponer de un lote de muestras positivas y negativas conocidas para calcu-
lar estos pardmetros.

La confiabilidad en la positividad: C(+) es la probabilidad de que una muestra
detectada como positiva por el ensayo sea realmente positiva. Del mismo modo la con-
fiabilidad en la negatividad, C(-) es la probabilidad de que una muestra que el ensayo
detecta como negativa sea realmente negativa. En términos matematicos se puede es-
cribir como:

Confiabilidad (+)= positivos en el ensayo x 100
positivos en el ensayo + falsos positivos

Confiabilidad (-)= negativos en el ensayo x 100
negativos en el ensayo + falsos negativos
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A modo de ejemplo, si en 1000 muestras 20 son positivas, y el ensayo posee una
sensibilidad del 90 % significa que el ensayo detectara como positivas a 18 de las 20
muestras (2 son falsos negativos). Si ademas se sabe que la especificidad del ensayo
es del 90% significa que detectardq 882 como negativas (98 falsos positivos). Luego la
C(+) =15,5% y la C(-)= 99,8%. Si en cambio de 1000 muestras 300 fueran positivas,
el mismo ensayo tendria una C(+)= 79,4% y una C (-)=95,5%.

El valor de corte o cut off del sistema debe elegirse de modo tal que minimice los
resultados falsos, ya sean positivos 0 negativos. En muchos casos existe una zona de
solapamiento en donde no puede establecerse con certeza si una muestra que cae en
esa zona es negativa o positiva; en estos casos se elegira un valor de corte de manera
tal de tener mas falsos positivos o falsos negativos, segin que tipo de error produzca
consecuencias menos graves.

La cuantificacion emplea métodos especificos y sustancias de referencia certifica-
das asi como estandares internos. Estos Ultimos son sustancias que deben poseer ca-
racteristicas fisicas y quimicas similares en lo posible al analito. Por este motivo, en los
analisis por HPLC/MS son ideales las sustancias deuteradas de los analitos en estudio
como estandares internos. Estos compuestos se deben afiadir al principio del procesa-
do de la muestra y siempre antes de someterla a una extraccion con el objeto de eva-
luar la recuperacion del método. Los marcadores que se afiaden después de la extrac-
cidn se conocen como patrones externos.

Una vez que se ha seleccionado un método analitico, deben seguirse ciertas eta-
pas a los efectos de cumplir con los requisitos del control de calidad, que se ilustran en
la Fig.11.

Linealidad: consiste en verificar que, en el patron de calibracién utilizado, la rela-
cion entre la respuesta, definida por el area o altura de los picos cromatogréaficos y la
concentracion, es lineal en el intervalo de concentraciones presentes en las muestras
analizadas.

Sensibilidad: un método es sensible cuando cambios pequefios de concentracio-
nes originan cambios significativos en la respuesta analitica. El limite de deteccion se
define como la sefial mas baja del analito, expresada en concentracién, que se puede
diferenciar de un blanco analizado en las mismas condiciones. El limite de cuantifica-
cion es la concentracion mas baja que se puede determinar con seguridad y precision
aceptables y debe ser, al menos, dos veces el valor del limite de deteccion.

Recuperacion: Se determina en una muestra a la que se le agrega patrones de
concentracion conocida del analito en cuestion y procesada con igual método analitico
que el empleado en las muestras de concentracion desconocida. Esta concentracion
obtenida se la relaciona con la obtenida a partir de un patrén puro que no ha sido so-
metido a ningun tratamiento.

Precision: es una medida del error variable y se define como la concordancia en-
tre medidas repetidas de la misma muestra. Existen dos tipos: intraensayo e interensa-
yo, también conocida como reproducibilidad.

Seguridad o exactitud: es la medida del error sistematico y se define como la
concordancia entre el valor medio medido y el valor de referencia aceptado.
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Respuesta lineal
Ideal

I Detector

Respuesta Real

Limite de Deteccion

Nivel de Ruido

<« Rango Lineal —- Concentracion —_—

-« Rango Dinamico ——

Fig. 1: Relacion entre linealidad y respuesta lineal, limite de deteccion y nivel de ruido.

Siempre que no se utilice un método oficial de andlisis, como los de la AOAC
(Analytical Official Analysis Chemical), es conveniente validar el método usado. La vali-
dacién es un proceso por el cual se evallan las caracteristicas de un método y se com-
prueba que las mismas cumplen una serie de requisitos preestablecidos. Es una parte
muy importante del programa de garantia de calidad y permite asegurar que los resul-
tados analiticos tienen la exactitud adecuada para su aplicacién. Un objetivo deseable
es que el método tenga una sensibilidad determinada y un rango de respuesta lineal
determinado.

Control de calidad

Un laboratorio proporciona resultados epidemioldgicos, de diagnostico, terapéuti-
cos, etc., en el ambito clinico, laboral, legal, deportivo, etc., donde los posibles errores
analiticos pueden influir enormemente en decisiones judiciales y/o analiticas. Por ello,
las mediciones analiticas deben realizarse de forma tal que satisfagan un requerimiento
acordado como ser un sistema de monitoreo que produzca resultados de alta calidad.
También es necesario contar con un control de calidad que disefie las actividades para
proporcionar dichos resultados y por ultimo una garantia de calidad que asegure que
las actuaciones del control de calidad se ejecuten correctamente.

La garantia de calidad ha sido definida como "el conjunto de acciones realizadas
para asegurar la fiabilidad de los resultados”, e incluye todos los procedimientos cog-
noscitivos y mecénicos, disefiados para minimizar o identificar todas las fuentes de va-
riaciones pre-analiticas, analiticas y post-analiticas, que puedan influir en la obtencién
de resultados de calidad analitica.

Basandose en la definicién anterior, un laboratorio analitico deberia realizar su
propia garantia de calidad en tres niveles diferentes, que abarcaran todos los aspectos
de sus actividades, incluyendo las funciones administrativas y que serian los siguientes:

Logistico-estructural: que incluye el espacio del laboratorio, reactivos, equipos,
instrumentacion, personal y los procedimientos de cadena de custodia.
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Analitico-interpretativo: que incluye muestreo (recoleccion, seleccién y almace-
namiento), preparacion de la muestra, disponibilidad de materiales de referencia, se-
leccion del método analitico, revision de los resultados por personal especializado y
formatos del informe.

El Control de Calidad provee un medio para detectar errores inaceptables en el
caso que surjan evitando la entrega de resultados inexactos. Ademas genera informa-
cidn que puede ser usada para recuperar o rastrear datos. En el caso que surjan erro-
res, ofrece un medio para identificar la causa y la manera de tomas medidas para solu-
cionarlos. El control de calidad incluye controles de calidad internos y la participacion
en controles de calidad externos para comprobar la efectividad de la garantia de cali-
dad.

El control de calidad interno en laboratorios analiticos es la verificacion final de la
correcta ejecucion de todos los procedimientos (incluyendo la calibracion) que estan
descriptos en el protocolo analitico y de todas las medidas a tomar para asegurar las
buenas practicas de laboratorio. Se lleva a cabo incluyendo materiales de referencia
especiales, llamados “materiales de control” en la secuencia analitica. Los materiales
de control deben ser en lo posible representativos de los materiales que se estan ensa-
yando en lo respecta en la composicion de la matriz, el estado fisico de preparacion y
del intervalo de concentraciéon del analito. Tanto los materiales de control como aque-
llos usados para las calibraciones deberan ser trazables a materiales de referencia cer-
tificados o por lo menos a un método de referencia reconocido.

Las instalaciones del laboratorio deben ser tales que permitan la produccion de
datos analiticos de alta calidad y han de estar dirigido por una persona adecuadamente
calificada, que organice la parte cientifica y al mismo tiempo sea capaz de aplicar téc-
nicas de administracion de personal y, finalmente, el equipo técnico integrante debe
poseer adecuada educacién profesional y entrenamiento y entender la importancia del
programa de calidad y el papel que cada empleado desempefie en él.

La adecuada eleccion, recoleccion y envio de las muestras resultan ser muy im-
portantes en un andlisis, ya que la calidad de un resultado nunca puede ser mejor que
la de la muestra. Deben proporcionarse instrucciones detalladas a todas las agencias y
entidades que trabajen con el laboratorio, que deben incluir el tipo y la cantidad mini-
ma de muestra requerida, el tipo y cantidad de conservante que se debe afadir, ins-
trucciones para el adecuado etiquetado de los contenedores, asi como las condiciones
para el empaquetado y transporte. Debe existir una cadena de custodia, reflejada en
una documentacion que debe acompafiar a las muestras desde el lugar de recogida
hasta el laboratorio junto con la peticion del andlisis.

La cadena de custodia debe empezar en el momento de la toma de muestra, de-
biendo quedar recogida en la documentacion cualquier manipulacion o transporte des-
de un individuo o lugar a otro, al tiempo que se debe intentar minimizar en lo posible
el nimero de personas que manipulen la muestra.

Antes de emitir el informe, todos los datos analiticos deben ser revisados por una
persona con capacidad cientifica y con experiencia en los métodos analiticos emplea-
dos. La revision debe incluir, al menos, documentacion sobre la cadena de custodia,
validez de los datos analiticos cualitativos y cuantitativos (cromatogramas de la mues-
tra, de patrones y de un blanco) y datos del control de calidad. Por Gltimo se emitira
un informe escrito que presente los resultados del andlisis y toda la informacion rele-
vante de forma clara, exacta y sin ambigiiedades (International Standards Organiza-
tion, 1982).
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Ademas es necesario disponer de un archivo de registros, que documente las ac-
tividades y operaciones llevadas a cabo y que incluya una copia del informe, datos de
la cadena de custodia, hojas de trabajo, datos de laboratorio y registros de los analisis
de garantia de calidad y de los controles de calidad. Todo esto debe ser lo mas claro
posible de manera que nos permita seguir todos los pasos del analisis y sacar conclu-
siones en caso de desviaciones. Se deben guardar durante un tiempo, que depende de
las normativas gubernamentales, pero que, en general, es como minimo de cinco afos
y tienen, por tanto, un valor potencial a largo plazo, sobre todo en los andlisis toxicolo-
gicos que puedan estar envueltos en litigios, especialmente cuando los juicios se cele-
bran afios después de haber emitido el informe.

Los laboratorios que realicen analisis de toxinas en aguas de consumo deberian
estar acreditados, como ya se exige a los centros de control antidoping o a los que
hacen andlisis de drogas en el ambiente laboral en algunos paises. Esta acreditacion
permitiria la autorregulacion para asegurar la fiabilidad de nuestros resultados, reduci-
ria el potencial para trabajos incompletos o imperfectos y ayudaria a establecer argu-
mentos razonables cuando nuestro trabajo pudiera ser juzgado.

6. 2. Métodos Analiticos utilizados en la Determinacion de Toxinas
Métodos Cromatogréficos
Métodos Enziméticos
Métodos Espectrofotometricos

Métodos Inmunol6gicos

6. 2. 1. Métodos Cromatograficos

Segun define la IUPAC, la cromatografia es un método, utilizado primariamente
para la separacion de los componentes de una muestra, en el cual los mismos se dis-
tribuyen entre dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra es
movil. La fase estacionaria puede ser un soélido, un liquido retenido sobre un sélido o
un gel.

Usualmente, cuando se aplica a la determinacién de ficotoxinas, la forma de
cromatografia compatible con la estabilidad fisica y quimica de las mismas es la croma-
tografia liquida, siendo predominantemente utilizada la variante conocida como croma-
tografia en fase reversa. Esta puede ser utilizada para una gran variedad de compues-
tos orgénicos, no idnicos, ionizables e ionicos, con la apropiada eleccion de aditivos en
las fases moviles, dentro de las limitaciones de los pKa y de pH.

Ademas de esta versatilidad, ofrece la posibilidad de inyeccién de muestras acuo-
sas, considerada inicialmente como una gran ventaja y de distintos sistemas de detec-
cion tales como ultravioleta-visible, fluorescencia (natural o a través de la formacion de
derivados pre o post-columna), electroquimico, etc.

Un cromatograma esta compuesto por una serie de picos, donde cada pico de-
termina la presencia de por lo menos una sustancia, y el area inscripta por debajo del
mismo es proporcional a la cantidad de dicha sustancia en la muestra inyectada (Fig.
2). Para /dentificar presuntivamente una sustancia se usa un parametro llamado tiem-
po de retencion (tr) que es constante para cada sustancia en determinadas condicio-
nes, y se define como el tiempo transcurrido entre la inyeccién de la muestra y el mo-
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mento en que se detecta su mayor concentracion (apice del pico). También puede
usarse el tiempo de retencioén relativo, que es el tiempo que tarda en eluir una sustan-
cia de la columna, con respecto al tiempo que tarda una sustancia x en el mismo sis-
tema.

Detector

< W

Tiempo de Inyeccion

Fig. 2: Relacion entre el tiempo de retencidn del analito (tr) y el tiempo muerto (tm). W, el ancho en la base del pico
esta relacionado con el area del pico, el cual se correlaciona con la cantidad de analito que pasa por el detector.

Un cromatograma debe reunir ciertas caracteristicas tales como proveer de una
adecuada separacion entre el pico del analito y los demés componentes presentes en
la muestra. La separacion entre dos picos adyacentes se define mediante un pardmetro
analitico denomina resolucion, el cual toma en consideracion la méaxima superposicion
admisible entre dos picos adyacentes.

Cromatogramas: el primer cromatograma en la Fig. 3 muestra dos picos super-
puestos, que no pueden ser integrados para calcular su area. El segundo es un ejem-
plo de picos bien resueltos.

Fig. 3: dos cromatogramas con picos mal resueltos (izq) y bien resueltos (der).

Cromatografia Liquida de Alta Perfomance (HPLC)

En este sistema cromatografico la fase movil es un liquido. Se puede utilizar para
la separacién de cualquier compuesto organico ya que la técnica por HPLC no esta limi-
tada por la volatilidad ni la estabilidad térmica del analito.

Se aplica, por ejemplo, para la separacién, identificaciéon y/o cuantificacion de
productos farmacéuticos, extractos vegetales, proteinas, &cidos nucleicos, amino&ci-
dos, polisacaridos, pigmentos, metabolitos animales o humanos, etc.
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Las siglas iniciales de HPLC se debieron a “High Pressure Liquid Chromatography”
pero dado que la presidn sélo constituye una herramienta que fuerza a la fase mévil a
atravesar la columna, sin constituirse en si misma en una variable del sistema, se bus-
c6 darle otro significado a las ya tan conocidas siglas, resultando en “High Performance
Liquid Chromatography”.

Los principales componentes de un cromatografo liquido (Fig. 14) son la fase
movil contenida en un reservorio, el cual llega a la bomba que suministra un flujo con-
tinuo y constante y alcanza la columna, pasando previamente por la valvula de inyec-
cion. La Fase Movil (FM) atraviesa la columna y finalmente llega al detector, luego de
lo cual pasa por una valvula que permite su colectado o bien su descarga.

1) Reservorio de solventes: es el recipiente que contiene la fase mévil (cualquier
frasco de vidrio o polimero resistente, de buena calidad, con tapa). En general se ubica
por encima del nivel de la bomba para que la fuerza de gravedad dirija el solvente
hacia ésta, manteniendo las conexiones llenas. La FM debe ser de calidad cromatogra-
fica, es decir, libre de sustancias organicas y de particulas mayores de 0,22 um. En el
extremo del tubo de salida de solvente se conecta un filtro de acero que impide el in-
greso de particulas a la bomba.

2) Bomba: impulsa la fase movil desde el reservorio de solvente al inyector y de
alli a la columna. Las mas usadas son las bombas de piston. Para cubrir el amplio ran-
go de compuestos a separar se han propuesto eluciones en gradiente, es decir, se va-
ria la composicion de la FM (porcentajes de los solventes) comenzando la elucién con
un solvente débil y aumentando progresivamente la proporcién del solvente “fuerte”.
Para formar estos gradientes se emplea generalmente una bomba y vélvulas solenoi-
des que entregan cada solvente en una camara de mezclado de pequefio volumen; la
fase movil formada en cada instante es entregada a la bomba.

Fuente reguladora
de helio .

Vilvula de salida e
J—
£
de impulsos
0 Vilvula
Recipientes de los de entrada
l disolventes Purga Filtro 1
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W entrada
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—

Vilvula de mezcla de los disolventes

—=
-— Al detector — 3353 uﬁ rﬁ .....
Columna ) e Regulador de Filtro

Detector contrapresion
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Fig. 4. Esquema de los componentes de un cromatégrafo liquido.
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3) Inyector: es una valvula que permite la introduccién de la muestra en solucién
sin interrumpir el caudal de solvente a través del sistema. Las proteinas presentes en
las matrices biologicas deben eliminarse antes de inyectar la muestra para evitar que
precipiten dentro del equipo. Las muestras y los estandares a inyectar deben estar to-
talmente libres de particulas en suspensién, ya que pueden rayar los sellos del inyector
o bloquear tuberias. Para ello se utilizan filtros desmontables o fijos de 0,22 a 0,45 o
pm.

4) Columna Cromatogréfica: en general es de acero inoxidables, de 25 a 30 cm
de longitud y 2 a 4 mm de diametro interno, aunque en la actualidad existe variedad
en el tamafio y material (columnas de acero recubierto con vidrio, plésticas, etc.).

Las Fases Estacionarias (FE) utilizadas en HPLC tienen un tamafio de particulas
muy pequefio (5 - 10 um) para favorecer la interaccion entre las moléculas de muestra
y la FM y aumentar de este modo la eficiencia en la separacién de los componentes.
Ademas la cantidad de FE es baja, lo que disminuye el tamafio de las columnas y los
tiempos de corrida.

El mecanismo mas comun, es la cromatografia en fase ligada (Fig. 5). Las FE in-
volucradas se denominan fases quimicamente unidas (BPC), tienen silica como soporte,
y diferentes grupos quimicos unidos a sus grupos silanoles. Son muy variables en
cuanto a polaridad y selectividad de acuerdo al “liquido” unido a la silica: Cyg (octade-
cilsilano), Cg (octilsilano), C, (dimetilsilano), CN (nitrilo), NH, (aminopropil), diol.

CH, CH,
/ S S S
—8i—OH + CI—Si—R —» —8i—0—Si—R
N AN AN AN
CH, CH,

Fig. 5: Fases quimicamente unidas

Las mas utilizadas son las de Ci5 y Cg, de baja polaridad que utilizan como fase
movil mezclas de agua (o soluciones salinas, buffers) con solventes orgénicos polares
(por ejemplo, acetonitrilo, metanol). Existen otros tipos de FE, como las basadas en la
adsorcion, en el intercambio i6nico, y en la exclusion molecular.

5) Detectores: los detectores generales miden el cambio de alguna propiedad fi-
sica de la FM que contiene al analito en comparacién con la FM pura, por ejemplo, el
detector de indice de refraccion. Los detectores selectivos son aquellos sensibles a al-
guna propiedad del soluto, por ejemplo, el detector UV que producird una sefial pro-
porcional a la absorbancia del soluto a una dada longitud de onda; el detector de fluo-
rescencia empleado para la deteccion de solutos con fluorescencia natural o conferida
por reaccion con un reactivo fluorogénico (ya que HPLC también puede recurrirse a la
derivatizacion) y el detector electroquimico, empleado en la deteccion de analitos ca-
paces de oxidarse o reducirse ante la aplicacion de un potencial.

6) Sistema electronico de amplificacion y medida de la sefal eléctrica enviada por
el detector y registrador de la misma.

A estas mejoras en la separacion se ha unido la generalizaciéon del uso del detec-
tor de fotodiodos (Diode Array Detector, DAD) que posibilita la obtencion de datos del
espectro UV durante el tiempo de cromatograma y la deteccién de impurezas, aplican-
do el analisis multicomponentes para efectuar andlisis cuantitativos validos indepen-
dientemente de la resolucién o anchura de pico. Es muy versatil y ofrece importantes
ventajas, comparado con el detector UV convencional, en el barrido de muestras des-
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conocidas. Otros tipos de detectores (fluorescencia, electroquimico) mas sensibles y
especificos, no se utilizan en barridos de muestras desconocidas ya que suelen necesi-
tar derivatizaciéon y no suelen permitir eluciones en gradiente.

Fig. 6: Cromatograma en representacion tridmensional mostrando el espectro
entre 200 y 400 nm de cada pico eluido.

Sin embargo, a pesar de las purificaciones cuidadosas ciertas interferencias pue-
den inducir a resultados falsos positivos o impedir una apropiada identificacion y cuan-
tificacion de los compuestos de interés, ademas de la limitada especificidad del espec-
tro UV y su variabilidad en funcion del pH. Por esas razones el acoplamiento entre
HPLC y espectrometro de masas resulta la combinacion mas prometedora. La interfase
ha sido siempre el punto débil en dicho acoplamiento ya que tiene que eliminar la fase
movil y transformar las moléculas, disueltas en dicha fase movil, en iones en fase ga-
seosa, sin degradacion térmica. Se han usado diferentes tipos de interfases, analizado-
res de masas y modos de deteccion. Sin embargo, la bibliografia més reciente en toxi-
cologia analitica se centra en aquellas que utilizan ionizacion a presion atmosférica y
quimica, electro spray en combinacion con detector de espectrometria de masas o tan-
dem masa-masa. Ambas interfases suelen ir instaladas en el mismo instrumento y
pueden seleccionarse indistintamente.

La combinacién de la versatilidad de la separacién por HPLC con la selectividad
de la deteccion por espectrometria de masas, con interfases a presion atmosférica,
tendra que salvar los obstaculos que todavia limitan su aplicacion, especialmente en lo
que respecta a la reproducibilidad de los espectros de masas, condiciones de ionizacién
estandarizadas, y estudios sistematicos, decisivos para ser técnica de identificacion en
toxicologia. Otro factor limitante es su alto costo de adquisicion y mantenimiento aun-
qgue bajara e indudablemente se hardn méas pequefios y de més facil manejo. Sin em-
bargo su introduccion en el analisis toxicolégico ha abierto nuevas perspectivas de de-
terminacion simultdnea de grupos de compuestos no derivatizables y metabolitos pola-
res.

Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas es una poderosa técnica analitica usada para identi-
ficar compuestos desconocidos, cuantificar materiales conocidos y elucidar las propie-
dades quimicas y estructurales de las moléculas.

La muestra, puede ser un sélido, liquido o vapor pero el espectrometro de ma-
sas, requiere que la muestra sea transformada en un gas. Por ello en el primer paso la
muestra es introducida dentro de la camara de vacio y luego ionizada en la fuente de
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iones. Los iones, los cuales estdn en fase gaseosa, son distribuidos en el analizador de
masas de acuerdo a su relacién masa / carga (m/z) y luego colectados por el detector.

En el detector, los iones generan una sefial eléctrica proporcional a su numero.
El sistema de datos registra estas sefiales eléctricas y luego las convierte en el espec-
tro de masas. Un espectro de masa es un grafico de la abundancia de iones versus la
relacibn masa-carga. Los iones y sus abundancias sirven para establecer el peso mole-
cular y la estructura de los compuestos que estan siendo analizados.

Un simple compuesto puede generar varios fragmentos. Dos compuestos ioniza-
dos simultdneamente crean un espectro solapado o superpuesto. Entonces para obte-
ner el espectro de masa de un compuesto, las mezclas de compuestos deben ser sepa-
rados en sus componentes individuales previamente al andlisis por espectrometria de
masas. La Cromatografia gaseosa es ampliamente usada con este fin, de modo que los
compuestos separados en fase vapor, entran al espectrometro y son analizados se-
cuencialmente. Mas recientemente Cromatografos liquidos, Cromatografos de fluidos
supercriticos y equipos de electroforesis capilar han sido conectados a un MS.

Como se mencion6 anteriormente, oS procesos que ocurren en un espectrometro
de masas son: ionizacion, distribucion de las masas y deteccion.

lonizacion

Los dos métodos de ionizacion més usados son el impacto electrénico y la ioniza-
cién quimica. El impacto electrénico es un proceso fisico donde se transfiere energia
mediante la colision de electrones con las moléculas de la muestra en fase gaseosa.
Debido a que la energia de los electrones de bombardeo es generalmente mucho mas
grande que la de las uniones moleculares cuando ocurre la interaccion las uniones se
rompen y se forman fragmentos idnicos. Los iones negativos formados y los electrones
son atraidos por un catodo cargado positivamente o una trampa de electrones. Las
moléculas y fragmentos neutros que no son ionizados son bombeados lejos. Los iones
positivos son impulsados dentro del analizador y enfocados hacia un sistema de lentes.

La energia empleada en la ionizacion electrénica puede conducir a una fragmen-
tacion excesiva, dejando poca o0 ninguna traza del i6n molecular. En ausencia de un ién
molecular, el peso y la estructura no son faciles de determinar. Esto ha conducido al
desarrollo de técnicas de ionizacion de baja energia, como la ionizacion quimica. En es-
ta técnica, se producen iones por un proceso relativamente suave de transferencia de
protones cuando la muestra se mezcla con un exceso de reactivo gaseoso ionizado
como metano, isobutano, amoniaco, etc. Los iones originados tendran una unidad de
masa mayor.

Actualmente existen otras métodos de ionizacién, conocidas como técnicas de
ionizacion- desorcion, cuya gran ventaja es que pueden aplicarse a moléculas fragiles o
no volatiles.

Distribucién de masas

Los tres analizadores mas ampliamente utilizados son: sectores magnético y eléc-
trico, cuadrupolos y trampa de iones. Otros dos estan siendo usados con mayor fre-
cuencia en laboratorios de investigacion: Fourier transform ion cyclotron resonance
(FT-ICR) y el tiempo de vuelo (TOF).
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Los espectrometros de masa pueden operar en dos modos diferentes, el registro
total o “full scan”y el de iones seleccionados “selected ion monitoring” (SIM). En la
modalidad de registro total, el espectrometro barre todos los iones presentes dentro de
un rango de valores masa/carga, que normalmente oscila entre 40 y 650. En la moda-
lidad SIM, el instrumento se prepara para detectar Unicamente un ion (single ion moni-
toring) o varios iones (multiple ion monitoring) de abundancia relativamente grande, o
de relacion masa / carga significativa en el espectro de masas del compuesto de inte-
rés, resultando un cromatograma que responde sélo a compuestos en cuya fragmenta-
cion estén presentes los iones seleccionados.

La ionizacion mediante impacto electronico usando la modalidad de full scan es la
de mayor aplicacion en el campo toxicolégico, ya que el espectro de masa o patron de
fragmentacion obtenido en estas condiciones, es como una huella dactilar, que contie-
ne suficiente informacion para caracterizar la molécula, permitiendo confirmar su iden-
tidad, o en el caso que esta se desconozca buscarla en las librerias de espectros de re-
ferencia que estén disponibles.

Interpretacion de los resultados:

La obtencion de los espectros de masas representa la etapa final en la determi-
nacion exacta de la variante de toxina involucrada, sin embargo, el costo de los equi-
pos restringe su uso a centros de referencia.

La cromatografia liquida de alta perfomance aplicada a la determinacion de fico-
toxinas provee al analista de una conveniente herramienta de identificacion presuntiva
y de cuantificacion. Debe sefialarse, sin embargo que la identificacion mediante un
tiempo de retencién y la deteccion mediante absorcién UV (detector UV tradicional o
arreglo de diodos) resulta insuficiente, debiendo confirmarse el resultado mediante es-
pectrometria de masas en un centro de referencia. La aplicaciéon del arreglo de diodos
junto a la utilizacion de un componente de referencia permiten una identificacion mas
exacta.

El HPLC utilizado en conjuncién con un detector de masa se considera el método
de eleccién para la identificacion definitiva de una toxina. Aun con este avance, fico-
toxinas relacionadas estructuralmente producen espectros de masas muy similares. Es-
tas pequefias diferencias s6lo pueden resolverse con la aplicacion de espectrometria de
masas en tandem.

La buena préctica en el laboratorio debe incluir un sistema de control de calidad
con comprobaciones diarias de corridas blanco, control de los tiempos de retencién de
estandares, sensibilidad dentro de los limites requeridos y calculo del factor de recupe-
racién con muestras blanco con agregados conocidos de toxinas.

Extraccion en Fase Solida (SPE)

La extracciéon en fase sdlida aplica los principios de la cromatografia liquida para
capturar un analito sobre un sélido sorbente desde una matriz liquida para concentrar-
lo, purificarlo o realizar un cambio de fase previo a su andlisis. Los analitos, solvatados
en un solvente débil como el agua, son atrapados mediante sorcién bajo condiciones
que favorezcan un elevado factor de capacidad. Asi concentrados sobre la fase solida
son eluidos mediante un pequefio volumen de un solvente fuerte.
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Las columnas de SPE contienen un empaqguetamiento de silica quimicamente en-
lazada a distintos sustituyentes, de modo tal que se aprovechan las interacciones pola-
res, no polares o basadas en intercambio ionico entre los componentes de la muestra,
el adsorbente sélido y el eluyente apropiado.

Las columnas de SPE (Fig. 7) permiten aislar compuestos de interés a partir de
una matriz biol6gica compleja o que contiene sustancias interferentes, en alto grado de
pureza y con un alto porcentaje de recuperacion. Sin embargo el principio de extrac-
cion es muy diferente al de la extraccién liquido — liquido. Las columnas se elaboran
en polipropileno para asegurar su inercia quimica. En su parte inferior se coloca el re-
lleno, comprimido suavemente entre dos fritados de micro-fibra de vidrio, quimicamen-
te inertes. En su parte inferior la columna se estrecha, ajustdndose en el adaptador in-
dividual que forma parte de la tapa del sistema extractor.

Fig. 7: Columnas SPE

Un sistema extractor clasico (Fig. 8) consta de una camara de vidrio transparente
de forma rectangular, con tapa que permite asegurar el vacio en el interior del sistema.
En uno de los costados lleva un tubo de salida, una vélvula de regulacion de vacio y un
manometro.

Fig. 8: Camara de vacio para SPE

La extraccidon en fase solida estd cada vez mas extendida, pues proporciona una
extraccion mas rapida y selectiva y requiere menores volimenes de disolvente organi-
co. La utilizacién de silice ligada para la extraccion de muestras parte de su empleo en
HPLC. La mayoria de las fases ligadas disponibles comercialmente son tipo siloxano, se
preparan por reaccion de los grupos silanoles libres del gel de silice microparticulado
con un modificador, lo que ha permitido desarrollar distintos tipos de fases estaciona-
rias que pueden clasificarse segun el grupo funcional en no - polares, polares o de in-
tercambio idnico.

A finales de los 80 se desarrollaron las llamadas fases de funcién mixta, en las
que parte de los grupos silanoles se han hecho reaccionar con cadenas alquilicas de
longitud intermedia y otra parte con sustituyentes que permiten el intercambio cationi-
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co, por lo que se pueden dar interacciones de tipo polar y apolar. La aparicion de este
tipo de columnas ha permitido que la extraccion en fase sélida, que en principio se uti-
liz6 unicamente para la extraccién de compuestos concretos o familias de compuestos,
se esté aplicando de forma generalizada para todo tipo de muestras. Las fases mixtas
son capaces de retener a un pH adecuado a las sustancias acidas y neutras por inter-
acciones hidrofébicas con las cadenas alquilicas y a las sustancias basicas por interac-
ciones con los grupos de intercambio catidnico. La eluciéon diferencial se lleva a cabo
por el ajuste adecuado de pH y la eleccion correcta del disolvente. En caso de mues-
tras especialmente sucias se pueden utilizar secuencialmente dos columnas, con fases
iguales o diferentes, para primero eliminar interferencias como grasas o pigmentos bi-
liares y proceder después a la extraccion propiamente dicha.

Los factores criticos a tener en cuenta al afrontar una extraccién en fase sélida
una vez establecido el procedimiento son el ajuste del pH, la velocidad de flujo en las
distintas etapas y el control de los tiempos de secado. También hay que tener en cuen-
ta que pueden existir variaciones en la manufactura de las columnas de un mismo o di-
ferente lote comercial, que puede ser la causa de variaciones en los rendimientos. De
ahi la importancia del empleo de un estandar interno adecuado.

Recientemente se ha dado un paso mas en la extraccion en fase soélida, son los
discos de extraccion en fase solida, cuya principal ventaja es la reduccién en el volu-
men de muestra y de disolvente. Se han publicado los primeros trabajos sobre la apli-
cacion de estos discos a la sistematica analitica toxicologica de muestras de orina con
resultados satisfactorios.

En la microextraccion en fase sélida los analitos son adsorbidos directamente
desde la muestra a una fibra de silice fundida ligada quimicamente con la fase estacio-
naria apropiada. La fibra esta incluida en el émbolo de una jeringa especial. Para que
se produzca la adsorcion la fibra entra en contacto con la muestra, directamente o con
el espacio en cabeza, durante el tiempo adecuado y a la temperatura que se establez-
ca como 6ptima. Los analitos se desorben mediante un solvente fuerte en el loop de
inyeccion del cromatégrafo liquido. Esta conexion con la cromatografia liquida de alta
resolucion abre el campo de aplicacion de este tipo de extraccion.

Aunque hoy en dia su aplicacion se limita a familias concretas de compuestos,
mencionaremos también la extraccion por inmunoadsorcién. Se basa en la interaccion
selectiva entre el anticuerpo y el analito por lo que permite una extraccion altamente
selectiva, aumentando la sensibilidad y la recuperacion. No es necesario el pretrata-
miento de la muestra para la liberacion de los conjugados y permite la inyeccion dire-
cta en HPLC.

La SPE ha eliminado la necesidad de manejar grandes volimenes de solventes
organicos. Permite al analista la capacidad de obtener muestras en el campo. Debido a
gue grandes volumenes de muestras acuosas pueden ser pasadas a través de un car-
tucho de extraccion en fase soélida, esto elimina la necesidad de transportar litros de li-
quidos en botellas de vidrio hasta el laboratorio de analisis. En cambio, el analista s6lo
necesita transportar pequefios cartuchos de SPE.

La formacién de emulsiones, la cual es uno de los mayores problemas de la ex-
traccion liquido liquido en muestras biolégicas, es rara vez un problema. La reduccion
de solvente organico necesario minimiza la exposicion a solventes peligrosos.Los cartu-
chos estan construidos con polipropileno del tipo utilizado en medicina, por lo que las
posibles contaminaciones derivadas de material de vidrio mal lavado es improbable.

La adsorcion de los analitos desde una matriz acuosa requiere de varias etapas,
incluyendo la activacion del sorbente — etapa usualmente denominada acondiciona-
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miento — la adicién de la muestra, lavado, secado y elucion. La figura 6 muestra el
procedimiento esquematicamente. En este caso particular, el sorbente de fase reversa
es primero acondicionado con el solvente de elucion (hexano), seguido por el solvente
de lavado (metanol) y el solvente del analito (agua). La muestra es aplicada lentamen-
te y el agua que atraviesa el lecho del cartucho es descartada.

El cartucho es lavado con metanol y finalmente eluido con hexano. El acondicio-
namiento del sorbente asegura la maxima interaccion entre el sorbente y los analitos
en la fase acuosa. Tipicamente, se requieren de 5 a 10 ml de solvente de elucion para
una eluciéon completa. La adicién de la muestra puede realizarse forzando el liquido a
través de la columna de extraccion. En orden a incrementar la eficiencia de adsorcion
del sorbente, las interacciones entre el analito y el agua deben debilitarse. Usualmente,
esto puede hacerse incrementando la fuerza idnica de la matriz acuosa, con el agrega-
do de sales como sulfato de amonio o cloruro de sodio.

6. 2. 2. Métodos enzimaticos

Las proteinas con capacidad para aumentar la velocidad de una determinada re-
accion quimica se denominan enzimas. Los métodos enzimaticos son aquellos en los
cuales, la adicion de la enzima a la muestra produce directa o indirectamente la apari-
cion de un producto medible. En los métodos enzimaticos denominados cinéticos se
mide la velocidad de la reaccion mediante la medida de la variacion de la absorbancia
en el tiempo y esto se relaciona con la concentracion. Es una medicion continua, a di-
ferencia de la del punto final, se mide en tiempos regulares. Se puede medir la canti-
dad de sustrato no transformado 0 la cantidad de producto formado.

Lo mas frecuente es que se utilicen reacciones de primer orden que se caracteri-
zan por presentar curvas de concentracion frente al tiempo lineales. Se produce una
variacion de la Absorbancia en el intervalo de tiempo que es directamente proporcional
a la concentracion inicial de sustrato si se mantienen constantes los tiempos de medi-
da.

Las reacciones enzimaticas estan basadas en la Ley de Accién de Masas o Equili-
brio de las Reacciones, que sigue el siguiente esquema: las enzimas (E) reaccionan
ofreciendo su sitio activo al sustrato (S) con el cual se acoplan y forman un complejo
(ES), donde el enzima actla con gran rapidez hasta liberar el producto transformado
(P). El enzima no se altera, quedando libre para volver a fijar otra molécula de sustra-
to. Si mantenemos constantes las condiciones de la reaccién (pH; temperatura; cofac-
tores y la concentracion de la enzima) la velocidad aumentara a medida que aumente
la concentracion del sustrato, hasta que lleguemos a un punto en el cual se alcanza la
Velocidad Maxima (Vmax) y a partir del cual la velocidad es constante. Aunque siga-
mos aumentando la concentracion del sustrato, como la enzima esté saturada, la velo-
cidad deja de aumentar:

E+S—>» ES —»E+P
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Ecuacién de Michaelis-Menten:

Vmax [SO ]

o
K, +S,

Donde v, es la denominada velocidad inicial, es decir la velocidad de reaccién
cuando la concentracion de sustrato es muy grande (usualmente mayor a 6 Ky). Vimax
es la velocidad méaxima de catalisis en condiciones saturantes de sustrato. S, es la con-
centracion de sustrato a tiempo cero. KM es la denominada constante de Michaelis
Menten. Es la concentracion de un sustrato en moles/L con la cual la velocidad de la
reaccion es la mitad de la velocidad méxima. Es caracteristica de cada enzima con su
sustrato a una temperatura y composicion del buffer de reacciéon determinadas y nos
da informacion de la afinidad que tiene el enzima por su sustrato.

Cinética de primer orden: se habla de cinética de primer orden cuando las con-
centraciones de sustrato son bajas y, por lo tanto, la velocidad es una funcién lineal de
la cantidad de sustrato.

Cinética de orden cero: se habla de cinética de orden cero cuando la concentra-
cion de sustrato es muy alta y, por lo tanto, la velocidad es independiente de la con-
centracion de sustrato.

Para una KM alta, la mitad de la Vmax se alcanzarda con una concentraciéon de
sustrato alta, y la velocidad de la reaccién es lenta.

Para una KM baja, la velocidad de la reaccion es rapida porque con una concen-
tracién baja se llega rapido a la velocidad méxima.

Por lo tanto, las determinaciones cinéticas de las concentraciones de sustancias
requieren enzimas con constantes de Michaelis altas para que la velocidad de la reac-
cion sea lenta, se tarde mas en llegar a la velocidad méaxima y podamos medir mayor
cantidad de sustrato.

En el caso de las proteina-fosfatasas, estas actlan sobre un sustrato organico
que lleva unido un éster del acido fosforico. La sustancia quimica o molécula bioldgica
sobre la cual ejerce su accion se denomina sustrato. Las enzimas son muy sensibles a
los agentes oxidantes, cambios de pH, iones metalicos que pueden tener una funcion
activadora (en este caso lo denominamos cofactor) o inhibidora. Asimismo, otras sus-
tancias pueden inhibir en forma reversible o irreversible la funcién de una enzima, tal
es el caso de las microcistinas y nodularinas sobre las proteinas fosfatasas de las fami-
lias PP1 y PP2.

La accion de la enzima sobre el sustrato puede cuantificarse mediante el concep-
to de actividad. Esta puede definirse en funcion de la definicion de la unidad de activi-
dad: es la cantidad de micromoles de producto que son producidos por minuto y por
ml a una temperatura especifica y en un buffer de caracteristicas determinadas. La ac-
tividad permite especificar la capacidad que tiene una mezcla de varias proteinas de
catalizar una determinada reaccion; asi, no es necesario que la proteina se halle pura,
siempre que no haya otras proteinas con la misma especificidad quimica que compitan
por el mismo sustrato o posean igual producto final.

En ensayo para determinar la presencia de las microcistinas y/o nodularinas se
sustenta en la actividad enzimética de la proteina fosfatasa 1A (PP1A) sobre el sustrato
p- nitro fenol fosfato (Fig. 9). El producto de esta reaccion, el p-nitrofenol, es de color
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amarillo y su presencia puede ser analizada en un colorimetro sencillo 0 en un espec-
trofotémetro.

El ensayo se fundamenta en que el efecto inhibitorio de las microcistinas sobre la
enzima PP1A es mayor cuando aumenta la concentracion de toxinas en la muestra de
agua bajo estudio.

OH

0 jﬁ—o H
0
pH 8.4 (\)H
PP2A + — > + 0 fF"—o H + PP2A
4
05 nm OH
NO , NO,
INCOLORO AMARILLO

Fig. 9: Reaccion entre el p-nitro fenol fosfato con la enzima PP2A.

Interpretacion de resultados:

El procedimiento, si bien cumple en términos de sensibilidad con el propuesto por
la OMS, debe ser considerado dentro de los métodos de screening, y bajo ningin con-
cepto puede utilizarse para emitir un informe positivo de presencia de microcistinas en
una muestra. Una situacion méas aceptable, desde el punto de vista quimico, es el
clean-up de la muestra mediante SPE y reanalizar la misma. Sin embargo, la medicion
se basa en la inhibicién de la actividad de la enzima, la cual no distingue entre las més
de 70 variantes de microcistinas conocidas, debiendo expresarse como equivalente a
microcistina LR, debiendo ser confirmada mediante cromatografia liquida con arreglo
de diodos al menos.

6. 2. 3. Métodos Espectrofotométricos

Cuando una particula que se encuentra en estado de reposo o estado fundamen-
tal interacciona con un haz de luz, absorbe energia y se transforma en una particula en
estado excitado. La molécula absorbe la de la onda y aumenta su energia, y ese au-
mento de energia es igual a la energia de la radiacién electromagnética absorbida (E =
h.v). La particula en estado excitado tiende a volver de forma esponténea a su estado
de reposo desprendiendo la energia absorbida en forma de calor. Cada especie absor-
bente, que recibe el nombre de cromdgeno, tiene un determinado espectro de absor-
cion. El espectro de absorciéon es un grafico donde se representa en ordenadas la Ab-
sorbancia y en abcisas la longitud de onda. La medida de la cantidad de luz absorbida
por una solucion es el fundamento de la espectrofotometria de absorcion.

Por eso es importante trabajar a la longitud de onda a la que la sustancia estu-
diada absorbe la mayor cantidad de luz (a mayor cantidad de luz, mayor cantidad de
sustancia).

Leyes de Absorcion

Cuando un haz de luz monocromatica pasa a través de una sustancia, se registra
una cierta pérdida de energia, debido a la absorcién por parte de la sustancia. La rela-
cion entre la luz incidente y la luz transmitida se denomina Transmitancia:
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%T = (It / 1o ) x 100.

Se puede perder intensidad por la interaccion con la cubeta o el solvente. Para
evitar este error se hace una primera medida con una solucion de referencia o BLAN-
CO, que contiene todos los posibles compuestos gque intervienen en la lectura menos el
que vamos a medir. Todas las medidas que se hagan con posterioridad seran referidas
a esta medida inicial y se haran en la misma cubeta que se utiliz6 en la medida del
blanco. La relacion entre la absorbancia y la transmitancia es la siguiente:

Si el %T =100 A =2-log T = 2-log 100 =0

Siel %T =0 entonces A=2-log0=2

Ley de Beer

La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a la concentracion
y al camino Optico de la radiacion. La expresion matematica que rige esta relacion
cuantitativa es:

A=¢€Db.c

Siendo, A: absorbancia. Pardmetro adimensional. €: coeficiente de extincion
molar. Es constante para un compuesto dado siempre que se fijen condiciones
de longitud de onda, de pH, de temperatura, de solventes, etc. Sus unidades son
1/(mol/cm). b: es la longitud de paso de la luz, en cm, normalmente el valor es
unitario. c: es la concentracion del analito responsable de la absorcién. Se mide
en mol/L.

Conociendo la absorbancia de una sustancia podemos averiguar su concentracion
y esto se realiza usualmente a través de una curva de calibracion: esta es la represen-
tacion gréfica en un eje de coordenadas de la absorbancia (eje de ordenadas) frente a
la Concentracion (eje de abcisas). Se ensayan varias soluciones de concentracion co-
nocida y se determinan sus A, construyéndose la curva de calibrado, que es una recta.
Una vez ensayadas las soluciones problemas, su concentracion se averigua por interpo-
lacion de las A de las soluciones problema en la curva de calibracion.

La aplicacion de la Ley de Beer produce respuesta lineal en un intervalo de con-
centraciones que debe determinarse experimentalmente. Cuando la concentracion del
cromégeno sobrepasa los limites de linealidad se deja de cumplir la Ley de Beer, con-
virtiéndose la recta en una curva. La lectura de la absorbancia fuera de los limites de
linealidad se traduce en una concentracion falsamente baja de cromdgeno. En esta si-
tuacion, hay que diluir la muestra para que su concentracion entre en los limites de la
linealidad.

Se distinguen dos tipos de aparatos denominados Espectrofotometro:

Fotometro o Colorimetro: se caracterizan porque utilizan filtros que solo permiten
el paso de una determinado ancho de banda que contiene a la longitud requerida.
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Espectrofotometros: utilizan monocromadores. Con ellos se obtiene un haz de luz
monocromatico cuya longitud de onda se varia a voluntad. Los monocromadores pue-
den ser de dos tipos: prismas y redes de difraccion.

6. 2. 4. Metodos Inmunoldgicos

Los inmunoensayos se basan en la reaccion especifica que se produce cuando un
antigeno se enfrenta con un anticuerpo. La técnica tradicional consiste en mezclar un
volumen de muestra conteniendo la droga a ensayar, con una cantidad fija de un anti-
cuerpo especifico (monoclonal o policlonal) fijado en una policubeta, y una cantidad fi-
ja de la misma droga marcada sintéticamente con una enzima activa por ejemplo. De
este modo se establece una competencia entre la droga marcada (Droga*) y la presen-
te en la muestra (Droga) por los sitios de union del anticuerpo. En forma simple se es-
guematiza esta competencia:

Antigeno*+ Antigeno + Anticuerpo m——> Antigeno>- Anticuerpo + Antigeno - Anticuerpo

La probabilidad de que una molécula marcada o sin marcar se una al anticuerpo
depende de su concentracion. Se requieren instrumentos capaces de evaluar el punto
final de la reaccion y comparar la respuesta del test contra estdndares conocidos. De
acuerdo al tipo de marca es el método analitico de medida empleado.

Cuando en algunos casos no puede diferenciarse la sefial producida por el analito
marcado unida al anticuerpo y el analito marcado libre, siendo necesario separarlas an-
tes de efectuar la medida. Estos ensayos se conocen como heterogéneos, e involucran
principalmente a los radioinmunoensayos. Cuando esta separacién no es necesaria,
porgue la sefial producida por el analito marcado se diferencia si esta libre o unido, el
ensayo se llama Aomogéneo. Esta diferencia ocurre porque la sefial es suprimida, alte-
rada o producida en la union con el anticuerpo.

Los inmunoensayos Opticos (donde la sefial medida es un cambio dptico, como
absorbancia UV, fluorescencia o luminiscencia) pertenecen a este tipo. Pero esta venta-
ja se logra a costa de una menor sensibilidad debido a que la sefial 6ptica es medida
en presencia del fluido bioldgico original. Para aumentar la sensibilidad se crearon in-
munoensayos Opticos heterogéneos.

Los inmunoensayos Opticos (donde la sefial medida es un cambio 6ptico, como
absorbancia UV, fluorescencia o luminiscencia) pertenecen a este tipo. Pero esta venta-
ja se logra a costa de una menor sensibilidad debido a que la sefial 6ptica es medida
en presencia del fluido bioldgico original. Para aumentar la sensibilidad se crearon in-
munoensayos Opticos heterogéneos.

Es importante definir dos pardmetros para los ensayos inmunolégicos: la sensibi-
lidad y el limite de deteccion.

La sensibilidad del ensayo es el cambio en la respuesta por cada cambio en la
cantidad de reactante. En un grafico de dosis respuesta, la sensibilidad es la pendiente
de la curva en un punto determinado; debido a que muchas veces las curvas dosis-
respuesta son sigmoideas, la sensibilidad no es constante.

El /imite de deteccion se define como la minima cantidad de inmunorreactante
gue puede detectar el sistema. Un elemento esencial es establecer el valor de discrimi-

Oliver - Rasile 109



Cianobacterias y Cianotoxinas — Identificacién, Toxicologia, Monitoreo y Evaluacién de Riesgo

nacioén entre una muestra positiva y una muestra negativa. Este valor se denomina va-
lor de corte o “cut-off”. En los inmunoensayos, los sueros negativos muestran un com-
portamiento que se asemeja a una distribucién normal, pero presentan un sesgo posi-
tivo o tendencia a producir valores de absorbancia o titulos més altos que los espera-
dos si siguieran una distribucion normal.

Frecuencia

Motmal sesgo+

Absorbaticia

Puede calcularse el desvio standard, DS, como:

(DS)* =3 (X;=m)?
n-1

n: n® de sueros negativos analizados, m: media aritmética, X;: absorbancia de
cada suero

La sensibilidad de los inmunoensayos Opticos es comparable a la de Cromatogra-
fia Gaseosa. Sin embargo la especificidad es menor, ya que pueden existir reacciones
cruzadas de los anticuerpos empleados, con sustancias que posean una estructura
quimica similar a la del analito en cuestion. Ademas, como ciertos anticuerpos estan
destinados a la determinacion de familias de farmacos, debe tenerse en cuenta que no
todos los compuestos incluidos en la misma familia tendran la misma reactividad con el
anticuerpo.

De todos ellos el RIA posee el mayor limite de deteccion (del orden del picogra-
mo/mililitro). Sin embargo posee algunas desventajas que han llevado a su reemplazo
por alguno de los demés inmunoensayos (cuyos limites de deteccion estén en el orden
de los nanogramos/mililitro)

Los enzimoinmunoensayos mas difundidos son el ELISA (Enzyme linked inmuno-
sorbent assay) y el EMIT (Enzyme multiplied inmunoassay technique). EI ELISA es un
inmunoensayo enzimatico competitivo y heterogéneo. La actividad enzimética se mide
por la conversion catalizada enziméaticamente de un compuesto incoloro o no fluores-
cente en uno coloreado o fluorescente. Tiene el mismo fundamento que el RIA pero no
utiliza marcadores radiactivos.

Método de ELISA para deteccion de Cianotoxinas

El principio por el cual es posible la deteccion de moléculas como las cianotoxinas
mediante métodos inmunoldgicos es que los anticuerpos son capaces de reconocer es-
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pecificamente cualquier estructura quimica que pueda en cierto grado interaccionar
con ellos.

Los inmunoensayos como herramienta analitica para el andlisis de presencia de
cianotoxinas y su cuantificacion, poseen ventajas, ya que, son métodos de alta sensi-
bilidad y especificidad, la muestra requiere menor pretratamiento, generalmente resul-
tan baratos, permitiendo el procesamiento simultaneo de un gran nimero de muestras
y resultan simples y faciles de instrumentar; pero también poseen sus desventajas, en-
tre ellas mencionaremos en especial el efecto de la matriz, permite un ensayo por
compuesto o grupo de compuestos.

Los ensayos de ELISA se desarrollaron como procedimientos para determinar un
grupo de polutantes ambientales incluidas las toxinas algales. Los investigadores de-
mostraron que es posible generar y obtener anticuerpos especificos contra moléculas
de microcistina. Las microcistinas son moléculas pequefias que por si mismas no son
inmunogénicas por lo que, para lograr los anticuerpos especificos deben ser primero
ser conjugadas a una proteina.

Existen distintos kits de ELISA comerciales disponibles en el mercado y en gene-
ral los fabricantes proveen instrucciones detalladas para su uso. Ejemplos de los kits
mencionados son:

EnviroLogix Inc. Pértland, Me, USA
Strategic Diagnostics Inc., Newark, DE, USA

Wako Chemicals, Osaka, Japon

Muchos han sido desarrollados a través de la conjugacion con el residuo de &cido
glutdmico y reconocimiento principalmente del ADDA. Los resultados son generalmente
expresados como pg/ml de MC-LR que constituye el estandar del kit. Ademas estos kits
operan con una sensibilidad que permite estimar la concentracién de microcistinas por
debajo del limite recomendado por la WHO (1ug/L). El limite de deteccion logrado con
esta técnica es de 0, 05 pg/L sin preconcentracion.

Los inmunoensayos de ELISA (Enzime linked inmunoassay) no son un reemplazo
de los métodos instrumentales pero constituyen una buena alternativa de screening
para Microcistinas en muestras de agua.

La técnica de ELISA es una valiosa herramienta para realizar una estimacion glo-
bal de la presencia de microcistinas en muestras de agua. Sin embargo no es facil rela-
cionar el resultado obtenido a partir de esta técnica con la toxicidad de la muestra. La
reaccion cruzada que puede ocurrir con un grupo de microcistinas y nodularinas de-
pendera de la similitud estructural que presenten estas respecto de la microcistina
(generalmente microcistina LR) que se utilizo para generar el anticuerpo especifico uti-
lizado en el kit de deteccion.

No todas las variantes de microcistina se detectan con igual sensibilidad. La simi-
litud estructural que puede originar reaccion cruzada no implica necesariamente una
toxicidad similar. Dependiendo de la reactividad cruzada y de la toxicidad de una mi-
crocistina es que el ensayo de ELISA puede sobre estimar o subestimar la concentra-
cién de la toxina en términos de toxicidad equivalente de microcistina LR.

Para demostrar la verdadera ausencia de cianotoxinas debe demostrase la au-
sencia de cianobacterias mediante técnicas de aislamiento a partir de muestras de
agua. No obstante, se ha informado de la presencia de cianotoxinas en ausencia de
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cianobacterias, asi como se ha descrito la presencia de cianobacterias no productoras
de toxinas, por lo que la presencia o ausencia de un aislamiento no es un elemento
gue permita descartar la ausencia de toxinas en el agua.

En el caso de moléculas pequefias el formato de ensayo de ELISA es de competi-
cion. Existen muchos disefios de sistema de ELISA para la deteccién de microcistinas y
nodularinas de los cuales vamos a describir el fundamento de los mas utilizados en el
mercado. El inmunoensayo para microcistina es un ensayo de directo de competicion
por el anticuerpo entre la microcistina libre (en la muestra) y la microcistina inmoviliza-
da (adsorbida e la placa).

Para la determinacién de microcistina se utiliza el ensayo inmunoenzimético por
inhibicion competitiva. La concentracion de microcistina es inversamente proporcional a
la intensidad de color obtenido.

Interpretacion de Resultados:

Los métodos inmunolégicos constituyen una alternativa valida para el screening
de microcistinas, aunque sus resultados deben verificados por un método cromatogré-
fico. Asimismo, los kits comerciales se encuentran validados en una matriz determina-
da, por lo que no se aconseja utilizarlo en matrices diferentes.

6. 3. Validacion de Métodos

Cuantificacion mediante Cromatografia

La cuantificacibn mediante cromatografia — liquida o gaseosa — se realiza usual-
mente por uno de dos métodos: adicion de un estdndar interno o mediante una curva
de calibracion. A continuacion veremos los célculos y requisitos comunes a ambos mé-
todos.

Exactitud

La exactitud se define como la cercania del valor de una medida al verdadero va-
lor. Este ultimo suele definirse como el valor del analito que se agrega a una muestra
que originalmente no lo contiene. Tipicamente, la exactitud se determina mediante los
[lamados estudios de recuperacion.

En cualquier método utilizado para medir un analito en una matriz compleja, de-
be realizarse un ensayo de recuperacion agregando a la matriz utilizada el analito en
forma pura en varios niveles de concentracion, de forma de cuantificar la recuperacion
del método. En otras palabras, no debe asumirse que el 100 % del analito ser& recupe-
rado de su matriz, en la practica, la diferencia observada debe considerarse en la cuan-
tificacion final.

La recuperacion de un analito deberia testearse a niveles de un 50, 75, 100, 125
y 150 % de los niveles esperables — en el caso de la microcistina, 1 ppb -. El estable-
cimiento de una linea de base que permita excluir compuestos que se superpongan en
los métodos cromatograficos es indispensable: pueden existir sustancias interferentes
en la muestra o en nuevo lote de reactivos (Ej.: contaminacién con ftalatos).
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Aplicada esta consideracion a la determinacion de toxinas en aguas, debe hacer-
se agregados de microcistina LR (por ejemplo) u otras toxinas, a muestras de agua de
rio que carezcan de la toxina, a varios niveles de concentracién. Las muestras deben
repetirse al menos por triplicado y someterse al proceso de analisis en la forma rutina-
ria. En base a la cantidad originalmente adicionada y a la medida por el método utiliza-
do, podremos calcular el porcentaje de recuperacién. Un método adecuado es relati-
vamente insensible a los niveles de concentracion del analito en cuestion.

Precision

La precision puede definirse como el grado de similitud entre analisis individuales
cuando el procedimiento es aplicado repetidamente a multiples alicuotas de una mues-
tra homogénea. La precision se determina mediante el célculo del valor medio y la
desviacién estandar. Asociada a ambas, el calculo del coeficiente de variacion también
resulta una medida util para establecer el error aleatorio del operador. Para componen-
tes minoritarios como las toxinas un coeficiente de variacion de 10 % es aceptable.

Linealidad y Rango

La linealidad establece el rango de concentraciones en el cual el método produce
una respuesta lineal. La linealidad se establece analizando una serie de muestras con
concentraciones crecientes del analito bajo estudio, con el nivel esperado del mismo
dentro del intervalo estudiado. Usualmente el grado de linealidad se analiza estadisti-
camente mediante el método de cuadrados minimos. El rango son los extremos de
concentracion inferiores y superiores donde el método conserva caracteristicas de li-
nealidad, sensibilidad y especificidad.

Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Dos caracteristicas importantes de un método son el limite de deteccion (LDD) y
el limite de cuantificacion (LDC). El limite de deteccion puede ser considerado como la
cantidad méas pequefa del analito que produce una respuesta detectable (tipicamente
3 veces la linea de base). El limite de cuantificacion suele fijarse como la menor con-
centracion a la cual se obtiene la menor reproducibilidad, y se acepta un nivel de rela-
cion sefial a ruido de 10 en la cual el coeficiente de variacion es de 3 %.

Método del Estandar Interno

En cromatografia cuantitativa la mayor precision se consigue agregando un es-
tandar interno a los patrones y a las muestras. Esto permite que los mismos factores
que afectan a la recuperacion del analito a través de la extraccion de la muestra,
clean-up e inyeccion de la misma en el cromatdgrafo.

Para poder aplicar el método, se requiere conocer primero, para una serie de
muestras blanco (muestras que no contienen el analito), la relacién de &reas del es-
tandar interno y del analito. Para obtenerlas, adicionar a cada muestra de agua una
cantidad constante y exactamente conocida del estandar interno y cantidades crecien-
tes de las toxinas a medir. Una vez obtenido a partir de los cromatogramas el cociente
de las areas del estandar interno y de los analitos, graficarlos en funcion de la concen-
tracion del analito.

Aplicando el método estadistico de los cuadrados minimos verificar el rango de
respuesta lineal. Si el intervalo comprende el de las concentraciones esperadas (en el
caso de las microcistinas, debe comprender la concentracion limite de 1 ppb), no resul-

Oliver - Rasile 113



Cianobacterias y Cianotoxinas — Identificacién, Toxicologia, Monitoreo y Evaluacién de Riesgo

ta necesario trabajar rutinariamente con una series de muestras adicionadas, sino con
un triplicado de muestras adicionadas al nivel de 1 ppb inicial.

La formula utilizada para el célculo contiene el denominado factor de respuesta,
gue normaliza la diferente respuesta de diferentes concentraciones de analito (por ej:
microcistina LR) y de estandar interno (por ejemplo, nodularina).

Férmula de célculo:

Cmictr = Mpop-fi-Amic LR/Ast

donde: msres la masa (ugr.) de nodularina utilizada como esténdar interno, f; es
el factor de respuesta el cual esta dado por la expresion fi= (Wmic 1rR*Anod)/ (Wnod™Amic
r)- Las areas se refieren a las obtenidas de un vial con una concentracion conocida de
microcistina LR y nodularina. Wy,.= masa de pug de microcistina. Cyop = 0,5 ppb, Chic
r= 0,5 ppb, las areas son aquellas medidas en el vial fi.

Preparacion del fi:

Medir 500 ml de agua que se ha comprobado que carece de toxinas, agregar 5
ml de estdndar de nodularina 50 ppb y 5 ml de microcistina LR 50 ppb. Corregir por la
dilucion y calcular las concentraciones finales. Procesar estas muestras de agua como
una muestra normal. Procesar el menos tres muestras, sobre todo después de cambiar
lotes de columnas SPE, solventes de extraccidon y columnas cromatograficos.

6. 4. Elaboracion del informe

Los resultados encontrados deben registrarse en una planilla indicando la fecha,
el nombre del paciente y otros datos de informacion relevantes incluyendo el nimero y
naturaleza de la muestra recibida para el analisis y el ensayo realizado. Asimismo, es
importante considerar que un analisis en el cual no se detectan compuestos en agua,
plasma, suero u orina u otro tipo de muestra, debe indicarse el limite de deteccion del
método.

El informe debera consignarse la sensibilidad y especificidad que seran obtenidas
de bibliografia, y la precision y exactitud de los mismos, es decir, el desenvolvimiento
particular de la metodologia, cuando corresponda. Debe ponerse atencion entonces en
los rangos de seguridad de los datos entregados y las cifras significativas con que se
informan. También se anotaran posibles interferencias que podrian haber modificado
los resultados.

Antes de emitir el informe, todos los datos analiticos deben ser revisados por una
persona con capacidad cientifica y con experiencia en los métodos analiticos emplea-
dos. La revisiéon debe incluir, al menos, documentacién sobre la cadena de custodia,
validez de los datos analiticos cualitativos y cuantitativos (cromatogramas de la mues-
tra, de patrones y de un blanco) y datos del control de calidad. Por uGltimo se emitira
un informe escrito que presente los resultados del andlisis y toda la informacion rele-
vante de forma clara, exacta y sin ambigiiedades.

Es necesario disponer de un archivo de registros, que documente las actividades
y operaciones llevadas a cabo y que incluya una copia del informe, datos de la cadena
de custodia, hojas de trabajo, datos de laboratorio y registros de los andlisis de garan-
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tia de calidad y de los controles de calidad. Ello debe ser lo mas claro posible de mane-
ra que permita seguir todos los pasos del andlisis y elaborar conclusiones en caso de
desviaciones. Se deben guardar durante un tiempo, que depende de las normativas
gubernamentales, pero que, en general, es como minimo de cinco afos y tienen, por
tanto, un valor potencial a largo plazo, sobre todo en los analisis toxicoldgicos que
puedan estar envueltos en litigios, especialmente cuando los juicios se celebran afios
después de haber emitido el informe.

Tradicionalmente se han usado diferentes tipos de microensayos quimicos que de
forma presuntiva y rapida dieran informacion cualitativa sobre la presencia de toxicos
individuales, o de grupos y familias de medicamentos y drogas. Los resultados de estos
ensayos y procedimientos, conocidos usualmente como "métodos de screening”, debi-
an ser confirmados por otras técnicas o procedimientos de mayor capacidad identifica-
tiva y que posteriormente, permitieran la correspondiente cuantificacion. La evolucion
de estas técnicas ha llegado al actual auge de los inmunoensayos, que fundamental-
mente estan desarrollados para muestras liquidas con bajas interferencias de la matriz,
tales como orina, aguas, sueros, etc.
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Capitulo 7:
Toma de muestra de agua en diferentes ambientes para determinaciones
de algas y toxinas. Procedimientos analiticos.
Métodos de deteccion de cianotoxinas
Dario Andrinolo

Ricardo Echenique
Daniela Sedan

7. 1. Introduccion

Al enfrentarnos a un florecimiento de cianobacterias o a la sospecha de la exis-
tencia del mismo es de vital importancia adoptar una actitud preventiva, considerando-
lo como toxigénico hasta que podamos demostrar lo contrario.

Como primera medida se debera realizar una correcta toma de muestra que ga-
rantice la representatividad del material recolectado, a partir del cual se podran realizar
estudios que permitan tanto identificar y cuantificar a las cianobacterias responsables
del florecimiento, como detectar y cuantificar las toxinas presentes.

Asi mismo, a efectos de confirmar o descartar la presencia de cianotoxinas en el
cuerpo de agua en cuestion, es fundamental realizar un adecuado almacenamiento de
las muestras para poder garantizar que los resultados que surjan del posterior trata-
miento y andlisis por técnicas analiticas y/o bio-analiticas de estas muestras reflejen en
realidad lo que esta ocurriendo en el cuerpo de agua que presenta el florecimiento.

Una vez obtenida la muestra se debe decidir cual serd la mejor secuencia de pro-
cedimientos a realizar sobre el material recolectado a fin de llevar a cabo una correcta
extraccion y adecuacion de la muestra, como paso previo al andlisis de las mismas, pa-
ra evitar la pérdida de toxinas por un manejo inadecuado de las muestras que en mu-
chos casos puede ser de gran importancia.

El siguiente paso sera realizar una cuidadosa seleccion de los métodos analiticos
y/0 bio-analiticos que se llevaran a cabo teniendo en cuenta caracteristicas como:

Fundamento del método

Validez como método preliminar (Screening)
Selectividad

Especificidad

Sensibilidad

Duracién del ensayo

Infraestructura necesaria

Disponibilidad de materiales

Costos
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Ventajas y Desventajas del método

Consideraciones éticas

De esta manera podremos confeccionar una secuencia légica de técnicas a reali-
zar que nos permitiran optimizar los recursos disponibles y obtener en el menor tiempo
posible, con los menores costos y con el mayor rendimiento, la mayor cantidad de in-
formacion a partir de las muestras recolectadas.

Finalmente, una vez definido esto, se llevaran a cabo las técnicas seleccionadas
gue mejor se adecuen a las condiciones de cada laboratorio en particular. Con los da-
tos obtenidos a partir de las mismas se podra elaborar el correspondiente informe que
indique el estado de situacion, el cual servira de base para realizar un correcto manejo
del cuerpo de agua.

En este manual se presentan algunos métodos aplicables al muestreo y al anali-
sis biolégico y quimico de cianobacterias y cianotoxinas. Este capitulo no intenta ser
una compilacion de métodos sino una guia para los técnicos y profesionales que deban
trabajar con estos florecimientos.

Los protocolos que se presentan tiene como objetivo ser una guia para la accién
de quienes se vean enfrentados a la necesidad de:

Detectar, cuantificar e identificar las especies de cianobacterias potencialmente
tdxicas presentes en el ambiente.

Realizar un seguimiento de la presencia de cianotoxinas en el ambiente.

7. 2. Toma de Muestra

La toma de muestra, como en cualquier tipo de andlisis que se quiera realizar, es
uno de los pasos fundamentales de todo el proceso; ya que con un correcto muestreo
se evitaran varios inconvenientes o incégnitas que pueden surgir mas adelante, fun-
damentalmente en el momento de realizar los calculos y el correspondiente informe.

Debemos plantear la toma de muestra teniendo en consideracion todos aquellos
detalles y cuidados que nos llevaran a obtener calidad y cantidad de muestra adecua-
da, asi como ciertos parametros que nos seran de gran utilidad al momento de evaluar
los resultados.

Asi, el proceso de toma de muestra dependeré de:
Objetivos del andlisis.

Caso particular a ser estudiado.

Condiciones del ambiente.

Equipos disponibles.

7.2.1. Toma de muestra de agua de rio , lagos y lagunas

En general se podran tomar dos tipos de muestras: cualitativas, como las extrai-
das con frasco o red, que seran utiles para identificar organismos presentes o realizar
ensayos ratén; y cuantitativas, como las tomadas con botella Van Dorn las cuales nos
proporcionan una muestra representativa de la columna de agua que sera atil para de-
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terminar la densidad celular, relacién porcentual de las distintas especies en la mues-
tra, clorofila, toxinas, nutrientes (nitratos, fosfatos, etc).

Ademas de realizar correctamente la toma de muestra es importante llevar un
cuidadoso registro de las caracteristicas y parametros determinados “/n situ” en cada
punto de muestreo.

Para ello se utilizara una planilla de campo donde se indicara fecha, hora, locali-
zacion del lugar de muestreo, nivel del rio, profundidad, caracteristicas morfométricas
del cuerpo de agua, condiciones meteorologicas, direccion e intensidad del viento y
otras caracteristicas relevantes como el color, olor y aspecto del agua, etc.

Antes de la extraccion de la muestra propiamente dicha se realizara la medicién
de parametros “in situ” como temperatura, conductividad eléctrica, pH, O, disuelto uti-
lizando censores de campo y transparencia del agua con disco de Secchi.

La profundidad a la cual es visible un objeto bajo el agua, como el disco de Sec-
chi (Fig. 1), proporciona una medida de la transparencia de la misma. Asi, mientras
mayor sea la turbidez del agua, la visibilidad del disco de Secchi serd& menor. Esta tur-
bidez, causada por los florecimientos y las particulas de sedimentos y/o materia orga-
nica en suspension, restringe la penetracion de la luz en el cuerpo de agua. Por lo tan-
to, la informacién obtenida por este procedimiento es la profundidad de penetracion de
la luz, pero debemos tener presente que el fitoplancton tiene capacidad fotosintética
aun a una profundidad que alcanza el doble de la medida con el disco de Secchi.

Para realizar esta determinacion se sumerge el disco hasta que desaparezca y se
registra la profundidad medida en metros. El disco debe ser observado directamente
desde arriba. Luego se baja un poco mas el disco y se comienza a subir el mismo hasta
gue aparezca, registrando nuevamente la profundidad. El promedio entre estas dos
profundidades registradas nos proveera el dato buscado.

Fig. 1. Disco de Secchi
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Una vez realizado esto se procedera a recolectar las muestras, como describire-
mos a continuacion, tomando los recaudos necesarios para su correcto transporte al
laboratorio.

7.2.1.1. Toma de muestra para analisis cualitativo

Dependiendo de las caracteristicas del florecimiento a estudiar se podran utilizar
distintos equipos para tomar la muestra.

Si el florecimiento es muy denso serd suficiente recolectar la muestra con frascos
de boca ancha, pasando directamente el frasco sobre la masa de células visible a sim-
ple vista, llenandolo hasta la mitad aproximadamente.

En el caso de enfrentarnos a un florecimiento menos denso, donde no existan
masas de células visibles, se deberd emplear una red de fitoplancton, malla de 25/30
micrones de apertura de poro (Fig. 2), la que nos permitira filtrar grandes volimenes
de agua y concentrar asi los organismos presentes.

En este caso podremos tomar la muestra desde la costa o embarcados (Fig.3).

En el caso de tomar la muestra desde la costa se arroja la red de fitoplancton y
se la retira realizando barridos horizontales y/o verticales hasta obtener una cantidad
de material adecuada.

Al estar embarcados se procedera de manera similar, teniendo en cuenta que a
medida que avanza la embarcacién se filtran grandes volimenes de modo que no sera
necesario repetir el proceso de lanzar y retirar la red.

o
11 U,
. \5;#

Fig. 2. Red de fitoplancton

A partir de las muestras recolectadas de esta forma se podran encarar los estu-
dios cualitativos de fitoplancton y, luego del procesamiento adecuado descripto mas
adelante, se realizara el ensayos raton.
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Fig. 3. Formas de muestreo con red de fitoplancton

Para el caso del andlisis de fitoplancton se tomaran dos alicuotas de 125 a 150
ml. Una de ellas se conservara refrigerada a 4 °©C sin fijar para realizar el analisis mi-
croscopico /n vivo, mientras que la otra serd fijada “7n situ” utilizando distintas solucio-
nes fijadoras.

Los fijadores mas comunmente utilizados son: formaldehido al 4%, solucion de
Transeau (6 partes de agua, 3 partes de alcohol etilico, 1 parte de formaldehido, glice-
rina al 5%) colocando 50% de muestra y 50% de fijador, o FAA (90 ml de alcohol etili-
co, 5 ml de &cido acético glacial, 5 ml de formol). De estas, la solucion de Transeau
tiene la ventaja de no alterar las caracteristicas de los fitoplanctontes (color, flagelos,
etc). En cualquier caso las muestras seran colocadas en frascos plasticos y se rotularan
correctamente indicando lugar de muestreo, fecha, hora y fijador utilizado.

7. 2. 1. 2. Toma de muestra para analisis cuantitativo

Las muestras para este tipo de andlisis deben tomarse de forma tal de extraer
una columna de agua que represente las caracteristicas del cuerpo de agua, a la pro-
fundidad elegida, lo mas exactamente posible.

Para tal fin se utilizar4 una botella de Van Dorn (Fig. 4) que consiste en un cilin-
dro de acrilico con un termémetro adosado y dos tapones de goma que cierran el cilin-
dro mediante un dispositivo especial.

Fig. 4. Botella de Van Dorn abierta y cerrada
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Para la recoleccion de la muestra se sumerge la botella abierta, en forma hori-
zontal en el caso de muestras superficiales; o vertical cuando se pretenda muestrear a
distintas profundidades. En éste ultimo caso, una vez alcanzada la profundidad desea-
da se deja caer un mensajero que desciende por la cuerda que sostiene la botella y al
golpear en el dispositivo de cierre, destraba las tapas y se produce el cierre. De este
modo se “corta” la columna de agua correspondiente a la profundidad seleccionada,
manteniendo las condiciones exactas del punto considerado (Fig. 5). No existe una
profundidad preestablecida a la cual se tomara la muestra, sino que la misma se define
de acuerdo a los objetivos de cada estudio en particular.

Fig. 5. Botella de Van Dorn conteniendo muestra de agua tomada en el Rio de la Plata. Se puede observar la pre-
sencia de colonias de cianobacterias visibles a simple vista.

Una vez cerrada, se sube la botella y se vacia, recibiendo el contenido de la mis-
ma en distintos recipientes de volumen adecuado, fraccionando la muestra para em-
plearla en los distintos ensayos a realizar. De ser necesario, se repetira el procedimien-
to para obtener la cantidad de muestra adecuada.

A partir de las muestras tomadas siguiendo este procedimiento se podran realizar
estudios cuantitativos de fitoplancton, toxinas, clorofila y nutrientes.

Para los estudios de fitoplancton se tomara una alicuota de 125 a 250 ml de la
muestra y se fijardn “/n situ” con soluciéon de lugol-acético al 1% hasta que adquiera
un ligero color caramelo, almacenandolas en frasco oscuro correctamente rotulado.

7. 2. 2. Toma de muestra de agua de red

Las muestras de agua de red se tomaran con el propoésito de determinar la pre-
sencia 0 no de células de alga fitoplancténicas y/o toxinas en la misma. En el caso de
muestras para determinaciones de toxinas, es importante tomar una cantidad adecua-
da de muestra ya que en general nos encontraremos, de ser positiva la muestra, con
concentraciones del orden de las ppb.

Se comenzara abriendo la canilla y dejando correr el agua durante, al menos, 10
min para evitar incluir dentro de la muestra tomada volumenes muertos que no resul-
taran representativos. Para las determinaciones de presencia de algas, se tomaran
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muestras de 250 ml y se fijaran “/n s/t con solucion de lugol (1%), para su posterior
recuento en microscopio invertido, siguiendo la metodologia de Utermohl (1958).

Para los andlisis de toxinas, se tomaran muestras de no menos de 2 litros de
agua, utilizando para contener la muestra, de ser posible, botellas de vidrio color ca-
ramelo. En caso de no disponer de ellas se podran utilizar botellas plasticas, teniendo
la precaucion de llevar a freezer a -20 °C inmediatamente después de la recoleccion
para evitar perdidas de toxina por adsorcion sobre el envase.

7. 3. Andlisis de Fitoplancton

Como comentamos antes, dependiendo de la muestra que se utilice, podremos
realizar determinaciones cualitativas o cuantitativas. A continuacion se describen los
procedimientos para llevar a cabo dichas determinaciones.

7. 3.1. Andlisis Cualitativo

La identificacion de las especies presentes en las muestras se llevard a cabo rea-
lizando una observacién al microscopio optico (Fig. 6). Es necesario contar con un ocu-
lar micrométrico y con dispositivos de camara clara y fotogréfica para una correcta
identificacion.

Oculares —

Cabezal
Revolver — Brazo
Objetivos
Desplazamiento platina
) Macrométrico
Platina

Micrométrico
Foco
Condensador

Base

Fig. 6. Microscopio dptico

Para ello se realiza un preparado dispensando con una pipeta Pasteur una alicuo-
ta de la muestra sobre un portaobjetos y se coloca sobre ella un cubreobjetos.

Se comienza la observacion con el menor aumento para definir la presencia o no
de colonias y demés caracteres diagndésticos. Luego se realiza la observacion a mayo-
res aumentos con el fin de definir las caracteristicas més significativas que nos llevaran
a una identificacion més precisa.

El andlisis cualitativo resulta importante ya que basandonos en las observaciones
realizadas en éste decidiremos que pre-tratamientos o procedimientos serd necesario
realizar al momento de llevar a cabo el estudio cuantitativo.
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Para identificar a los organismos se utilizaran claves dicotdmicas, mientras que
para una clasificacion sistematica mas precisa, a nivel especifico, se recurrira a la bi-
bliografia adecuada.

Las caracteristicas morfoldgicas que debemos tener en cuenta para identificar y
clasificar a las cianobacterias son:

Tamafio y forma de las células.

Tamafio, forma y grado de agregacion (formas cocales).
Reconocimiento de planos de division.

Tamafio y forma de los tricomas (formas filamentosas).

Caracteristicas de la célula apical (presencia de caliptra, pared engrosada, y su
particular morfologia).

Presencia y textura de vaina y/o mucilago.
Presencia de aerotopos, vesiculas o vacuolas de gas.
Presencia y disposicion de granulos de cianoficina.

Presencia, numero, posicion y morfologia de los heterocistos y acinetos.

7. 3. 2. Analisis Cuantitativo (Recuento de fitoplancton)

El andlisis cuantitativo o recuento de fitoplancton puede realizarse a partir de las
muestras tomadas con botella de Van Dorn por distintos métodos dependiendo de los
equipos de los que se dispone.

En general se recomienda realizar el recuento utilizando un microscopio invertido
(Fig. 7) y camaras de sedimentacion (Fig. 8) siguiendo el método de Utermohl (1958),
ya que es la metodologia mas precisa y utilizada. Si no se dispone de estos elementos
se podra realizar el recuento con un microscopio Optico, utilizando cadmaras de Sedg-
wick Rafter, los cuales se describen a continuacion.

Fig. 7. Microscopio invertido
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Fig. 8. Camaras de sedimentacion

7. 3. 2. 1. Recuento por el método de Utermohl

Las camaras de sedimentacion a utilizar seran seleccionadas teniendo en cuenta
la densidad del fitoplancton a estudiar y la concentracion del sedimento presente en el
ambiente.

La muestra sera homogeneizada mediante una leve agitacion y se colocara un
volumen adecuado de la misma dentro de la cAmara de sedimentacion.

Luego de 18 a 36 horas se observara la muestra en microscopio invertido, utili-
zando un aumento no menor a 400X.

El recuento puede realizarse por campos tomados al azar, en cuyo caso el nime-
ro de campos contados dependera de la densidad del fitoplancton y de la precision que
se desee obtener. De ser posible, se contaran al menos 100 individuos de la especie
mas frecuente, de forma tal de obtener un error en el recuento inferior al 20% y un ni-
vel de significancia del 95%.

Otras alternativas para efectuar el recuento consisten en seguir las diagonales de
las cAmaras, recorrer el &rea central delimitada de 1cm de lado o utilizar un reticulo de
Whipple calibrado.

En el caso de recuentos de poblaciones de especies de Microcystis, para obtener
un recuento mas eficiente, se recomienda disolver las colonias. Para ello se diluiran 2 a
3 ml de muestra en agua destilada (20-30 %) y a esta dilucion se le agregan 3 o0 4 go-
tas de KOH 1M en un erlenmeyer de volumen adecuado. Se lo “cocina” a bafio maria
(90 ©C) y se va observando periddicamente al microscopio hasta observar la disgrega-
cion completa de las colonias. Normalmente el proceso demora entre 40 minutos y 1
hora. De cualquier forma debemos observar el comportamiento particular de cada ce-

pa.

Los resultados obtenidos en el recuento se expresardn como células por mililitro
(cél.ml™).

7. 3. 2. 2. Recuento en camaras de Sedgwick-Rafter

Las cAmaras de Sedgwick-Rafter son pequefias cubas de vidrio de 1 ml de capa-
cidad utilizadas para el recuento de plancton en microscopio Optico (Fig. 9). En este
caso se utilizan muestras fijadas “/n s/itu” con lugol 1%. Este, ademas de fijar la mues-
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tra, favorece la sedimentacion celular reduciendo notablemente el tiempo de sedimen-
tacién que en este caso es de 15 a 30 minutos. Luego se procede a la observacion mi-
croscopica de manera similar a la mencionada antes.

Figura 9. Camaras tipo Sedgwick-Rafter

7. 4. Determinacion de pigmentos fotosintéticos

Para estimar la biomasa y la capacidad fotosintética del fitoplancton, un parame-
tro simple de determinar es la concentracion de pigmentos fotosintéticos.

Esto no solo permite estimar la biomasa, sino también indicar el estado fisiol6gi-
co de la comunidad y la composicion del fitoplancton en cuanto a grupos algales, de
acuerdo a la calidad, distribucién y relacion entre las distintas clases de pigmentos.

Los principales pigmentos presentes en las cianobacterias son clorofilas (a, b, c y
d) y carotenoides (carotenos y xantofilas).

Las variaciones en concentracion de los pigmentos dependeran del metabolismo
algal y de factores fisico-quimicos como luz, temperatura, nutrientes, etc.

Un método para determinar estos pigmentos se basa en una extraccion de los
mismos con solventes y en una determinacion espectrofotométrica, a longitudes de
onda especificas, de esos extractos.

La clorofila es soluble en varios solventes organicos como éter, acetona, metanol,
cloroformo y piridina entre otros. En general, suele utilizarse acetona o metanol para
realizar la extraccion ya que estos solventes rompen las interacciones entre las protei-
nas y el pigmento solubilizando este ultimo.

7.4. 1. Extraccion de clorofila y determinacion de absorbancia

Es particularmente importante llevar a cabo la extraccion de clorofila a bajas
temperaturas y en oscuridad; de esta forma se reduce al minimo la fotooxidacion del
pigmento.

Se parte de un volumen conocido de muestra, que puede variar entre 0,5y 5 li-
tros dependiendo de la concentracion algal.

La muestra se filtra por succion, utilizando un equipo como el de la Fig.10 vy fil-
tros de fibra de vidrio (Whatman GF/F o similar).

Los filtros, donde quedan retenidas las células, se colocan en sobres de papel
aluminio y se congelan a -20°C al menos durante una noche, para facilitar la lisis celu-
lar y la liberacién del pigmento.
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Los filtros son cortados al medio y se colocan dentro de frascos forrados con pa-
pel de aluminio sobre los cuales se dispensa 8 ml del solvente de extraccion. Para fito-
plancton de agua dulce se recomienda utilizar metanol o etanol a 60-70 °C.

Se deja en extraccién, durante una noche como maximo, en oscuridad.

Una vez finalizada la extraccion se toma el extracto y se lo coloca en una cubeta
de 1 cm de camino 6ptico y se lee absorbancia a 750 y 665 nm.

En la misma cubeta se agrega 1 gota de HCI 1 N y luego de 1 minuto se repite la
lectura a ambas longitudes de onda.

7. 4. 2. Céalculo de concentracion de clorofila

Siempre que utilicemos un método espectrofotométrico, a partir del cual obten-
dremos medidas de absorbancia, debemos tener presente que estaremos determinan-
do la sumatoria de todos los compuestos que absorben a esa longitud de onda.

De las distintas clases de clorofila, sélo la clorofila “a” se encuentra en todas las
algas, ya que este tipo de clorofila es esencial para la fotosintesis; en tanto que la clo-
rofila “b” se encuentra en Chlorophytay Euglenophyta, la clorofila “c” en Bacillariophy-
ta, Cryptophyta, Dinoflagellatay Phaeophytay finalmente la clorofila “d” s6lo en Rho-
dophyta.

Por lo tanto, para calcular la concentracién de clorofila “a” por este método se
utiliza la siguiente férmula con factores especificos para cada solvente (Marker et.al.,
1980).

[Clorofila a sin feopigmentos] = F . [(Absa 665 - Absa 750) - (Absb 665 - Absb 750)] . k.v

Donde:

Absa = Absorbancia antes de acidificar.

Absb = Absorbancia después de acidificar.

F = 2.43 para el etanol y 2.72 para el metanol.

k = coeficiente de absorcién especifica, que es de 11.2 para el etanol y 11.62 pa-
ra el metanol.

V = volumen del extracto en ml/ litros de agua filtrada.

También pueden utilizarse otra férmula para realizar el célculo con sus corres-
pondientes coeficientes como es el caso de SCOR-UNESCO (1966) (Cabrera Silva,
1984)

[Clorofila a] = (16.5 Abs665 - 8.3 Abs750) . Vol. extr./ Vol. muestra
La concentracion de clorofila a se expresa en pg/ L.

Debido a la posibilidad de sobreestimar la concentracion de clorofila a en la
muestra por la turbidez que ésta presenta o por la degradacién del pigmento dando
productos que pueden absorber en la misma region espectral que la clorofila, como es

Andrinolo — Echenique - Sedan 127



Cianobacterias y Cianotoxinas — Identificacién, Toxicologia, Monitoreo y Evaluacién de Riesgo

el caso de la clorofilida, se hace necesario en algunos casos realizar una correccion en
los céalculos antes mencionados.

La ecuacion propuesta por Marker et al. (1980) tiene en cuenta la correccidon de
las lecturas por turbidez. Sin embargo, cuando la absorbancia a 750 nm es mayor de
0,002 debemos realizar la siguiente correccion:

C =F (A750 - 0.002)

Donde F es un factor que depende de las distintas longitudes de onda indicadas
en la siguiente tabla:

Longitud de onda (nm)
430

480

570

630, 645, 665

k3,

RPN Ww T

Se calculan las absorbancias corregidas restando de la absorbancia medida el va-
lor de C calculado.

Con esas absorbancias corregidas se realiza el célculo de concentracion de cloro-
fila “a” utilizando las formulas indicadas antes.

A partir del dato de concentracion de clorofila se puede calcular la cantidad de
ésta presente en el volumen de extraccion y conociendo el volumen de muestra utiliza-
do inicialmente podemos obtener la cantidad de clorofila en la misma y expresar este
valor en mg/ m°.

En la siguiente tabla indicamos valores normales de clorofila “a” en diferentes
ambientes:

Clorofila a (mg/m3) Ambiente

0,01-3 Lagos oligotréficos
2-25 Lagos mesotroficos
10-500 Lagos eutréficos
10-150 Hielos polares

1-15 Océano abierto

7. 5. Determinacion de toxinas en diversas muestras

La determinacion de toxinas puede llevarse a cabo utilizando diferentes técnicas
y pre-tratamientos sobre las distintas muestras de las que se puede partir. Por ello de-
bemos tener en cuenta que parametros pueden o deben medirse y las caracteristicas
de la matriz de las diversas muestras.

Dependiendo del tratamiento que se realice a las muestras ambientales, es posi-
ble determinar la concentracion de toxinas disueltas, intracelulares o totales.

A continuacién se presentan los lineamientos generales en lo referente a estabili-
dad de las toxinas en el transporte y almacenamiento, procesamiento de las muestras
para separacion o extraccion de las toxinas, técnicas analiticas y bio-analiticas de de-
teccion, expresion de resultados e informe de los mismos.
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7.5. 1. Criterios de estabilidad de las toxinas en las muestras

Es sumamente importante, siempre que se pretenda realizar una determinacion
de la concentracion de toxinas, tener especial cuidado en el manejo que se hara de la
muestra; a efectos de asegurar la exactitud de las mediciones realizadas y no cometer
errores por defecto debido a la pérdida de toxinas.

Por ello es fundamental tener en cuenta aquellos factores como tiempo, tempe-
ratura, luz, flora microbiana acompafiante, pigmentos, materiales de los recipientes,
etc., que pueden contribuir a la degradacion de las toxinas consideradas.

Es ideal que el analisis de las muestras se lleve a cabo en el menor tiempo posi-
ble, dentro de la semana de la recoleccion de la muestra. De ser asi, las muestras des-
tinadas a determinacion de toxinas deberén ser transportadas y conservadas refrigera-
das, en oscuridad e idealmente en recipientes de vidrio. Estas condiciones evitaran que
se produzca degradacion de toxinas por accién microbiana y de la temperatura (refri-
geracion), reacciones fotoquimicas especialmente en presencia de pigmentos (oscuri-
dad); asi como pérdidas de toxina por la adsorciéon de las mismas especialmente sobre
materiales plasticos (recipientes de vidrio). Si no se cuenta con recipientes de vidrio
para la toma de estas muestras podran utilizarse botellas de plastico teniendo la pre-
caucion de no llenarlas completamente con agua y congelarlas inmediatamente al lle-
gar al laboratorio, para evitar pérdida de toxinas.

Cuando no sea posible realizar las determinaciones dentro de la semana de reco-
leccion, las muestras deberan ser transportadas de igual forma al laboratorio y podran
almacenarse inmediatamente en el freezer a — 20°C para posteriores determinaciones
0 procesarse como describimos mas adelante a efectos de conservar los extractos y
analizarlos posteriormente.

De la misma forma debemos tomar en consideracion ciertas precauciones en
cuanto a la conservacion de los extractos obtenidos a partir de las muestras. A fin de
evitar pérdidas de toxina por adsorcion o degradacion, los extractos se conservaran en
el freezer a -20 ©C, en recipientes de vidrio de ser posible color caramelo.

Para el almacenamiento se utilizaran recipientes de vidrio con tapa, teniendo es-
pecial cuidado en no llenarlo completamente con el extracto y colocarlo, para el co-
mienzo de la congelacion, en el freezer con una inclinacion de aproximadamente 45°;
con estas precauciones se evita que debido a las presiones de expansion que genera el
liquido durante la congelacion se rompa el recipiente y se pierda o contamine el extrac-
to.

Es aconsejable evitar utilizar recipientes plasticos ya que la toxina tiende a que-
dar adsorbida en la superficie del mismo y de esta forma, cuando se analice la muestra
se produciran errores por defecto.

Algunos autores proponen que, si resulta imposible la determinacion inmediata
de estas muestras o el almacenamiento en refrigeracion, es posible también realizar el
agregado de algun conservante quimico, como sales de Cu (Il). Este procedimiento no
es recomendado en aquellos casos donde se pretenda determinar discriminadamente
toxina disuelta y toxina total, ya que en estas condiciones se provocara la lisis de célu-
las y solo seré& posible determinar la concentracion de toxina total.

7.5. 2. Procesamiento de las muestras

Los procedimientos a llevar a cabo seran diferentes dependiendo de los parame-
tros que se pretendan medir y de las muestras de las que se parte.
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7.5. 2. 1. Muestras de agua de rio, lagos y lagunas

7.5. 2. 1. 1. Tratamiento de muestras para determinar toxinas disueltas

Con el fin de determinar las toxinas disueltas en la muestra de agua proveniente
de un florecimiento, se debe como primera medida separar las cianobacterias conteni-
das en la misma, a efecto de evitar que tratamientos posteriores liberen las toxinas
contenidas en dichas células. Para ello se podra realizar una filtracion por succion de la
muestra cuantitativa tomada con la botella de Van Dorn (ver seccion 7.2.1.2.).

Primeramente debe decidirse la cantidad de agua a ser filtrada a fin de obtener
una cantidad suficiente de toxina que resulte detectable por los métodos analiticos.

El volumen que se filtrar4 depende de la cantidad de fitoplancton presente en la
muestra asi, debe filtrarse un mayor volumen en aquellos casos en los que la cantidad
de cianobacterias presentes sea menor. En general se filtran entre 1 y 2 litros, aunque
en el caso de florecimientos muy intensos suele ser suficiente filtrar entre 10 y 30 ml.
Es de suma importancia realizar en conjunto la determinacién de toxinas y clorofila de
manera de poder correlacionar y comparar los datos obtenidos.

El equipo de filtracion estad compuesto por un embudo Buchner adosado, con un
tapon de goma que permita un cierre hermético, a un Kitasato de 1litro; el que se co-
nectard por su salida lateral a un frasco de seguridad y éste a una bomba de vacio
mediante mangueras de conexion (Fig. 10).

Se coloca un filtro Watman, de aproximadamente 10 cm de diametro, en la parte
superior del Buchner cuidando que cubra bien los orificios para evitar pasaje de células
durante la filtracion.

Se humedece el filtro con una pequefia porcion de muestra y luego se realiza el
vacio, de esta forma se consigue una buena adherencia del filtro a la superficie del
Buchner.

En este momento se comienza con la filtracion propiamente dicha, agregando la
muestra de a porciones dentro del embudo mientras se mantiene la succién.

embudode | _L
Buchner Q{]-‘"TI:E' e Orificiog

Ll :E#T
\
A\

frasco de

segunidad

Fig. 10. Equipo de filtracion por succién

Si se satura el filtro, como ocurre con las muestras que presentan una gran can-
tidad de células, se debe reemplazar el mismo por uno nuevo.
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Se remueve el filtro toméndolo con una pinza, teniendo cuidado de no romperlo
y que no se produzca pasaje de las células retenidas en el mismo hacia la base del
Buchner. Luego se coloca un filtro nuevo y se repite el procedimiento antes descripto.

Las células retenidas en el o los filtros utilizados se reservan para una posterior
extraccion de toxina y el filtrado obtenido se utilizara para determinaciones analiticas.

7.5. 2. 1. 2. Tratamiento de muestras para determinar toxinas
intracelulares

El tratamiento que se describe a continuacién tiene como objetivo liberar las
toxinas contenidas en el interior de las células que quedaron retenidas en los filtros,
mediante la lisis de éstas.

Para ello se realizar4 una extraccion con una mezcla de solventes que tendran
por objeto favorecer la lisis celular y ofrecer una fase de polaridad adecuada para so-
lubilizar las toxinas liberadas.

La extraccion se lleva a cabo de la siguiente forma:

Se colocan los filtros con el contenido celular, provenientes de la filtracion expli-
cada anteriormente, en un vaso de precipitados de 200 ml.

A esto se le agrega 5-10 ml por filtro de una solucién de extraccion de composi-
cién Butanol : Metanol : Agua (5:20:75, V:V:V) y se agita durante 1 hora o se sonica
por 10 minutos para permitir el contacto y favorecer la lisis y extraccion.

Se retiran los filtros y se centrifuga el extracto a 3500 rpm durante 15 min.

Luego se separa el sobrenadante, en este momento si la muestra contenia cia-
nobacterias el extracto tomara el caracteristico color azul de las ficocianinas.

Se realiza una segunda extraccién sobre el precipitado (células) obtenido en la
centrifugacion con otra fraccion de la solucién de Butanol: Metanol: Agua repitiendo el
procedimiento anterior.

El sobrenadante, resultante de ambas extracciones, se trasvasa a un balén con
cuello esmerilado y el precipitado se descarta.

Se evapora la fraccion alcohdlica en rotovapor o bafio termostatizado, cuidando
gue el bafio calefactor no supere los 40°C. Es importante que se evaporen completa-
mente el Metanol y el Butanol, pero debe tenerse cuidado de no llevar a sequedad.

La muestra asi concentrada se empleard en distintas técnicas analiticas.

7.5. 2. 1. 3. Tratamiento de muestras para determinar toxinas totales

Si el objetivo es determinar toxinas totales el primer paso es liberar las toxinas
gue aun estan retenidas dentro de las células. Para ello se debe seleccionar la técnica
de lisis que mejor se adecue a las condiciones e infraestructura con la que se cuenta
en el laboratorio.

Para éste fin la técnica mas simple es someter a la muestra a 3 ciclos de conge-
lado-descongelado, que lisa las células gracias a las fuerzas de cizalla que generan los
cristales de hielo formados durante el congelamiento.
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Si en el laboratorio se cuenta con un sonicador, siendo los de vastago los mas
efectivos, puede utilizarse éste método para efectuar la lisis, sometiendo a la muestra
a ciclos de 10 minutos.

Una vez realizada alguna de estas técnicas de lisis, 0 una combinacién de las
mismas, se procederd a realizar una separacion de los restos celulares. Para ello, si el
florecimiento es muy denso puede comenzarse con una centrifugacion a 3500 rpm du-
rante 15 min para remover los materiales de mayor tamano y luego filtrar como co-
mentamos antes, el sobrenadante obtenido. El filtrado recolectado serd analizado por
las técnicas pertinentes.

Las muestras obtenidas luego de realizar cualquiera de estos tres pre-
tratamientos pueden analizarse directamente o bien pueden ser pasadas por filtros
Sep-Pack como se indica a continuacion, sobre todo cuando presenten una coloracién
intensa; a fin de evitar interferencias posteriores principalmente en métodos como en-
sayo de inhibicion de proteina fosfatasa o HPLC.

7.5. 2. 2. Muestras de agua de red

Sobre estas muestras podremos realizar test preliminares rapidos, como el de la
fosfatasa para microcystinas o ELISA empleando la muestra directamente; o podremos
realizar pretratamientos para posteriormente cuantificar las toxinas contenidas en ellas
por ejemplo por HPLC.

En este ultimo caso, debido a que idealmente las concentraciones de toxinas de-
ben ser menores a 1ug/l, sera necesario realizar una concentracion previa de la mues-
tra.

Para el caso de microcystinas es posible concentrar facilmente la toxina conteni-
da en este tipo de muestras, ya que disponemos de técnicas sencillas, que no requie-
ren demasiado equipamiento y en las cuales no se degrada o altera la toxina. Para de-
terminar otras toxinas en agua potable se recomienda el uso de los kits comerciales
inmunoldgicos ya que las toxinas no son facilmente concentrables para su deteccion
posterior con HPLC.

Cuando debamos realizar una concentracion previa de la toxina contenida en la
muestra se utilizard un filtro Sep-Pak C18 de 500mg. Este filtro es una jeringa pléastica
conteniendo un relleno de C18 que tiene la particularidad de retener selectivamente a
las toxinas contenidas en la muestra de agua, las cuales seran luego eluidas con sol-
ventes.

Como primer paso se debe activar el filtro, para esto se hace pasar lentamente
20 ml de metanol, luego 20 ml de aire, 20 ml de agua y finalmente 20 ml de aire. En
este momento el filtro esté listo para recibir la muestra.

Se procede ahora a armar un equipo de filtracion conectando un kitasato de 2 L
por su salida lateral a la bomba de vacio. Por la parte superior del mismo ingresa una
manguera adosada a un tapon de goma, que en el otro extremo esta conectada al fil-
tro, el cual se introduce en el recipiente que contiene la muestra a filtrar (Fig. 11).

De esta forma se filtrar4d un volumen exactamente medido de agua, en general
se emplean al menos 2 litros. Es muy importante registrar cuidadosamente el volumen
filtrado ya que lo utilizaremos en los calculos de concentracion que se realizaran poste-
riormente.
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Una vez finalizada la filtracion, el liquido que queda contenido en el kitasato se
descarta ya que las toxinas presentes en la muestra quedaron retenidas en el filtro.

(r

T —— — tlabomba
] ’ de vacio

filtre Sep-Pack -—

de toxima
b LPEE LAY

anntamiands

Hasrinas

Fig. 11. Equipo para concentracion de toxinas contenidas en muestras de agua de red

Se desconecta el filtro del sistema de filtracion y se procede a la eluciéon de las
toxinas. Para ello se utilizaran 10 ml de metanol 20% para eluir los pigmentos que pu-
dieran existir en las muestras (esta fracciéon se descarta), luego se hacen pasar lenta-
mente a través del filtro 10 ml de aire seguidos de 10 ml de metanol 80 % para permi-
tir que se liberen las toxinas. Se recoge el liquido que eluye del filtro, donde se encon-
trarén las toxinas, que serd utilizado para posteriores analisis.

7.5. 3. Métodos Bioanaliticos

7.5. 3. 1. Ensayo ratén de toxicidad orientativo

Este ensayo, mediante la exposicién del animal a la muestra a determinar via in-
traperitoneal, nos permitira realizar un ensayo preliminar, que permita orientar sobre la
toxicidad que presenta la muestra a analizar.

La informacion obtenida en este tipo de ensayos estard basada en la sintomato-
logia que presente el animal durante el periodo de observacion y en las caracteristicas
particulares que se observardn en los érganos del animal, principalmente el higado,
durante la correspondiente necropsia. Asi, podremos distinguir por ejemplo entre neu-
rotoxinas y hepatotoxinas, ya que tienen 6rganos blancos diferentes y por lo tanto el
comportamiento del animal durante el ensayo y el aspecto macroscopico de los 6rga-
nos serdn muy distintos en uno y otro caso.

El Unico bioensayo raton estandarizado a nivel mundial es el que se utiliza para la
determinacion de Veneno Paralizante de Moluscos.

Si bien es el bioensayo mas utilizado, debe considerarse que es una determina-
cién cualitativa, inespecifica, de baja sensibilidad, que solo tiene valor preliminar y que
involucra un importante compromiso ético.
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Preparacion de muestras

Debido a la baja sensibilidad que presenta este método las muestras a utilizar en
el andlisis deberan estar suficientemente concentradas. Por lo tanto, dependiendo del
caso, podremos partir de muestras de florecimientos muy densos o de concentrados de
red sobre los cuales realizaremos un pretratamiento como el mencionado para deter-
minar toxinas totales.

Los extractos acuosos, obtenidos mediante éste procedimiento, cominmente
presentaran una coloracién variable del azul intenso al verde debido a los pigmentos
producidos por estas algas.

Preparacion de animales

Los animales que suelen emplearse para estos ensayos son ratones albino suizo
machos adultos de entre 20 y 25 gr. provenientes de bioterio los cuales no han sido
expuestos previamente a ningun téxico y estan libres de patégenos. Otras cepas como
los Balbc o similares pueden ser utilizados. Los animales se mantendran en cuartos de
temperatura controlada y se alojaran en jaulas donde dispondran de alimento y agua.
Los animales seran tratados de acuerdo con los procedimientos descriptos en Principles
of Laboratory Animal Care (National Institute of Health Publication N 86-23 revised
1985).

Es muy importante identificar correctamente y de una manera facilmente visible
a cada raton antes de realizar el ensayo utilizando para tal fin distintos sistemas de
identificacion como marcas de color en la cola. Una vez identificados los animales, se
pesaran y se llevard un cuidadoso registro donde conste la identificacion del animal, el
peso del mismo y muestra que se le inyectara.

Técnica de inyeccion de la muestra

Antes de proceder a la inyeccion de la muestra debemos preparar todos los ma-
teriales necesarios como guantes de latex, alcohol, algodoén, jeringas, agujas, descar-
tador de agujas, muestras, solucion fisioldgica, equipo de cirugia (placa de telgopor re-
cubierta de papel absorbente, bisturi, tijeras, pinzas, alfileres, etc.), balanza, vidrios de
reloj; de tal manera de contar réapidamente con estos elementos cuando sean necesa-
rios durante el ensayo.

Se utilizarén para la inyeccion intraperitoneal una aguja y jeringa de tuberculina
para cada animal a inyectar. Los ensayos se haran por duplicado y se incluirdn en cada
grupo de ensayos dos controles que seran inyectados con solucion fisiolégica (NaCl 0,9
%).

Se carga la jeringa con 1 ml de muestra o solucion fisioldgica, segin correspon-
da, y se reserva con la aguja colocada.

Luego se procede a tomar al animal; es muy importante lograr una correcta in-
movilizacion del mismo para evitar accidentes durante la inyeccion.

Si la persona que va a inyectar la muestra es diestra, deberd fijar al animal con la
mano izquierda a fin de dejar su mano derecha libre para tomar la jeringa y realizar la
inyeccion.

Para inmovilizar al animal se procede de la siguiente manera. Se extrae al raton

de la jaula tomandolo por la cola con la mano derecha, se lo apoya sobre la mesada o
sobre la parte superior de la jaula y con la mano izquierda se realiza una leve presion
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sobre la parte posterior de la cabeza pinzando con los dedos indice y pulgar la piel de
esa zona (Fig. 12).

Luego se levanta y gira al animal trabando la cola del mismo entre el dedo mefii-
qgue y la palma de la mano izquierda al tiempo que se colocan los dedos mayor y anu-
lar de la misma mano en la zona dorsal del animal realizando una suave presion hacia
arriba; de esta manera se logra una buena exposicion de la region abdominal donde se
llevard a cabo la inyeccién intraperitoneal mientras que se inmoviliza al animal evitando
mordeduras (Fig. 12).

Una vez realizado este procedimiento se procede a la inyeccion propiamente di-
cha. Para ello se toma un algodon embebido en alcohol y se desinfecta la zona del
pliegue entre la pata trasera izquierda del animal y el abdomen. Se observa la hora de
inyeccion, que se registrard posteriormente, y se toma la jeringa ya cargada con la
muestra colocando el bisel de la aguja mirando hacia arriba. La aguja debe ingresar
aproximadamente paralela a la superficie del cuerpo del animal; se avanza en la inyec-
cidn para atravesar la piel y el peritoneo. Una vez en posicidon se comienza a inyectar la
muestra empujando lentamente el embolo de la aguja hasta dispensar el volumen total
de muestra cargado en la jeringa (Fig. 12).

Fig. 12. Técnica de inmovilizacion e inyeccion de un ratén

Se debe tener especial cuidado en la direccién y profundidad con la cual se intro-
duce la aguja para evitar perforar algun 6rgano (direccion incorrecta o inyeccion muy
profunda) o realizar una inyeccion subcutanea (direccion incorrecta o inyeccion dema-
siado superficial).

Una vez finalizada la inyeccién de la muestra se retira la aguja y se coloca al
animal en una caja de observacién que no contenga aserrin con el fin de poder detec-
tar la posible pérdida de la muestra por el sitio de puncion, y se comienza con la ob-
servacion.

Observacion post-inyeccion

De la observacion de los animales durante este periodo del ensayo se obtendran
detalles que nos orientaran sobre que tipo de toxinas se encuentran presentes. Por ello
es importante realizar una observacion minuciosa y registrar cuidadosamente los sig-
nos y sintomas que presenten los animales.

Las caracteristicas generales que presentara un animal que esta sufriendo una
intoxicacion con hepatotoxinas seran una importante inflamacion abdominal que lleva a
que el raton vaya disminuyendo cada vez més su actividad, hasta que queda quieto en
un sector de la jaula, y a que se dificulte levemente su respiracion.
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Muy diferentes son los sintomas observados en aquellos animales que sufren una
intoxicacion por neurotoxinas. En este caso el animal presenta como sintomas iniciales
alteraciones en la marcha y un rascado del hocico con las patas delanteras. Luego el
animal comienza a dar saltos debidos a reflejos y contracciones descontroladas, al
tiempo que se acrecientan los problemas respiratorios. En cuanto a esto, la frecuencia
respiratoria va aumentando en un principio y a medida que avanza la intoxicacion, el
animal realiza inspiraciones mas forzadas y profundas cada vez. Finalmente el animal
muere por paro cardio-respiratorio.

En ambos casos los sintomas se presentaran con intensidad y rapidez variable
dependiendo de la cantidad de toxina presente en el extracto.

Siempre que sea posible, es recomendable comenzar estos ensayos por la mafa-
na, de esa forma se dispone de mas tiempo para poder observar y registrar los sinto-
mas de los animales inyectados.

Los animales se observaran continuamente durante las primeras dos o tres
horas, registradndose cualquier sintoma o alteracion que se detecte en ellos.

Se continda con una observacion periddica hasta 24 hs post-inyeccion.

Si el animal muere durante este periodo se registra la hora de muerte. En el caso
gue el deceso se produzca durante la noche se puede informar un rango de tiempo
aproximado de muerte o simplemente que ésta ocurrié durante la noche.

Si el animal sobrevive luego de 24 hs, se lo sacrifica por dislocacién cervical para
luego proceder con la necropsia.

Necropsia

Luego de la muerte del animal se procedera a realizar la diseccion del mismo con
el fin de evaluar el aspecto macroscépico de los 6rganos, registrando cualquier altera-
cidn que se observe, y extraer el higado para pesarlo y calcular el porcentaje en peso
que éste representa respecto de peso del animal completo.

Para realizar una correcta diseccion se procedera como se detalla a continuacion.

Se coloca al animal en posicion decubito dorsal sobre la placa de diseccion y se
colocan en forma extendida las patas delanteras y traseras asegurandolas con alfileres
con el fin de exponer el area abdominal (Fig. 13).

A B

Higado

Fig. 13. Necropsia de A) Ratdn control y B) Raton sometido a hepatotoxinas. Se puede observar la notable diferen-
cia en cuanto a color y tamafio del higado en ambos especimenes.

136 Andrinolo — Echenique - Sedan



Capitulo 7

Luego con una pinza se levanta la piel de la zona baja del abdomen y se realiza
una incision con la tijera cortando la piel y el peritoneo. A partir de alli se continda cor-
tando en forma longitudinal y ascendente la piel y serosa hasta alcanzar la base del t6-
rax. Tomando la piel con la pinza se la tracciona hacia ambos lados y se la asegura con
un alfiler, dejando de esta forma expuestos los 6rganos de la cavidad abdominal (Fig.
13).

Se realiza una cuidadosa observacion de los érganos (tamafo, aspecto, color,
forma, etc.) dedicando especial atencién al higado.

En el caso de los controles se observara que el higado ocupa la parte superior
derecha del abdomen, se distinguen bien sus dos l6bulos que se presentan de color
amarronado claro.

Cuando los animales hayan estado expuestos a hepatotoxinas el aspecto del
higado sera bastante diferente. Muchas veces se encontrard que el tamafio del mismo
serda mucho mayor que el control, presentard un color marrén oscuro o negro y eviden-
tes signos de hemorragia.

Luego de registrar las caracteristicas macroscépicas del higado se procede a la
remocion del mismo. Para ello se toma el érgano con una pinza, con cuidado de no
dafarlo, y con un bisturi con buen filo se cortan los ligamentos que mantienen al higa-
do en posicion dentro de la cavidad abdominal, poniendo especial atencion en no dejar
ninguna fraccion del érgano sin extraer.

Finalmente se coloca el higado en un vidrio de reloj o recipiente similar, previa-
mente tarado, y se pesa el 6rgano registrando luego el dato obtenido.

Una vez realizados estos procedimientos y registrados los datos necesarios se
procede a descartar al animal mediante un sistema de retiro de residuos patogénicos.

Calculos e informe de resultados

Con los datos registrados en las etapas anteriores se realizara el calculo del por-
centaje en peso del higado.

Para calcular el porcentaje en peso del higado se utilizarén los datos del peso del
animal y de peso del higado, tomando como un 100% al peso del animal completo y
calculando que porcentaje del mismo representa el peso del higado. Por ejemplo, si el
peso del animal fue de 20 gr. y el peso del higado fue de 1,6 gr., el porcentaje obteni-
do sera del 8%.

Habitualmente, en un caso normal, este porcentaje se encontrara en aproxima-
damente un 5%, mientras que si supera el 7% se considera que el animal ha estado
expuesto a hepatotoxinas.

Una vez realizado este calculo se procedera a redactar el informe. Se comenzara
indicando lugar y fecha de toma de muestra, fecha de realizacién del ensayo, condicio-
nes en las que fue remitida la muestra (envase, aspecto del contenido, temperatura de
la muestra, etc.), procedimientos realizados sobre la muestra para obtener el extracto
a inyectar y cualquier detalle que resulte relevante en este aspecto.

Luego se indicara, para cada muestra, el numero de animales utilizados con sus
correspondientes pesos, la sintomatologia que present6 el animal asi como el tiempo
de muerte del mismo y el porcentaje en peso del higado.
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Finalmente se indicard si se han observado resultados compatibles o no con
hepatotoxinas o neurotoxinas.

Se indica a continuacion los pasos a seguir para llevar a cabo este ensayo:

1.- Obtener un extracto acuoso a partir de muestras adecuadas para inyeccion de
los animales. Preparar solucion fisiologica para controles.

2.- ldentificar y pesar al animal, cargar la jeringa con la muestra e inyectar intra-
peritonealmente registrando la hora de inyeccion.

3.- Observar continuamente durante las dos o tres primeras horas, registrando
cualquier alteracion. En caso de muerte registrar la hora en la que se produjo;
de no ser asi, continuar la observacién hasta las 24 hs. post-inyeccion.

4.- Realizar la necropsia, observar caracteristicas macroscopicas de los 6rganos,
extraer el higado y pesarlo.

5.- Realizar célculos e informe.

Si bien, como comentamos antes, el ensayo ratén es el bioensayo utilizado tradi-
cionalmente, se han desarrollado otros tipos de ensayos biologicos donde se utilizan
invertebrados como Artemia salina, Daphnia, Thamnocephalus platyurus entre otros,
bacterias como Photobacterium phosphoreum y Serratia marcescens 'y distintos culti-
vos celulares como hepatocitos de rata, fibroblastos de hamster, etc. Estos ensayos
tienen la desventaja de presentar diferente sensibilidad para distintas toxinas de mane-
ra que pueden poner de manifiesto la presencia de alguna toxina en particular, mien-
tras que pueden producirse falsos negativos frente a otros tipos de toxinas. Por otro
lado, en la mayoria de los casos, se hace imposible discriminar entre neurotoxinas y
hepatotoxinas y aumentan considerablemente los costos y la dificultad de manejo del
sistema. Asi mismo es fundamental tener en cuenta que estos métodos tienen en ge-
neral una pobre correlacién con el bioensayo ratén y entre los distintos laboratorios por
lo tanto es dificil alcanzar una buena reproducibilidad de los datos.

7. 5. 3. 1. Ensayo de inhibicion de proteina fosfatasa

Esta determinacion, al igual que el bioensayo raton, tiene valor como ensayo pre-
liminar ya que nos daré una estimacion de la presencia de Microcystinas en la muestra,
pero no nos permitird cuantificar la toxina contenida, diferenciar entre MC-LR, MC-RR,
MC-YR, etc, ya que si bien estas toxinas producen inhibicion de la proteina fosfatasa,
todas ellas lo hacen en diferente proporcion.

El ensayo se basa en poner de manifiesto la inhibicion generada por la toxina,
actuando como un inhibidor irreversible, sobre la enzima. Para ello se medira la absor-
bancia del producto resultante de la reaccion enzimatica a una longitud de onda de-
terminada.

Para este ensayo se utiliza una proteina fosfatasa comercial y como sustrato p-
nitrofenilfosfato (pNPP) que dara, por accion enzimatica, p-nitrofenol de color amarillo;
cuya absorbancia se mide a 405 nm.

A continuacion se presenta el protocolo utilizado para un ensayo de inhibicion
puesto a punto para una proteina fosfatasa PP1 comercial.

138 Andrinolo — Echenique - Sedan



Capitulo 7

Reaccion Enziméatica

Se comienza reconstituyendo el liofilizado comercial agregando al vial 200 pl. de
solucién de Glicerol al 20% (segun las indicaciones del proveedor de la enzima) y
homogeneizar suavemente sin agitar para evitar generar espuma que pueda desnatu-
ralizar a la enzima. Luego se fracciona el stock de reconstituido en tubos eppendorff
(10 pl por tubo) y se almacenan en freezer a -20 °C.

Al comenzar a trabajar con un nuevo eppendorff conteniendo 10 pl. del reconsti-
tuido de la enzima, se realiza una dilucion 1/50 utilizando como diluyente el Buffer de
Dilucion de Enzima (Imidazol 25 mM, NaCl 50 mM, DTT 1 mM, BSA 0,1mg./ml., Mn*? 2
mM. pH = 7,4). Esta ser& la Solucién de Enzima de Trabajo (SET).

Es muy importante trabajar utilizando un bafio de hielo para evitar pérdida de es-
tabilidad de la enzima, lo cual conduciria a una disminucién en la actividad.

Asi mismo debemos trabajar por duplicado para disminuir el error de la determi-
nacion.

Para realizar la curva de calibracion se preparan soluciones de MC-LR de concen-
traciones conocidas barriendo el rango de 0,5 a 5 ppb.

Se rotulan correctamente los eppendorff a utilizar (Blanco, Muestra, Patrones) y
se realiza el siguiente esquema de agregados mientras se mantienen los tubos en el
bafio de hielo.

Buffer  reaccion | SET (pl) H.Od (pul.) Sol. de [LR] cono- | Muestra (pl)
(pl.) cida (pl)
Blanco 20 5 5 e e
Patron 20 5 e 50 |
Muestra |20 5 e e 50

Donde la composicién del Buffer de reaccion es Imidazol 25 mM, NaCl 50 mM,
DTT 1 mM, BSA 0,1 mg./ml. pH=7,4.

En este momento se realiza una preincubacion en bafio de agua termostatizado a
30 ©C por 10 min. para permitir el contacto de la enzima con el resto de los componen-
tes y en caso de haber toxinas presentes, que se produzca la inhibicion de la enzima.

Pasado este tiempo se retira del bafio calefactor, se lleva al bafio de hielo donde
se agrega a cada tubo 20 pl. de Buffer sustrato (pNPP aproximadamente 39 mM en
Buffer de Reaccion) y se incuba en las mismas condiciones 60 min mas; durante los
cuales se llevara a cabo la reaccion enzimética que generard el producto coloreado.

Por ultimo se detiene la reaccion por agregado de 500 pl. de NaOH 0,25 N a ca-
da tubo.

Finalmente se mide la absorbancia a 405 nm de cada tubo llevando a cero el es-
pectrofotometro con NaOH 0,25 N y se realizan los graficos y célculos correspondien-
tes.

Calculos y gréficos

Como estamos trabajando con una reaccion de inhibicion enzimética, debemos
tener en cuenta que a mayor concentracion de inhibidor presente, en este caso las
toxinas mencionadas, menor serd la actividad que presente la enzima y por lo tanto
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menor sera la cantidad de producto coloreado formada con lo cual se observara una
menor absorbancia.

Asi el blanco de reaccién, al cual no se le agrega toxina, presentara la mayor ac-
tividad y por ende serd el que presente la mayor absorbancia; mientras que el patrén
de toxina de mayor concentracion serd el que presente la mayor inhibicion y por lo
tanto el que exhiba la menor absorbancia.

Se grafica la absorbancia o el porcentaje de inhibicién (% Inhib) en funcion de la
concentracion (Fig.14) de toxina usada en la curva de calibracién [MC-LR]

1 Ringo linear

"4 Inhihicion

T T T M T T 1

¥}
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w
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o]
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Concentracion MC-LR ppb

Fig. 14. Curva de calibracion % Inhibicion vs. Concentracién MC-LR para el ensayo de inhibicién de proteina fosfa-
tasa. El area rayada indica el rango lineal del método.

El % Inhibicion se calcula utilizando la siguiente formula:
% Inhib = 100 — (Absy x 100/ ADbS pco-)

Abs, = absorbancia de la muestra o, en el caso de la curva de calibracién, de los

patrones de distinta concentracion.
Abs,,= absorbancia del blanco de reaccion.

Los resultados se expresan en términos de concentraciéon (ppb) MC-LR equivalen-
te o en términos de equivalencia a la toxina usada en la curva de calibracion si ésta
fuera distinta de MC-LR; los valores obtenidos son sélo orientativos y no serviran para
cuantificar.

Es necesario realizar una curva de calibracion para cada conjunto de determina-
ciones realizadas, siendo imposible utilizar una curva obtenida en otro momento debido
a que los factores como temperatura y tiempo de incubacion influyen fuertemente so-

bre los resultados obtenidos.
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7.5. 3. 3. Ensayo ELISA

Son métodos de andlisis preliminares que deberian ser confirmados por métodos
maés robustos. Los ensayos ELISA se encuentran disponibles comercialmente y son en
su totalidad desarrollados en América del Norte y Europa por lo que hay que tener cui-
dado en el transporte asegurando que se cumplan las condiciones estipuladas por el
fabricante. Actualmente existen ensayos inmunolégicos para microcystinas, saxitoxinas
y cilindrospermopsinas.

Los ensayos ELISA se basan en el principio fundamental de la interaccion especi-
fica antigeno-anticuerpo, donde el anticuerpo disefiado para tal fin es capaz de reco-
nocer un epitope, seccion particular de la estructura de la molécula, caracteristico del
antigeno. Luego se acopla algun sistema que permita poner de manifiesto dicha reac-
cién inmunolégica. Usualmente para tal fin se utilizan antigenos o anticuerpos conju-
gados con alguna enzima, por ejemplo fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, peroxidasa,
que al ser enfrentada a su sustrato caracteristico generan un producto coloreado o que
emite fluorescencia al ser excitado a una longitud de onda especifica. De esta forma,
determinando la absorbancia o la fluorescencia emitida por el producto puede obtener-
se la concentracion del antigeno.

Existe una gran variedad de ensayos ELISA en cuanto a la modalidad por la cual
se lleva a cabo la reaccion inmunoldgica, la deteccion y a la presentacion del kit co-
mercial. Asi tendremos ELISA directo, indirecto, competitivos, entre otros, y para estos
las presentaciones comerciales en microplacas con posillos de 350 pl o en tubo donde
el volumen de reaccion alcanza varios mililitros.

Dependiendo del equipamiento con el que se cuenta en el laboratorio se selec-
cionard el kit a utilizar, ya que por ejemplo para realizar la determinacién con un kit en
microplacas deberemos contar con un lector de microplacas.

Los ensayos ELISA mas utilizados para la determinaciéon de microcystinas son los
ensayos competitivos, en los cuales dependiendo de la presentacion comercial en par-
ticular, el antigeno (microcistina) contenido en la muestra compite con un antigeno
marcado agregado junto con la muestra (Fig. 15) o con el antigeno fijado en el soporte
solido (Fig.16) por un anticuerpo especifico que acta como reactivo limitante.

o Microcystina Lavado
® ¥ conjugada
* e 1 ™ con I6J1 egnzima “

. . it 2 ’ .
Microcystina Incubar 3
(muestra)

Anticuerpo anti-MCs
fijo a la placa

0, A
)
DR Incubar

Sustrato  f&, =% # 10—

Producto co-
loreado

Fig. 15. ELISA competitivo utilizando Microcystina conjugada con una enzima.
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Fig. 16. ELISA competitivo utilizando Microcystina fija a la placa y un anticuerpo conjugado
a la enzima para deteccion

En ambos casos, cuanto mayor sea el contenido de toxina en la muestra, mayor
sera la competencia por el anticuerpo y menor sera la cantidad de producto coloreado
generado; por lo tanto en este tipo de ensayos la concentracion de la toxina sera in-
versamente proporcional a la sefial detectada.

Debe tenerse en cuenta que cada kit comercial tiene sus especificaciones particu-
lares, las cuales deben seguirse cuidadosamente para asegurar el éxito de la determi-
nacion.

Asi mismo, estos ensayos presentan ligeras diferencias en cuanto a la especifici-
dad de la unién antigeno-anticuerpo, basadas en pequefias diferencias estructurales,
para los distintos congéneres de toxina; por lo cual exhiben leves variaciones en los ni-
veles de deteccion para las distintas microcystinas.

Los ensayos ELISA, si bien pueden detectar pequefias concentraciones de toxina,
presentan su mayor valor como ensayos preliminares ya que pueden darse reacciones
cruzadas y no permite discriminar o asignar identidad a las distintas toxinas que pudie-
ran estar presentes en la muestra; lo cual si es posible mediante métodos analiticos
como HPLC.
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7. 5. 4. Métodos Analiticos. Cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion permite la identificacion y cuantifica-
cion de las toxinas producidas por cianobacterias siendo una metodologia especifica y
sensible, aceptada internacionalmente y que permite la intercalibracion con otros labo-
ratorios, el desarrollo de otros métodos quimicos o biolégicos y el control de los “kits”
gue se ofrecen comercialmente.

En este tipo de andlisis s6lo se observan las toxinas para las cuales se ha disefia-
do el método. Ademas, son necesarios los estandares analiticos los cuales son de dificil
acceso ya que pueden no estar disponibles comercialmente y/o presenta algunas difi-
cultades para su importacion por su condicion de toxinas (saxitoxina es un arma quimi-
ca de nivel 1).

A continuacion se presentan las caracteristicas particulares de los métodos de
HPLC para las distintas toxinas, ya que debido a sus diferentes estructuras sera nece-
sario utilizar distintos pretratamientos de muestras, columnas, solventes, condiciones
de corrida y deteccion.

7.5. 4. 1. Detecciéon de Microcystinas
Preparacion de las muestras:

Se podran emplear las muestras resultantes de los procesamientos explicados
previamente para la determinacion de toxinas disueltas, intracelulares y/o totales.

En el caso de las Microcystinas se pueden emplear filtros SPE (extraccion en fase
solida) C 18 de 1 o 1,5 gr previamente activados con metanol y equilibrados con agua
tal como se explicd anteriormente.

Equipo necesario:

En este caso el andlisis se llevara a cabo utilizando un equipo de HPLC (Fig.17)
con bombas binarias, un inyector, una columna C18 (150 X 4,6 mm de 5 pm de poro)
y detector UV 6ptimamente con arreglo de diodos.

Fig. 17. Equipo de HPLC

La técnica se llevard a cabo en condiciones isocraticas y con deteccion UV de ser
posible con arreglo de diodos (DAD).
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Columna: Columna C18 de 150 X 4,6 mm de 5 pm de poro.

Fase movil: se emplearan dos soluciones de distinta composicion.
Solucién A: Agua destilada y desionizada 0,05% de TFA.

Solucion B Acetonitrilo 0,05% de TFA.

Velocidad de Flujo: 1ml/min.

Se equilibra la columna con una solucién de composicién A 65% y B 35 %.

Se utiliza el siguiente gradiente, esperando 5 minutos entre corridas consecuti-
vas.

Deteccion: UV a 238 nm.

7.5. 4. 2. Deteccion de Saxitoxina

Preparacion de la muestra:

Se podran emplear las muestras resultantes de los procesamientos explicados
previamente para la determinaciéon de toxinas disueltas, intracelulares y/o totales. Es-
pecificamente para muestras de fitoplancton se podra utilizar 0,5 a 1 gr. de fitoplanc-
ton himedo, sobre el cual se realizard una extraccion con 1 ml. de HCI 0,01 N frioy 2
ml. de una solucién cloroformo/metanol (1:1, v:v) agitando en vortex durante 30 seg.
y luego realizando dos ciclos de sonicacion de 30 seg. cada uno con un intervalo de 30
seg. entre ellos.

Seguidamente se centrifuga a 2000 rpm durante 5 min. para permitir que se se-
paren las fases. Se separa la fase acuosa, que contiene las toxinas, y se la guarda en
hielo.

Sobre la fase organica remanente se realiza una segunda extraccion utilizando
0,5 ml. de HCI 0,01 N repitiendo el procedimiento anterior.

Se juntan las fases acuosas y se evapora el remanente de cloroformo/metanol en
bafio de Maria a 50 ©C con corriente de nitrdgeno gaseoso.

Se lleva a volumen (2 ml.) con agua bidestilada y previo a inyectar en el HPLC se
pasan por filtro de nylon de 0,45 pum.

Equipo necesario:

El equipo de HPLC constara de una bomba de pistdn de alta presién, un inyector
Rheodyne 7725i (loop 10, 20 pl.), una columna de Silica C8 fase reversa (150 x 4,6
mm, 3 um.) una bomba de dos cabezales para agregar el agente oxidante y el &cido
que se utilizaran en la derivatizacién post-columna, camara de reaccion post-columna
con bafio termostatizado ( 65°C) y detector fluorescente.

Condiciones de corrida cromatografica:

La técnica se llevara a cabo en condiciones isocraticas, utilizando derivatizacion
post-columna y deteccion fluorescente. La informacion obtenida se procesa en un
computador con un programa que permite registrar el cromatograma e integrar las
areas de los picos aislados correspondientes a las toxinas.
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Las condiciones de corrida a emplear para el grupo de Saxitoxinas segun Oshima,
1995 son:

Columna: Silica C8 (150 x 4,6 mm, 5 um.), Fase reversa

Fase Movil: 2 mM 1-heptasulfonato de sodio en 30 mM de fosfato de amonio, pH
7,1 en 5% de acetonitrilo. Velocidad de flujo: 0,7 ml/min.

Agente Oxidante: Acido periédico 7mM en buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 9.
Flujo: 0,4 ml/min.

Camara de reaccion post-columna: coil de 10 m (0,5 mm i.d.) a 65 °C.
Agente acidificante: Acido acético 500 mM. Flujo: 0,3 ml/min.

Deteccion: Fluorescencia, A Ex: 330 nm. , A Em: 390 nm.

7. 5. 4. 3. Deteccidon de Cilindroespermopsina
Preparacion de la muestra:

Se filtra la muestra siguiendo los métodos explicados anteriormente utilizando fil-
tros de fibra de vidrio Whatman GF/C y luego se congelan los filtros - 20°C.

Sobre éstos se agrega acido acético al 5% y se somete a agitacion durante una
hora.

Luego se realiza una centrifugacion a 4000 g durante 10 min y se concentra el
extracto utilizando columnas de SPE Waters Oasis MCX.

Equipo necesario:

Equipo de HPLC con deteccion UV 6ptimamente con arreglo de diodos (DAD).

Condiciones de corrida:

Las condiciones de corrida segun el método para deteccion de cilindroespermop-
sina desarrollado inicialmente por Harada et al. (1994) son:

Columna: columna compatible con Allsphere ODS-2 pm, 250 x 4.6mm d.i (Al-
tech)

Fase mavil: durante los primeros 10 min se establece un gradiente de 0 a 5% de
metanol, luego se continda con un régimen isocratico con metanol al 5% durante 10
min. mas.

Deteccion UV a 262 nm. Si se cuenta con DAD se debe observar el espectro UV.

7.5. 4. 4. Deteccion de Anatoxina
Preparacion de la muestra:

Se podra comenzar filtrando la muestra, segun se describe en la seccién 7.2.1.2.
para toxinas intracelulares, y luego se realiza una extraccion de la toxina con metanol
al 50% acidificando con HCI 0,01 N, agitando durante una hora.

Se centrifuga, se separa el sobrenadante y se evapora a sequedad en rotavapor
(40 °C)
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Por otro lado se evapora también a sequedad en rotavapor un volumen determi-
nado del liquido filtrado inicialmente.

En ambos casos se resuspende el residuo en 10 ml de agua desionizada, y luego
se purifican por SPE (Octadecil C18, Bakerbond).

Equipo necesario:

Sistema de HPLC con detector de fluorescencia.

Condiciones de corrida:
Las condiciones de corrida segun James et al, 1997 son:
La anatoxina se eluye con metanol conteniendo 0,2 % TFA.

La derivatizacion fluorométrica se realiza de la siguiente manera: la muestra se
mezcla con bérax 0,1 My 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F) incubandose 10 mi-
nutos en oscuridd a temperatura ambiente. Luego se detiene la reaccion con HCI 1M.

Deteccion: fluorescencia A Ex: 470 nm, A Em: 530 nm

7.5. 4. 5. Célculos y evaluacién de resultados
De los cromatogramas se podran extraer los siguientes pardmetros:

Tiempo de retencion (Rt): este pardmetro serd caracteristico de cada toxina y
nos servird para identificarla, siempre que se realice la cromatografia en las mismas
condiciones, es decir, empleando la misma fase movil y fase estacionaria.

Area bajo la curva (AUC): representa la cantidad en masa de cada toxina o com-
puesto. El AUC para cada pico depende del volumen de muestra inyectado, por lo cual
es conveniente inyectar siempre el mismo volumen tanto para la muestra como para
los estandares. De esta manera se simplificardn notablemente los célculos.

Se debe trabajar con estandares analiticos, los cuales tienen especificada la o las
toxinas que contienen y en que concentracion se presentan las mismas.

Gracias a esto podremos relacionar especificamente el Rt obtenido como indica-
dor de identidad de la toxina del estandar y el area bajo el pico (AUC) con la concen-
tracién de dicha toxina en el patrén, para las condiciones de corrida utilizadas.

Cuando realizamos una determinacion por HPLC comenzamos corriendo el estan-
dar y del cromatograma obtenido determinamos los Rt.

Luego, en las mismas condiciones, se corre la muestra y se comparan los distin-
tos Rt obtenidos en éste caso con los extraidos del cromatograma anterior, con el fin
de identificar la o las toxinas presentes en la muestra. Se podra asignar identidad para
un determinado pico cuando la coincidencia en Rt respete la siguiente condicion: Rt +
0,2 min.

Para asegurar estos resultados, si se cuenta con detector con arreglo de diodos,
se podran comparar los espectros de absorcion de las sustancias.

Del mismo modo, en los casos en los que no sea posible identificar alguna toxina
contenida en la muestra debido a la falta de estédndares, si se cuenta con un detector
con arreglo de diodos podremos determinar si se trata de una Microcystina evaluando
su espectro de absorcion (Fig. 18)
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Fig. 18. Espectro de absorcion UV de MCs

A continuacién se presenta un ejemplo préactico de los datos obtenidos del cro-

matograma (Fig. 19) y los célculos que deben realizarse.
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Fig. 19. Cromatograma de dos corridas de HPLC para la deteccion de MCs. A) Estandares analiticos de MC RR,
Nod, YRy LR respectivamente en orden de salida B) Muestra de agua de red donde se aprecia un pico que se co-
rresponde por el Rt con MC LR, al que siguen al menos 3 picos que no se pueden identificar por falta de estandares

analiticos. Para la identificacion de estos 3 picos debemos recurrir a obtener su espectro de absorcion.

Para los estandares, el cromatograma A arroja los siguientes datos:

Rt (min) AUC Identidad Concentracion (ppm)
6.37 48 MC-RR 5
7.83 65 Nod. 5
8.55 58 MC-YR 5
9.10 53 MC-LR 5
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Para la muestra procesada (cromatograma B) tendremos:

Pico N° Rt (min) AUC
1 9.11 6.5
2 11.10 3.2
3 11.78 2.5
4 12.74 3.1

Comparando ambas tablas podemos concluir que el primer pico, con un Rt de
9,11 minutos, pude asignarse a MC-LR ya que la misma presenté un Rt de 9,10 minu-
tos en el cromatograma correspondiente a los estandares; mientras que los picos res-
tantes no coinciden con ninguno de los Rt correspondientes a los patrones, por lo tanto
en estas condiciones no tenemos las herramientas necesarias como para asignarles
identidad alguna.

Una vez asignada la identidad a cada pico, en los casos en los que sea posible,
se procede a calcular la concentracion de las distintas toxinas en la muestra.

Para ello debe considerar los pasos realizados en el pretratamiento de la muestra
con el fin de introducir los factores de correccién necesarios.

A modo de ejemplo, consideremos el procedimiento que se realiza sobre una
muestra de agua corriente para determinar toxinas, representado en el esquema de la
figura 20.

Se observa que partiendo de un volumen de muestra de 2 litros, luego del pre-
tratamiento, se concentran las toxinas contenidas en la muestra en un volumen de 10
ml, de los cuales se inyectan en el HPLC so6lo 20 pl.

En este caso los calculos a realizar seran:

1) Con el mismo volumen de inyeccidn para estandares y muestras, por compa-
racion directa de las &reas obtenemos la concentracion de la toxina en los 20 pl inyec-
tados realizando el siguiente calculo:

[TOthra]: (AUCmtra . [St] ) / AUCSt

[TOXmira] = concentracién de la toxina en el volumen inyectado en el HPLC

AUC\a = &rea bajo la curva del pico que representa a una toxina en particular en
la muestra. Este dato es proporcionado por el programa del computador que esté aso-
ciado al equipo.

[St] = concentracion del estandar correspondiente.

AUCs, = &rea bajo la curva del pico correspondiente a la toxina en el cromato-
grama correspondiente a los estandares.
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Muestra de agua de red
Vol =2 Litros

Filtracion bor Sep-Pack El liquido filtrado se descarta
activado

Filtro Sep-Pack con pigmentos
y toxinas retenidas

Elucion de pigmentos con 10 ml de ]
Metanol 20% seguido de 10 ml de aire El eluido se descarta

Filtro Sep-Pack con
toxinas retenidas

Elucién de toxinas con
10 ml de Metanol 80%

<Tm

Eluido
Vol. 10 ml.

=
Filtracion en filtro
de nylon 0,45 pm

Filtrado
Vol .10 ml

=

Alicuota de 20 pl se
inyecta en HPLC

Fig. 20. Esquema del tratamiento realizado para concentrar toxinas presentes en agua de red

En nuestro ejemplo el valor obtenido sera:
[MC-LR]= (6,5 .5 ppm) / 53 = 0,61 ppm
2) A partir de esta concentracion calculamos el contenido de toxina en la mues-
tra mediante el siguiente razonamiento:

Multiplicando el volumen del eluido en ml (para este ejemplo 10 ml.) por la con-
centracion hallada en la parte 1), obtendremos la cantidad en pg de toxina contenida
en dicho volumen.

pg MC-LR =10 ml . 0,61 pg/ml = 6,1 pg

Luego teniendo en cuenta que, debido al tratamiento que realizamos sobre la
muestra, estos pig de toxina estaban contenidos en el volumen original de muestra y
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que debemos expresar el resultado como ppb (partes por billon) o pg/l de MC-LR, de-
bemos realizar el siguiente calculo:

[MC-LR] ppb = (1000 . pg MC-LR) 7/ Vol mtra
[MC-LR] ppb = (1000 . 6,1) /7 2000 = 3,05 ppb

En base a éstos célculos podemos decir que en la muestra procesada encontra-

mos MC-LR en una concentracion de 3,05 ppb.
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Capitulo 8:
Herramientas moleculares para la deteccion de estirpes de cianobacterias
productoras de toxinas

Graciela L. Salerno
Fabiana Consolo
Corina Berén

8. 1. Introduccion

Son numerosas las estirpes de cianobacterias que pueden desarrollar crecimien-
tos extensivos, conocidos como florecimientos. La identificacidn morfoldgica, segun se
describié en capitulos anteriores, permite identificar un gran nimero de estas estirpes,
y monitorear su presencia a través de la identificacion microscopica y el recuento celu-
lar. Esta préactica puede ser implementada con bajo costo y después de un entrena-
miento técnico adecuado. Sin embargo, esta metodologia no permite distinguir entre
cepas con potencialidad para producir toxinas de aquéllas que no lo hacen, estando
bien documentado que en una floracién pueden estar presentes ambos tipos de estir-
pes. El diagnostico precoz de cepas tdxicas por microscopia Optica ha sido muy dificil
debido a que no hay una correlacién entre rasgos fisioldgicos y caracteristicas morfolé-
gicas (tamanfo y forma celular) con la produccion de toxinas.

Los métodos de deteccion molecular ofrecen una alternativa de suma utilidad pa-
ra la identificacién precoz de poblaciones productoras de toxinas presentes en ambien-
tes naturales y ofrecen la ventaja que pueden detectar estirpes que estdn en muy baja
concentracion. Por otra parte, estos andlisis se pueden hacer directamente con mues-
tras ambientales y no requieren el aislamiento y cultivo de las cepas. Ademés de ser
rapidos y simples, su costo esta ampliamente compensado por su alto grado de sensi-
bilidad y especificidad, lo que permite también hacer ensayos de grandes cantidades
de muestras. Dentro de estos métodos de deteccion, estan siendo ampliamente utiliza-
dos aquéllos basados en la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que
estd basado en la deteccidon de fragmentos de &cidos nucleidos relacionados con la sin-
tesis de toxinas. Una vez que se ajustd esta metodologia con cepas aisladas, se adapt6
a muestras ambientales, por lo que puede ser aplicada directamente a las muestras de
agua. Estas herramientas moleculares han demostrado ser altamente sensibles para
detectar linajes de cianobacterias productoras de toxinas, principalmente, microcisti-
nas, pero también cepas que sintetizan nodularinas y cilindrospermopsinas. Estos re-
sultados han dado lugar al desarrollo de ensayos para ser utilizados para detectar pre-
cozmente las floraciones toxicas y cuantificar la produccion de toxinas.

En este capitulo se hara una breve revision de los métodos moleculares emplea-
dos a nivel mundial en la caracterizacion e identificacién de cianobacterias tdxicas pre-
sentes en ambientes naturales, sus alcances y limitaciones. Si bien las técnicas molecu-
lares empleadas son sencillas, altamente reproducibles y muy especificas, es conve-
niente que el personal que las utilice por primera vez reciba capacitacion previa. Este
entrenamiento es importante, por un lado, para evitar gastos innecesarios en la puesta
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a punto de las metodologias y por otro, para utilizar criterios similares en los distintos
laboratorios que realizan identificacion y caracterizacion de cianobacterias toxicas. En
este capitulo, se pretende entonces, dar un panorama de las respuestas que pueden
brindar las nuevas metodologias.

8. 2. Fundamentos de los ensayos desarrollados para la identificacion y clasifica-
cion de las cianobacterias con potencialidad de producir toxinas

Secuencias de genes mas informativas usados actualmente para identi-
ficar cepas de cianobacterias

Para la caracterizacion de cepas cianobacterianas usando metodologias basadas
en PCR, es necesario conocer previamente las secuencias nucleotidicas codificantes de
algun gen (fragmentos de ADN) que sean esenciales y/o caracteristicos de estos mi-
croorganismos, y que presenten dos caracteristicas: i) las secuencias de nucleo6tidos
deben estar muy conservadas en las distintas estirpes, pero ii) en alguna region de
ellas debe haber una subregion de secuencia de nucleétidos variable, lo cual permitira
diferenciar las cepas, como si fueran “huellas dactilares”. Se han usado varios genes
gue cumplen estos requisitos, y hay muchos trabajos publicados que demuestran su
utilidad. Se mencionan a continuacion los genes méas importantes usados para identifi-
car cepas de cianobacterias tanto aisladas como presentes en muestras de ambientes
naturales.

Las secuencias de nucleétidos de los genes que codifican subunidades de los
ARN ribosomales (ARNr) caracteristicas de organismos procariotas fueron las primeras
utilizadas para la caracterizacion molecular de cianobacterias, permitiendo un gran
avance en la ecologia microbiana. Los ARNr son componentes esenciales celulares in-
volucrados en la sintesis de las proteinas y tienen un elevado nivel de conservacion.
Las variaciones en las secuencias de nuclettidos del gen codificante de la subunidad
ribosomal 16S (ARNr 16S) ha sido la que més frecuentemente fue usada para la identi-
ficacion de microroganismos. La identificacion de las cepas esta basada en las diferen-
cias encontradas en las secuencias del ARNr16S, obtenidas por la metodologia de PCR,
usando cebadores especialmente disefiados y programas adecuados para la amplifica-
cion de la secuencia de interés. También ha sido utilizada como herramienta la compa-
racion de las secuencias nucleotidicas de una regién espaciadora entre genes riboso-
males (ITS). Estas técnicas aportaron datos de secuencias de las regiones genémicas
mencionadas que permitieron establecer las primeras relaciones filogenéticas entre es-
pecies hepatotdxicas presentes en floraciones, principalmente de Microcystis sp. La uti-
lizacion de estas secuencias, en general, permite identificar géneros de cianobacterias
potencialmente toxicas, pero no permite hacer diagnosticos seguros de toxicidad en
muestras naturales, ya a que las cepas toxicas y no toxicas de Microcystis presentan
una distribucion errética en las floraciones. Una excepcion ha sido la posibilidad de di-
ferenciar miembros téxicos y no-toxicos del género Nodularia a partir de la compara-
cion de secuencias de ARNr16S. Hace pocos afos (en 2005) se publicé la determina-
cion de la diversidad de cepas de Cylindrospermopsis por métodos moleculares presen-
tes en cuatro continentes.

También se utilizan las secuencias de una region entre dos genes involucrados
en la sintesis de la ficocianina (PC), un pigmento caracteristico de las cianobacterias. A
estas secuencias se las denomina intergénicas (IGS, “intergenic sequences”). La identi-
ficacion esta basada en comparar las secuencias intergénicas de los genes de la fico-
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cianina (IGS-PC) obtenidas por secuenciaciéon de los fragmentos de ADN amplificados
por la metodologia basada en PCR y cebadores y condiciones adecuadas, con registros
depositados en bases de datos publicas. En general, con el conocimiento del largo y de
la secuencia de las regiones IGS-PC se puede predecir el género de las cianobacterias
presentes en la muestra con alta certeza, y en algunos casos hasta la especie. En es-
tudios recientes se pudieron distinguir distintos miembros de los géneros Microcystis,
Anabaenay Nodularia.

8. 3. Identificacion molecular de cepas toxicas y de las toxinas
que pueden producir

Una alternativa a los ensayos bioldgicos, fisico-quimicos y bioquimicos para la
identificacion y deteccidén de cianotoxinas la ofrecen las técnicas moleculares, de alta
sensibilidad y especificidad con un enorme potencial para ser aplicadas en muestras
ambientales directamente.

Las estructuras de las cianotoxinas son complejas y diversas. La produccion de
estas toxinas en las células cianobacterianas requiere la participacion de varias protei-
nas (involucra complejos enzimaticos) codificadas por genes agrupados en operones
presentes en los genomas de las cianobacterias potencialmente toxicas. Es importante
resaltar que el hecho de que un microorganismo lleve la informacion genética necesa-
ria para la biosintesis de determinada toxina, no significa que la va a producir en cual-
qguier momento, sino que tiene la potencialidad de hacerlo, bajo determinadas condi-
ciones aun no del todo dilucidadas. Basicamente, las metodologias para detectar cia-
nobacteria potencialmente tdxicas y para conocer qué cianotoxinas podrian producir,
se basan también en la aplicacion de la tecnologia de la PCR y el disefio de cebadores
especificos que tienen como blanco alguno de los genes involucrados en la sintesis de
una dada toxina. Para desarrollar estos protocolos moleculares es necesario conocer
previamente las secuencias de los genes involucrados en la biosintesis de cada toxina.
En la actualidad, por andlisis fisicoquimicos se han descripto cientos de toxinas, pero
solo de las abundantes y frecuentes se conocen los mecanismos de sintesis.

Recién en el afio 2000 se dio a conocer por primera vez la organizacion estructu-
ral y la secuencia completa del grupo de genes involucrados en la biosintesis de micro-
cistina (genes mcy) en Microcystis aeruginosa PCC 7806. Més recientemente se publi-
caron las secuencias de genes involucrados en la biosintesis de nodularina (genes nda)
y en el corriente afio se conocieron las secuencias de los genes responsables de la sin-
tesis de cilindrospermopsina (genes c¢yr). Es importante resaltar que los mcy y los nda
pueden estar presentes en mas de una cepa (Microcystis, Anabaena, Nodularia, Plank-
tothrix). Hasta el presente, no se han podido describir los grupos génicos responsables
de la sintesis de neurotoxinas, anatoxinas y saxitoxinas en cianobacterias.

Los conocimientos recientemente adquiridos sobre las secuencias de los opero-
nes involucrados en la produccién de las toxinas sentaron las bases para el desarrollo
de los métodos actuales para detectar cepas productoras de toxinas. Es asi que el po-
tencial toxico de un florecimiento se puede determinar aislando del ADN ambiental to-
tal y aplicando la tecnologia de la PCR usando cebadores para pasos claves del camino
de la sintesis de cada toxina. Sin embargo estos resultados no relacionan la presencia
de la toxina a una estirpe dada, sino que indican la potencialidad de que en la floracion
se encuentren la/s toxina/s cuyos gen/es haya/n dado positivo/s en el ensayo. Una
gran ventaja que ofrece este enfoque experimental es que se puede detectar la pre-
sencia de cepas toxigenas que sean muy minoritarias en la floracion, y hasta indetec-

Salerno — Consolo - Berén 153



Cianobacterias y Cianotoxinas — Identificacién, Toxicologia, Monitoreo y Evaluacién de Riesgo

tables al microscopio 6ptico, ya que no es necesario el aislamiento y cultivo de las célu-
las.

8. 4. Ensayos de PCR para detectar cianobacterias toxicas

Los métodos moleculares que mas se usan en la actualidad para detectar y cuan-
tificar cianobacterias hepatotoxicas, como por ej. del género Microcystis emplean tec-
nologia basada en la PCR y cebadores disefiados que tienen como blanco a los genes
mcyB o mcyA o mcyE. Los estudios con estos iniciadores demostraron tener una muy
buena correlatividad entre la identificacion de Microcystis toxicas y la presencia de mi-
crocistina, analizada por alguno de los métodos descriptos en este manual. Un trabajo
mas reciente propone usar el cebador universal para mcyE (mcyE-F2) y el oligonucléo-
tido reverso especifico del género correspondiente (/mcyE-12R2, mcyER8, mcyE-plaR3,
para detectar especies de los géneros Anabaena, Microcystis'y Planktothrix, respecti-
vamente). Con este enfoque metodoldgico fue posible detectar y diferenciar cepas con
potencialidad para producir toxinas en un florecimiento en Finlandia.

Estos resultados ponen en evidencia la necesidad de ajustar para casos particula-
res el disefio de cebadores adecuados, basandose en las experiencias anteriores, pero
que cubran los géneros encontrados en cada cuerpo de agua que se quiera monitorear
o estudiar la dinamica poblacional de las cianobacterias potencialmente toxicas presen-
tes. Es importante destacar que, varios estudios han revelado que ciertas cepas que
poseen genes mcy no producen toxinas. Se han realizado varios estudios para deter-
minar las causas de este fenébmeno pero la principal conclusién a que se ha llegado es
gue los ensayos moleculares basados solamente en presencia de mcy pueden llevar
ocasionalmente a resultados erroneos. Para asegurar la calidad del agua de suministro
publico, se aconseja hacer ensayos de toxicidad suplementarios (por ejemplo fisico-
quimicos o bioquimicos).

Los ensayos moleculares basados en los genes nda (involucrados en la produc-
cion de nodularina) de cepas de Nodularia son mucho més confiables que los basados
en los genes mcy. La razon principal es que la producciéon de nodularina esté limitada a
las cepas de N. spumigena, siendo todas productoras de nodularina y son toxigenas.
Por el contrario, otras cepas de Nodularia (por ej. N. harveyanay N. sphaerocarpa) no
son toxicas y carecen de genes nda.

Recién en 2008 se conocieron las secuencias de los genes responsables de la sin-
tesis de cilindrospermopsinas, por lo que aun no hay reportes con resultados de ensa-
yos ambientales. Sin embargo, estos hallazgos permitiran el disefio de ensayos especi-
ficos para identificar cepas téxicas productoras de estas toxinas.

En la actualidad se estan ensayando técnicas moleculares mas complejas con
mayor capacidad de diagnoéstico, extrayéndose inclusive el ARN ambiental total. Estas
novedosas técnicas hacen uso de la metodologia de PCR cuantitativa en tiempo real
gue va a ser una poderosa técnica en el futuro, aunque todavia no esté al alcance de
la mayoria de los laboratorios para uso de rutina.

En resumen, en el presente el uso de herramientas moleculares permite identifi-
car tempranamente y con certeza el género, y muchas veces la especie de cianobacte-
rias presentes en una floracién, en muy corto tiempo, con metodologias factibles de
implementar. También es posible aportar informacion sobre la existencias de cianobac-
terias portadoras de la capacidad genética como para sintetizar ciertas toxinas. Sin
embargo, se necesita todavia contar mayor informacion sobre los caminos sintéticos de
otras toxinas y que se hagan estudios que comprueben la correlacion entre los datos
moleculares y los resultados toxicolgicos.
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8. 5. Importancia de la toma de la muestra ambiental para un exitoso

analisis molecular

Nuestro pais no cuenta adn con servicios para realizar todos los andlisis molecu-
lares en forma rutinaria y masiva. Sin embargo, algunos laboratorios vinculados a Uni-
versidades Nacionales o Instituciones de bien publico estdn capacitados para llevar a
cabo estos diagnosticos. En caso de que estos andlisis sean requeridos, se debe tener
presente que un punto importante y clave para poder realizar los ensayos es el proce-
dimiento seguido para la toma de muestra ambiental.

Se aconseja comunicarse previamente con el laboratorio donde se va a realizar el
andlisis. Sin embargo, las siguientes recomendaciones generales para la toma de
muestras deben tenerse en cuenta cuando se van a hacer andlisis moleculares de
muestras de agua de floraciones:

No se debe agregar ningun tipo de sustancia o fijador a la muestra de agua
ambiental tomada para andlisis molecular.

Cualquiera sea el procedimiento que se use para recolectar las células presen-
tes en la muestra, debe hacerse en e/ menor tiempo posible, y se deben con-
gelar las células a -20°C inmediatamente.

Una vez congelada, /a muestra NO debe descongelarse (mantener la cadena
de congelamiento). Caso contrario, si la muestra llegara a descongelarse, es
muy probable que se haya inutilizado para realizar diagnésticos moleculares
certeros.

Si la floracion es muy densa (alto nimero de células por ml), observandose
una capa verdosa sobre la superficie, es suficiente colectar 1-3 m/ de la masa
celular, escurriendo el agua excedente.

Si la muestra de agua corresponde a un monitoreo o andlisis preventivo donde
no se ve a simple vista la floracion o esta en sus comienzos, se recomienda fi/-
trar 1-5 litros de agua con filtros comunes de laboratorio o a través de una te-
la de malla apropiada, de manera de quedarse con un residuo celular de 1 a 2
ml libre de liquido. Este procedimiento debe hacerse rdpidamente para evitar
que las células se rompan.

En caso de que no sea posible realizar la filtracion, se pueden dejar decantar
/as células en un recipiente adecuado que permita eliminar el liquido sobrena-
dante vy retirar el precipitado celular de manera facil, que es trasvasado al tu-
bo donde se va congelar.

Si el lugar de muestreo quedara cerca de un laboratorio, se puede transportar
el agua en bidones y filtrar y/o centrifugar con un procedimiento continuo, /o
mads rapidamente posible, en lo posible en una centrifuga refrigerada. El pre-
cipitado celular se pasa al tubo donde va a ser congelado.

En todos los casos, la muestra colectada debe ser congelada en el menor
tiempo posible y se debe evitar el descongelamiento de la muestra. Es reco-
mendable llevar hielo seco con sal gruesa en un termo apropiado al area de
muestreo, y lo antes posible depositar las muestras en un congelador de -
20°C.

En caso de que deban efectuarse tras/ados de las muestras por largas distan-
cias, debe preverse que estén congeladas todo el tiempo (por e€j. en hielo seco
con sal). La interrupcion del congelamiento inutiliza las muestras.
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— En el caso que no sea posible congelar las muestras, aunque no es el método
més recomendado, suele ser apropiado dejar las células vivas tal cual se en-
cuentran en la floracién, en un recipiente adecuado, con el mismo liquido en
gue estan en su ambiente natural, y mantenerlas en un lugar con luz y tempe-
ratura lo mas similar al ambiente. Se deben remitir a un laboratorio para su
concentracion o al laboratorio de andlisis molecular lo antes posible.

— El cumplimiento de estos requerimientos minimos asegura que el ADN presen-
te en los organismos que constituyen la muestra, se mantega integro, lo cual
es importante para llevar a cabo las reacciones de PCR. En caso de desconge-
lamiento de las muestras, o cualquier alteracion que conduzca a la ruptura de
las células, produce la liberacion del contenido intracelular, incluyendo las mo-
léculas de ADN. La interaccion de los &cidos nucleicos con proteinas que pue-
den degradarlos o romperlos (nucleasas) los convierten en pequefios frag-
mentos que impiden las detecciones moleculares.

8. 6. Pasos que se siguen en el laboratorio molecular

Las muestras que llegan al laboratorio para analisis de cianobacterias toxicas, ya
sea su identificacion molecular o la deteccion de genes relacionados con toxinas, se
guardan en el congelador de -20°C hasta que van a ser ensayadas.

Una posibilidad es que se comience extrayendo el ADN total, presente en la
muestra. Este estara compuesto por los ADN de todos los organismos capturados en el
momento del muestreo, entre los que se encuentran los de las cianobacterias. Si el
muestreo y conservacion de la muestra fueron adecuados y si se procede correctamen-
te con reactivos apropiados, se obtendrd un ADN no fragmentado.

A partir del ADN total y con los sustratos y cebadores para llevar a cabo las reac-
ciones de amplificacion de la PCR, se haran los ciclos de amplificacion con el programa
ajustado para cada gen de interés, usando un termociclador. De esta manera se obtie-
nen muchas copias del segmento especifico que se ha querido amplificar.

Puede ocurrir, que se realice la amplificacion de la PCR directamente sobre la
muestra ambiental, pero en ese caso se debera contar con los reactivos que aseguren
que no interfieran inhibidores de las reacciones de la PCR (reaccion de ADN polimera-
sa).

El ADN obtenido después de la amplificacion por la PCR (que debe corresponder
al fragmento de interés (por ej. ARNI6S, ITS, IGS-PC, mcyA, mcyB, mcyE, etc.) puede
corresponder a una Unica cianobacteria, 0 a mas de una. En caso de provenir de un
cepa aislada, puede ser enviado directamente a secuenciar (Servicio de Secuencia-
cion). En el caso de provenir de una muestra ambiental donde puede haber més de
una cianobacteria presente, estos fragmentos de ADN corresponden a una region simi-
lar regiéon pero de distintas cianobacterias. Por eso los ADNs son introducidos en un
vector (plasmido, fragmento de ADN circular autoreplicante en una bacteria £scherichia
coli) que permite generar una “biblioteca” de ADNs de la muestra. Esta biblioteca con-
siste en células de £. coli que llevan dentro los distintos pldsmidos generados ante-
riormente (cada uno se denomina clon). Cada célula de £. coli tiene uno de los frag-
mentos (a esta etapa se la llama clonacion). La biblioteca puede ser guardada a -20°C
y conservada. Para caracterizar las cepas presentes o los genes de las toxinas presen-
tes en la muestra ambiental se hace un andlisis de los clones y se mandan a secuen-
ciar los fragmentos contenidos en los pldsmidos. La secuencia de nucléotidos obtenida
se compara con la informacion existente en bases de datos publicas y con el uso de
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softwares adecuados se hacen analisis de caracterizacion y andlisis filogenéticos. Se
reportan los resultados.
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Seccion I11: Manejo de floraciones nocivas,
tratamientos en plantas potabilizadoras.

Capitulo 9:
Enfoques para la evaluacion y manejo del riesgo
de cianobacterias

Ana Laura Ruibal Conti
Marcia Ruiz
Silvia Otafio

9. 1. Marco general

El proposito de este capitulo es brindar elementos y herramientas que permita
evaluar y manejar los riesgos potenciales derivados del desarrollo masivo de cianobac-
terias y brindar informacién sobre regulaciones vigentes en otros paises.

Como punto de partida para la gestion y manejo del riesgo de las cianobacterias
se debe tener presente que las mismas son un componente natural de los ecosistemas
acuaticos. Son organismos microscéopicos que a simple vista no se ven.

El riesgo asociado a ellas se basa en dos aspectos fundamentales:

Capacidad de desarrollarse masivamente, lo que también se conoce como flo-
racion algal o bloom algal. Bajo ciertas condiciones ambientales, las cianobac-
terias tienen ventajas competitivas sobre otros tipos de algas y pueden des-
arrollar masivamente. En esta situacién, en general, el agua presenta colora-
cion verde.

Las cianobacterias tienen la capacidad potencial de producir toxinas (una flo-
racion de cianobacterias puede ser tdxica o no).

Cuando ambas condiciones se dan simultdneamente, es decir existe una floracién
de cianobacterias productoras de toxinas, el riesgo asociado aumenta y debe gestio-
narse adecuadamente.

El segundo punto importante es comprender que el desarrollo masivo de las cia-
nobacterias representa un problema Ambiental y un problema de Salud Publica (Fig.
1).
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J

Fig. 1: Esquema de la problematica causada por el desarrollo masivo de Cianobacterias (DM Ciano)

Desde el punto de vista ambiental, el desarrollo masivo de cianobacterias
(DMCiano) es, por lo general, la manifestacion visible de la eutrofizacion y por ello la
prevencion y manejo de la eutrofizacion es parte de la gestion del riesgo de las ciano-
bacterias.

La eutrofizacion es uno de los problemas ambientales mas distribuidos en los
cuerpos de agua continentales y es el enriquecimiento del agua con dos nutrientes
principales, fosforo y nitrogeno (UNEP-IETC/ILEC 2001). La contaminacion puntual de
las aguas (ej: efluentes urbanos/industriales), o difusa (ej: por la contaminacién agra-
ria o atmosférica), puede aportar cantidades importantes de estos elementos y el re-
sultado es un aumento en el desarrollo de algas unicelulares y/o macrdfitas, con im-
portantes consecuencias sobre la composicion, estructura y dindmica del ecosistema.

La Eutrofizacion comienza a reconocerse como problema a mediados del siglo
XX. Segun las estadisticas del Comité Internacional de Ambientes Lacustres (ILEC/Lake
Biwa Research Institute 1988-1993), en Asia cerca del 54% de los lagos son eutroéficos.
Lo mismo ocurre en el 53% de los lagos en Europa, en el 48% de los lagos norteame-
ricanos, y en el 41% y el 28% de los lagos de América del Sur y de Africa respectiva-
mente.

Desde el punto de vista de la Salud Publica el problema se enmarca dentro de las
enfermedades hidricas. Este tipo de enfermedades se clasifican en:

1. Enfermedades de transmision hidrica (por ingestion de agua con bacterias, vi-
rus, parasitos, quimicos),

2. Enfermedades en relacién con la higiene (pediculosis, infeccion de piel y 0jos),

3. Enfermedades por contacto directo (esquistosomiasis, dermatitis, irritacion de
piel),

4. Enfermedades por vectores de habitat hidrico (malaria, filariasis).

El problema sobre la salud que ocasiona el desarrollo masivo de cianobacterias
se clasifica en las categorias 1 y 2 de las enfermedades hidricas. La categoria 1 incluye
los problemas asociados a la presencia de toxinas en agua y su consumo, y la catego-
ria 2 hace referencia a los problemas dérmicos derivados del contacto con el agua (uso
recreativo y/o doméstico).

Por lo antes descrito, cuando se observan desarrollos masivos de cianobacterias
téxicas en los cuerpos de agua es necesario evaluar el riesgo e implementar un plan de
gestion que involucre medidas de mitigacion, monitoreos periodicos, planes de accién y
contingencia, asi como informacion y participacion de los distintos sectores involucra-
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dos en el uso del recurso hidrico. Esto no es una tarea sencilla y requiere de una disci-
plina relativamente nueva y en constante desarrollo: Manejo del Riesgo.

El manejo del riesgo permite lo siguiente (Chorus & Bartram, 1999):

- Evaluar o Valorar el riesgo, respondiendo a preguntas tales como: ¢Hay un
problema? Si hubiera un problema, ¢seria detectado? ;Cémo puede la severi-
dad del problema ser interpretada en relacion a otras demandas del recurso?

- Contar con opciones de manejo, conociendo: ¢Qué tipo de acciones estan dis-
ponibles? ;Cuéles son las caracteristicas basicas?

- Planificar para la gestion. programando cémo deberian articularse las acciones
de manejo, respuesta de emergencia, planes de contingencia y planes de in-
vestigacion.

9. 1. 1. Conceptos béasicos de manejo de riesgo

El manejo del riesgo es una disciplina reciente, que necesita informacion de base,
comparacion con otros sucesos, Y la participacion de todos los organismos involucrados
en la gestion del riesgo (Fig. 2).

Identificacion y ca-
racterizacion del

peligro
Evaluacion d . Evaluacion de la
valuacion de ) > Comu_n.lcamgn exposicion y ca-
politicas y participacion ¢ ' racterizacion
del riesgo
Implementacion de politi- Desarrollo de politicas
4 —
cas

Fig. 2: Esquema del ciclo de manejo del riesgo (Chorus & Bartram, 1999).

A continuacion se explica brevemente las partes componentes del ciclo:

Comunicacion y participacion. involucra principalmente riesgos por el desconoci-
miento de la poblacion, por las consecuencias de una caracterizacion y comprension
insuficientes y riesgos en los cuales el individuo o la poblacion tienen poca posibilidad
de influencia sobre las respuestas oficiales.

La identificacion y caracterizacion del peligro: se refiere a la probabilidad de que
la exposicion a una sustancia nociva provoque un efecto adverso especifico en la salud,
generalmente expresado como frecuencia en un tiempo dado. Como ejemplo, los valo-
res guia se definen como concentraciones de un compuesto estimado para provocar un
riesgo adicional insignificante para el consumidor, lo cual se conoce como riesgo acep-
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table o riesgo tolerable. En este nivel el manejo del riesgo se vuelve dificil debido a la
falta de estudios toxicolégicos y epidemiolégicos.

El desarrollo de politicas: toma en cuenta aspectos racionales (como son los pro-
cesos cientificos) y valores sociales. Las bases para el desarrollo de politicas compren-
den el conocimiento y caracterizacion del dafio, la ocurrencia local de las condiciones
de peligro, y la valoracion del resultado de la exposicion. Estas bases se complementan
con el costo y la efectividad de las medidas de prevencion y de remediacion, y la dis-
ponibilidad y experiencia en la implementacion de soluciones técnicas.

La implementacion de politicas: es la formulacion de legislacion. Otros mecanis-
mos son la resoluciéon de conflictos, instrumentacion econdmica e informacion y parti-
cipacion publica.

Las acciones y planes de manejo: deben ser revisados periddicamente, a los
efectos de establecer qué partes del plan fueron efectivas y cuales insuficientes.

Principales Actividades en el Proceso de Manejo del Riesgo.

En el contexto de salud ambiental, el proceso de manejo del riesgo puede ser or-
ganizado en varias y distintas actividades. Las tres principales actividades que constitu-
yen los pasos esenciales en el proceso de manejo examinan diferentes aspectos del
problema:

Estimacion del Riesgo. Uso de informacion de riesgo con base cientifica y de mé-
todos analiticos para:

- caracterizar la naturaleza

- caracterizar la extension de los riesgos ambientales sobre la salud en la pobla-
cion humana

Evaluacion del Riesgo. Se consideran los factores:
- Legales,

- Politicos,

- Econémicos,

- Sociales

Estos factores influencian la decision de adoptar un curso de accion para reducir
los riesgos en la salud. En algunos esquemas de manejo, el andlisis econémico cuanti-
tativo de los beneficios y los costos de la reduccion del riesgo se combina con resulta-
dos del proceso de estimacion y de la evaluacion.

Control del Riesgo: Seleccion de opciones y comienzo de acciones orientadas a
reducir el riesgo a un nivel aceptable o tolerable. Esta actividad es lo que generalmente
se refiere como manejo de riesgo. Pero el término control de riesgo es méas especifico
y refleja mejor los objetivos de las actividades.

9. 1. 2. Evaluacion del Riesgo o Valoracion de la Situacion

La evaluacion del riesgo es una tarea compleja. En muchos casos, sino en todos,
no existe informacion epidemioldgica que evidencie la relacion entre los efectos sobre

162 Ruibal Conti — Ruiz - Otafio



Capitulo 9

la salud y las cianobacterias. A continuacién se describe tipos de informacién que habi-
tualmente esta disponible y que puede ayudar en esta tarea.

Informacion de la fuente de agua:

El monitoreo de cuerpos de agua y sistemas de suministro para detectar las cia-
nobacterias y cianotoxinas no es una préctica comun en la mayoria de los paises del
mundo todavia. Existen una serie de puntos criticos de control en el sistema de agua
potable donde evaluar las cianotoxinas y las células. Debe ser llevado a cabo si las po-
blaciones de cianobacterias son significativas en la fuente de agua. Estos puntos pue-
den incluir:

- la fuente de agua (rio, lago, embalse),
- la entrada de agua cruda a la planta,
- puntos clave en el proceso de tratamiento,

- finalmente en el agua tratada (a la salida de la planta de tratamiento y en red).

Es importante la inspeccién visual de la fuente de agua. Los cambios en la colo-
racion constituyen un indicador de la presencia de algas, asi como lo son la formacion
de espumas, presencia de animales muertos y deteccion de olores extrafios.

Fig. 3: Floracion de cianobacterias en el Embalse San Roque.
Fuente de agua para la ciudad de Cérdoba- Argentina.

Ante una situacion de floracidn, para evaluar rapidamente el grado de proteccién
brindado por la planta potabilizadora se puede seguir el arbol de decision planteado en
la Fig. 4.

Informacion de aguas de uso recreativo.

Hacer una valoracién del peligro potencial en cuerpos de agua de uso recreativo
es complicado debido a los numerosos sitios en los cuales las personas pueden entrar
en contacto con el agua y por la distribucion heterogénea y rapidamente cambiante de
las floraciones. Hacer un monitoreo de todos los cuerpos de agua de uso recreativo es
poco probable de que se logre, por ello, para valorar el riesgo es necesario optar por
otros enfoques tales como: monitoreo visual incluyendo la participacion de los respon-
sables de los sitios de bafio y del publico en general. En este sentido la educacién
cumple un rol fundamental.
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Informacion ambiental:

La informacion ambiental incluye registros historicos, la mayoria provenientes de
la comunidad, como descripciones del cuerpo de agua y ejemplos de incidencia en la
salud, mortandad de animales asociadas a espumas, etc. y conocimiento local, referi-
dos a datos fisicos, quimicos y bioldgicos. A estos datos historicos se deben sumar el
registro de pardmetros fisicos, quimicos y biolégicos. Los parametros bésicos son nu-
trientes, pH, oxigeno disuelto, temperatura, conductividad, turbidez, transparencia del
agua, profundidad del sistema, tiempo de residencia del agua en lagos, lagunas y em-

balses, altura de los rios, analisis de algas.

SI

Meétodos de remocion

efectivos

Filtracion subterranea.
Coagulacion con
coagulantes  apropiados-
floculacién-filtracion.
Filtracion lenta en lecho de
arena.

Condiciones que pueden
llevar a la lisis celular
Uso de alguicidas.
Precloracion.
Senescencia,

Presion de bombeo.

Especies productoras de
anatoxina y saxitoxinas
Aphanizomenon,
Anabaena, Oscillatoria,
Lynghya,
Cylindrospermum,
Cylindrospermopsis.

Condiciones de cloracion
adecuadas 0,5 mg/1 cloro
libre residual 30 min. de
contacto.

microcistina pH 6-7,8
cilindrospermopsina pH
6-9

Saxitoxinas pH 9

Tiene tratamiento de
potabilizacion avanzados
(ozono y/o carbén activado) y
su funcionamiento es optimo
incluso en situaciones de alta
carga organica

N()ﬂ

Tiene informacion de
monitoreos regulares que
indiquen la presencia de
cianobacterias potencialmente
toxicas en la fuente de agua

st 1

Es probable que haya remocion
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sistema de tratamiento
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Fig. 4 Evaluacion simple y rapida del grado de proteccion brindado por el sistema de potabilizacién
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La informacién sobre el medio ambiente ayuda a la evaluaciéon de la probabilidad
o presencia de desarrollos masivos de algas, y podria predecir los tipos de cianotoxinas
y su localizacion.

Informacion historica y conocimiento local: conocer sobre si el medio ha sido
propenso a desarrollar algas. La informacion de la comunidad también es util por
ejemplo: incidentes sobre efectos en salud humana, mortandad de ganado, muertes de
peces asociadas a floraciones o cumulos de algas.
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Fig. 5: Floracion de algas en el Embalse de Rio Ill, Cérdoba - Argentina (Diario La Voz del Interior 31-05-99)

Datos fisicos y quimicos. El crecimiento masivo de cianobacterias depende de la
concentracion de nutrientes del cuerpo de agua. La relacion entre la abundancia de al-
gas y las concentraciones de fésforo y nitr6geno (especialmente nitratos y amonio)
proveen una base valiosa para evaluar la probabilidad del desarrollo de biomasa planc-

tonica. La temperatura del agua y la altura y los caudales de los rios constituyen otros
factores de importancia.

Datos Biologicos: Registros de monitoreos a largo plazo son necesarios para eva-
luar la probabilidad de la persistencia de los desarrollos de algas.

Informacion sobre Salud Publica.: En episodios de gastroenteritis donde no ha si-
do encontrado el patdgeno causante puede ser Util asociarlo a la presencia de ciano-
bacterias en agua.
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Otra Informacion.: Informacion adicional puede provenir de inspecciones veteri-
narias, sintomatologia de animales o registro post-mortem.

9. 2. Marcos de Gestion del Riesgo: Arboles de Decision para AGUA POTABLE

9. 2. 1. Arboles de decisién para agua potable

Un marco de trabajo considerando niveles de Alerta es una secuencia de accio-
nes de manejo y monitoreo que puede ser usada por operadores de plantas potabiliza-
doras o por personas encargadas de toma de decisiones. El siguiente modelo de mane-
jo presentado como “arbol de decisiones” (Fig.6) se basa en los puntos criticos de con-
trol y en las categorias de proteccion de la Fig.4. Este esquema de decisiones debe ser
considerado como un marco general y debe ser adaptado para las circunstancias loca-
les.

A modo orientativo la Fig. 6 muestra un procedimiento que permite evaluar una
floracién algal potencialmente toxica, realizar acciones y dar respuestas a través de los
siguientes “umbrales de accion”:

¢ Nivel de Vigilancia,
e Nivel de Alerta 1,
e Nivel de Alerta 2
¢ Nivel de Alerta 3.

Este procedimiento, ha sido basado y adaptado a circunstancias locales tomando
como base el procedimiento propuesto por Chorus & Bartram (1999) y el Ministério da
Saude (2003). Es importante destacar que en Argentina, son escasos los estudios de
base que asocian la concentracion de toxinas con el numero de células de cianobacte-
rias. Un estudio comparativo realizado en los Embalses San Roque y Paso de las Pie-
dras indica que el numero de células de cianobacterias que determina un determinado
“umbral de accion” puede variar de acuerdo al cuerpo de agua (Ruibal Conti et al.,
2005). De esto se desprende que es necesario convalidar el procedimiento a través de
un monitoreo a largo plazo para cada cuerpo de agua.

La secuencia de respuestas (Fig 6) se basa en la detecciébn de cianobacterias
mediante un PROGRAMA DE MONITOREO REGULAR, progresando desde moderados
hasta altos niveles de recuentos de cianobacterias y la posibilidad de detectar las toxi-
nas por encima de los niveles guias de ALERTA 1. Las condiciones del nivel de Alerta 1
requieren decisiones a tomar sobre el agua tratada, la eficacia del tratamiento y las
concentraciones de toxinas. A continuacion se explican las etapas umbrales.

Programa de Monitoreo Regular:

Un cuerpo de agua destinado a suministro de agua potable, debe ser regular-
mente monitoreado a través de un programa de muestreo de calidad de agua. Las ca-
racteristicas de este programa (por ej.: frecuencia, estaciones de monitoreo, pardme-
tros de calidad, etc.) se definiran en funcion de las caracteristicas del cuerpo de agua.
(Para lineamientos generales de disefio de programa de monitoreo consultar NORMAS
IRAM 29012-1/ IRAM 29012-2 y IRAM 29012-1, Muestreo en Lagos IRAM 29012-4,
29012-1)
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Se sugiere la inspeccion regular de la toma acompafiada de analisis quincenales
de fitoplancton y pardmetros fisico-quimicos relevantes. En ocasiones la implementa-
cion de este programa de monitoreo puede resultar costosa, por ello en funcién a los
antecedentes del cuerpo de agua se puede reducir el mismo, por ejemplo: monitoreo
mensual en periodos de mezcla o baja productividad (bajo contenido de algas) y quin-
cenal en épocas de mayor productividad (alto contenido de algas).

La muestra de agua s simple (homogeneizada y tomada con frasco de boca an-
cha o con muestreador-ver capitulo 5) debe tomarse superficialmente y a la altura de
la boca de extraccion del agua para la planta potabilizadora.

En caso de presencia de algas que se desarrollan preferentemente en la zona del
metalimnion (como es el caso de Planktothrix, Cylindrospermopsis y Raphidiopsis) to-
mar una muestra mas a la altura del metalimnion.

Nivel de Vigilancia:

Comprende los estadios tempranos del desarrollo de una floracién algal cuando
es encontrada en forma dispersa durante el programa de monitoreo regular. La pre-
sencia igual o mayor a de 500 células de cianobacterias/mL de muestra es un valor in-
dicativo para activar el nivel de vigilancia. Este limite puede ser adaptado de acuerdo al
conocimiento local y la informacion historica.

Al activarse este nivel, la frecuencia de los monitoreos de algas debe incremen-
tarse a semanal.

Los olores y sabores pueden ser detectables en suministros donde hay un desa-
rrollo por encima del nivel de vigilancia. Pero su ausencia no es indicativa de ausencia
de cianobacterias.

Nivel de Alerta 1:

Este nivel abarca una concentracion de algas igual o mayor a 5.000 cél./mL de
cianobacterias en el cuerpo de agua

Las condiciones de este nivel implican que debe hacerse una evaluacion basada
sobre el andlisis de las toxinas por una técnica cuantitativa. Este nivel requiere la eva-
luacion del desarrollo de la floracion y de la disponibilidad de un tratamiento efectivo
del agua.

- Se deben mantener los recuentos de algas en el agua cruda a una vez por
semana.

- Efectuar el andlisis de toxinas quincenalmente en el agua cruda. Si los valores
de toxinas estan por encima de los niveles guia para agua potable, realizar es-
tos ensayos en el agua tratada.

- Si el nivel de Alerta 1 se mantiene pero las toxinas no son detectadas, el mo-
nitoreo debe mantenerse para realizar el seguimiento en el desarrollo de al-
gas.

- Si el sistema de tratamiento es efectivo en la remocion de toxinas (tratamien-
to capaz de remover més del 99% de las células sin causar su lisis, 0 el 90%
de las toxinas disueltas), se debe continuar con el monitoreo semanal del
agua cruda y del agua tratada y efectuar el analisis de toxinas cada dos se-
manas en el agua tratada.

Ruibal Conti — Ruiz - Otafio 167



Cianobacterias y Cianotoxinas — Identificacién, Toxicologia, Monitoreo y Evaluacién de Riesgo

- Si el tratamiento resulta ineficaz se debe efectuar el ajuste en la cloracién de
la siguiente manera: Para microcistinas y cilindrospermopsina la cloracion con
dosis adecuadas segun demanda para tener 1 mg/L de cloro libre con tiempo
de contacto 20 minutos a pH entre 6 y 7,8 (Izaguirre y Romén, 2005).

- Se debera efectuar la remocién de barros y aumento en la frecuencia de lava-
do de filtros. Se deber& considerar la disposicion final de los barros a los efec-
tos de evitar la contaminacion del agua con el concentrado de algas resultante
de los procesos.

- Se debera informar al Ente Regulador y/o Autoridad del Agua sobre las condi-
ciones de algas y toxinas detectadas.

En el caso de Cianobacterias que producen otras toxinas, de no contarse con los
insumos e instrumental para su determinacion, sera necesario hacer un andlisis de
riesgo basado en el peligro inherente a la especie detectada, su concentracion y la ex-
posicion esperada a la misma.

Para tal fin se deberan realizar pruebas de bioensayo raton a los efectos de de-
terminar la existencia de toxicidad de las muestras. En el caso que los resultados sean
positivos se deberan cuantificar las toxinas mediante técnicas cromatogréficas en labo-
ratorio propio o de referencia (ver nébmina de profesionales a recurrir al final del ma-
nual).

La falta de insumos e instrumental para la cuantificacién de toxinas conducirian a
la incertidumbre en los diversos niveles de alerta.

Se efectuaran en forma regular ensayos de jarras (Jar test) a fines de determinar
las diversas dosis de productos quimicos y evaluar su respuesta a la remocion de algas
y de toxinas de las diversas especies presentes. La informacion recolectada hara posi-
ble la actualizacion del plan de contingencia al incorporar resultados no obtenidos has-
ta la fecha.

Nivel de Alerta 2:

Este nivel abarca una concentracion de algas de igual o mayor a 10.000 cél/mL
de cianobacterias y presencia de toxinas confirmadas.

Las condiciones de este nivel indican un incremento significativo en el riesgo so-
bre efectos adversos en la salud por un suministro de agua que es tratado con un sis-
tema no efectivo (los efectos adversos pueden ser a corto plazo).

En este nivel se debe:

- Incrementar los controles de algas a 2 veces por semana en el agua cruda, y
extender estos analisis en el agua tratada.

- En el caso de que la remocion de células sea ineficaz, se debe optimizar el
proceso de coagulacién, utilizando siempre sulfato de aluminio, si es necesario
prealcalinizar y agregar polielectrolito catiénico como coadyuvante. No utilizar
sulfato de cobre. No preclorar agua natural. Si preclorar agua decantada antes
del ingreso a los filtros segun la demanda.

- Realizar pruebas semanales de toxicidad en el agua tratada.

- En el caso de que las concentraciones de toxinas en el agua tratada sean su-
periores a los valores guia, se debe utilizar carbon activado. Se sugiere seguir
las especificaciones descriptas en el Capitulo 8, inyectando siempre en el lu-
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gar més cercano a la toma para obtener un mayor tiempo de contacto. Las
dosis de referencia podréan variar entre 20 y 80 mg/L de acuerdo a la efectivi-
dad del carbdn, de la concentracion de algas detectadas y de la calidad de
agua cruda (Otafio y Roméan, 2008).

Se considerara el cambio en el tipo de carbon utilizado efectuando pruebas en
laboratorio sobre las mejores opciones para el tratamiento del agua de acuer-
do a las sustancias producidas por las algas (toxinas o malos olores).

Realizar andlisis de subproductos de la cloracion.
Cambiar la profundidad de la toma.

Si bien, en reservorios, es posible la utilizacion de alguicidas en la fuente de
agua para reducir la abundancia de algas (sulfato de cobre, peroxido de
hidrogeno, etc), su uso no es recomendable debido a su potencial efecto toxi-
co sobre la biota acuética. (Ver Capitulo 8). En caso de ser usado, se debe
considerar hacer controles estrictos (diarios) de la remocion de toxinas o bien
cerrar temporalmente la fuente de agua potable hasta tanto las toxinas solu-
bles en agua sean eliminadas. Brasil establece la prohibicion en el uso de al-
guicidas en la fuente de agua cuando la abundancia de cianobacterias es su-
perior a las 20.000 células/mL (Ministerio da Saude do Brasil, 2005).

Controlar la presion de bombeo a menos de 10 atmosferas y controlar los
gradientes de presion en los filtros a fines de evitar la lisis celular.

Considerar otras fuentes alternativas (Ej: Agua envasada, agua subterranea,
distribucion en camiones de aguas de otras fuentes, etc.).

Informar a las autoridades de salud y a otros organismos sobre los riesgos po-
tenciales (Ente regulador, bromatologia, salud publica, Autoridad del Agua
etc.).

Informacion precisa y responsable al pablico (por distintos medios masivos de
comunicacion).

Nivel de Alerta 3:

Este nivel abarca una concentracion de algas de igual o mayor de 20.000 cél./mL
cianobacterias. Toxinas por encima de los niveles guia.

En este nivel el plan de contingencia debe ser activado adn con tratamientos
avanzados. En esas condiciones existe un riesgo acentuado para la salud publica, y se
deber& continuar con:

Controles de algas 3 veces por semana.

Andlisis semanales de toxinas en el agua tratada, y a la entrada de las clinicas
de hemodialisis.

Evaluar el tipo de carbén activado utilizado para optimizar la remocion de
toxinas y olores (Ver Capitulo 10)

No utilizar alguicidas en la fuente de agua.

Para la optimizacién de los procesos de potabilizacion se podrén considerar las
siguientes opciones de tratamientos avanzados:

- Cambiar el proceso de Decantacion por Flotacion.
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- Utilizar ozono para eliminacion de toxinas y olores.

- Incorporar aireadores para ayudar en la eliminacion de olores.

Si estas medidas contindan resultando insuficientes, se procedera a efectuar las
siguientes acciones:

- Provision de agua potable en botellas.

- Provision de agua segura a consumidores particularmente sensibles (clinicas
con pacientes sometidos a didlisis, terapias intravenosas).

- Cierre temporal de la fuente de agua hasta que los niveles de toxinas en el
agua de consumo sean menores al valor guia.

- Comunicacion a las autoridades sanitarias e informacion al publico a través de
los medios de comunicacion

Una vez desactivado el NVive/ 3 se informard a las autoridades sanitarias y a la
poblacion sobre la regularizacion del servicio.
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PROGRAMA DE MONITOREO REGULAR
Analisis quincenal de algas - Inspeccion regular de la toma - Parametros
relevantes de la fuente. Inspeccion visual y percepcion de olor

A 4

mayor o igual 500 cél./mL de cianobacterias

L

NIVEL DE VIGILANCIA
Muestreo semanal de algas

W

Més de 5.000 cél/mL de Cianm

Jry

NIVEL DE ALERTA 1 <——

Muestreo semanal de algas. Analizar
quincenalmente toxinas en agua cruda.
Optimizar la cloracidon. Remover barros de
decantadores. Incrementar frecuencia lavado de
filtros. Informar a las autoridades

o

Mavor de 10.000 cél./ml| Cianobacterias

=

NIVEL DE ALERTA 2

7

Abundancia de alaas

Incrementar muestreos a 2 por semana en agua cruda y agua tratada. Determinar
toxinas semanalmente. Optimizar la cloracién y coagulacion. Controlar presiones de
bombeo < 10 atm. y presidn en filtros. Cambiar la profundidad de la toma.
Considerar otras fuentes alternativas. Efectuar consultas entre los operadores y las
autoridades de salud. Informar a otras agencias (Ente Regulador, etc.). Informar a

los medios de comunicacion.
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i Alerta2 i
Toxinas en el agua tratada mayor a valores Ersmmemmsesannnsnnae s
guia. Baja remocion de algas. Persistencia de
olores NO

SIN

Utilizar carbdn activado. Utilizar floculantes de
aluminio. Prealcalinizar con hidroxido de calcio
(cal hidratada). Realizar analisis de
subproductos de la cloracion.

S

Sistema efectivo en la remocidn de toxinas y

olores ST

o < >

Mas de 20.000 cél./mL de cianobacterias
Toxinas por encima de los valores guia

N7

NIVEL DE ALERTA 3 <

b

Incrementar muestreos a 3 veces por semana. Determinar toxinas semanalmente.
No utilizar alguicidas en la fuente de agua. Implementar sistemas de tratamientos
avanzados. Efectuar consultas entre los operadores y las autoridades de salud.
Informar a otras agencias (Ente Regulador, etc.). Informar a los medios de
comunicacion.

=

Sistema efectivo en la remocion de toxinas

y olores S

NO < 7

Cierre temporal de la fuente de agua hasta que los niveles de toxinas en el agua de
conhsumo sean menores al valor guia.

Provision de agua potable en botellas.

Provision de agua segura a consumidores particularmente sensibles (clinicas con
pacientes sometidos a dialisis, terapias intravenosas).

Comunicacion a las autoridades sanitarias e informacion al publico a través de los medios
de comunicacion.

Fig. 6. Niveles de alerta por presencia de cianobacterias potencialmente toxicas
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Coordinacion con otros Organismos Publicos y Privados

Al alcanzar el nivel de Alerta 1 se notificara y trabajara en forma conjunta con el
ente regulador o la autoridad del agua competente, efectuando los controles en las di-
ferentes etapas de tratamiento.

Bajo este nivel se notificard ademas a las autoridades sanitarias sobre los resul-
tados de los monitoreos realizados. La informacion brindada permitira establecer posi-
bles casos de intoxicacion por cianotoxinas. Cuando se reportan casos de gastroenteri-
tis donde no se detectan patdgenos, es importante localizar las zonas donde se produ-
cen a los fines de evaluar si la fuente se origina en el sistema de distribucién de agua
potable. Lo mismo sucede si las especies detectadas fueran promotoras de otras toxi-
nas que causan otros sintomas (paralisis muscular, respiracién abdominal pesada, con-
vulsiones, pérdida de coordinacion, temblores).

Bajo el nivel de Alerta 2 se informara ademés a las autoridades que existe un
riesgo bajo para actividades recreativas debido a efectos alérgicos o irritaciones, a los
fines de transferir dicha informacion a los usuarios e iniciar un monitoreo de vigilancia.
A concentraciones mayores de algas el riesgo aumenta de moderado a alto, pudiendo
llegar a cerrar temporalmente el balneario.

Se publicaran en forma periddica noticias breves que tiendan a educar al publico
sobre la problematica de algas téxicas, riesgos asociados y remediaciones efectuadas.

Durante episodios de niveles de alerta se mantendrd informada a la comunidad
sobre los avances logrados mediante el uso de medios de comunicacion (diarios, radio,
etc.).

La participaciéon del publico constituye ademas una fuente de informacién adicio-
nal al ser capaz de advertir a las autoridades locales sobre la observacion de formacion
de espumas, deteccion de malos olores en el agua o muerte de animales (peces, ga-
nado).

9. 2. 2. Arboles De Decision Para Agua Recreativa

El riesgo en la salud humana a través de la exposicion a las cianobacterias y a
sus toxinas durante el uso del agua de manera recreativa surge a traves de 3 rutas de
exposicion:

1. Contacto directo, de las partes expuestas del cuerpo, incluyendo areas sensi-
bles como son los ojos, oidos, boca y garganta, y las areas cubiertas por el
traje de bafio (en el cual puede quedar retenido material celular).

2. Ingesta accidental de agua conteniendo cianobacterias v;
3. Aspiracion de agua que contenga cianobacterias (inhalacion).

9. 2. 2. 1. Exposicion a través de contacto directo o dérmico

Han sido reportadas reacciones alérgicas o irritantes en la dermis de numerosos
géneros de cianobacterias de agua dulce, entre ellos: Anabaena, Aphanizomenon, No-
dularia, Oscillatoria y Gloetrichia, después de una exposicidn recreativa.

Los trajes de bafio (particularmente cuando estos se encuentran hiumedos), tien-
den a agravar tales efectos por la acumulacion de cianobacterias y el incremento de la
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rotura de las mismas y asi se libera su contenido celular. Ademés se ha documentado
sensibilidad cutanea, irritacion de la piel, reacciones alérgicas, irritacion de ojos y nariz
en nadadores expuestos a Oscillatoriaceae.

Las reacciones alérgicas no son solo relacionadas a cianobacterias, también pue-
den ser relacionadas a otras algas plancténicas. Sin embargo, para tener una reaccion
alérgica se requiere de una elevada densidad celular en el agua en la cual se realizé
natacion, y por lo general el mayor desarrollo de masa de algas en el agua dulce suele
ser de cianobacterias. También se pueden distinguir otros grupos de algas las cuales
no hacen espumas superficiales y por lo tanto sus metabolitos no aparecen en forma
comparativa a las cianobacterias a altas concentraciones.

9. 2. 2. 2. Exposicidn a través de ingestion o aspiracion

En muchos casos documentados de enfermedades humanas que han sido aso-
ciadas a cianobacterias una de las rutas de exposicion fue la de Ingerir o aspirar.

A diferencia del contacto dérmico, la problematica de la ingesta es que también
incluye un riesgo de intoxicacion por cianotoxinas. Este riesgo puede ser estimado por
la densidad celular, el contenido de toxina celular y conociendo los mecanismos de
toxicidad.

Son bien conocidos los mecanismos de toxicidad aguda producido por las neuro-
toxinas y las microcistinas, y hay mucha informacién disponible para estimar riesgos
debido a exposiciones cronicas repetidas.

En funcion a lo expuesto, se explican dos ejemplos de manejo del riesgo para
agua recreativa (Tabla 1; Fig. 7).

Tabla 1. Gufa para la préctica segura en el manejo de aguas recreativas (Chorus & Bartram, 1999)

Nivel guia o Situacion Riesgo para la Salud Medidas recomendadas

I11-Presencia de acu- e Potencial intoxicaciéon aguda Accién inmediata para prevenir el
mulaciones de algas en contacto con las acumulaciones
sitios de bafio (espu- de algas.
mas). e Posible prohibicion de activida-
des de contacto directo.
e Seguimiento de la Salud Publica
e Investigacion.
e Informacién a autoridades de Sa-
lud Publica.

I1-Cianobacteria: .
100.000 cél/mL

Clorofila a: 50pg/L

(con dominancia de
cianobacterias) .

I-Cianobacteria: .
20.000 cél/mL

Clorofila-a: 10ug/L

(con dominancia de
cianobacterias)

Potenciales enfermedades de lar-

go plazo (con algunas especies
de cianobacterias).

Efectos adversos de corto plazo
(ej: irritacion de la piel, proble-
mas gastrointestinales)

Efectos adversos de corto plazo
(ej: irritacion de la piel, proble-
mas gastrointestinales).
Probablemente en bajas fre-
cuencias

Observar cuidadosamente la
formacion de camulos de algas.
Restringir el uso de las aguas
para bafio.

Investigar el peligro.

Colocar avisos de riesgo en las
playas.

Informar a las autoridades de
Salud Publica.

Colocar avisos sobre el riesgo
Informar a las autoridades de
Salud Publica.
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Otros esquemas son seguidos por diferentes paises. La Fig. 7 muestra el arbol de
decision seguido por la Agencia Ambiental Alemana (Chorus, 2005).

Profundidad de Secchi < 1m @ o
Espumas visibles fésforo total > 20-40 pg/L ¥

e Cianobacterias dominantes vy clorofila
> > 40 pg/L @
- Analisis de microcistinas
»~
Concentracion Concentracion | Concentracion
> 10 pg/L < 100 pg/L® | > 100 pg/L ©® < 10 pg/fL
Y A 4
Publicar avisos Monitorear el
de peligro y desarrollo de
desalentar el cianobacte-
Y h 4 \ 4 bafio; es rias como
Publicar avisos de peligro y desalentar el recomendable rutina cada
baiio, considerar el cierre temporal del sitio el cierre del 15 dias
sitio

Fig. 7. Esquema de manejo de aguas recreativas con presencia de cianobacterias (Chorus, 2005)

() peligro directo si el cuerpo de agua presenta desarrollo masivo de cianobacterias.

@ dependiendo de la evaluacion de la situacion, proceder directamente al aviso de peligro e intensifi-
car la observacion del sitio.

@ aplicable en cuerpos de agua poco profundos; las especies formadoras de colonias pueden también
formar floraciones en transparencias de hasta aproximadamente 2 m.

@ en cuerpos de agua extensos y termicamente estratificados, las cianobacterias pueden ser dominan-
tes con valores de clorofila del orden de los 20 pg/L (y a veces aun menores); en cuerpos de agua pe-
quefios y turbulentos, mas probable a > 30-40 pg/L.

® Intensificar la frecuencia de la observacion del desarrollo de cianobacterias.

9. 3. Enfoques Regulatorios

Con el paso del tiempo, ha ido progresando el conocimiento de las cianotoxinas
desde el enfoque del riesgo para la salud humana asi como en el manejo del riesgo.
Por ello, hay diferentes acercamientos de los distintos paises en este tema del riesgo.

La regulacién en muchos paises, surge de una necesidad de la investigacion cien-
tifica, otras veces por el interés en los usos del agua o como derivado de otros pro-
gramas por parte por las autoridades

En paises donde se han realizado normas regulatorias, se toman medidas para la
proteccion de la salud puablica. Estas surgen de combinar distintas actividades, entre
ellas:

e Programas de monitoreos de larga permanencia de fitoplancton y/o cianobac-
terias,

e Actividades de investigacion de cianotoxinas,
¢ Informacion publica y
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e Programas de reduccion de la eutrofizacion para mejorar la calidad ecol6gica
de los habitats acuéticos.

Esta experiencia muestra que la transicion entre la recoleccion de informacién y
la toma de accion puede ser gradual y por lo general comienza con la consulta de las
autoridades publicas de salud. Esto puede incluir redes informales de informacién co-
mo es el caso de Dinamarca, en donde unidades administrativas e instituciones de in-
vestigacion colaboran para recopilar informacion y el Instituto de Investigacion Nacio-
nal Ambiental Danesa da una vision general de la ocurrencia de las cianobacterias en
un sitio web.

En Sudéfrica, el trabajo en las cianotoxinas abarca muchas actividades incluyen-
do:

. Asesoramiento del estado trofico.
Control de policia sobre la eutroficacion.
Identificar cuales son las necesidades de investigacion.

Manuales de monitoreo.

o~ w0 bdpRF

Formulacion de un protocolo de investigacion estratégico para cianobacterias
y cianotoxinas y

6. Niveles de alerta para el tratamiento del agua de bebida.

En Estados Unidos, a nivel nacional, las cianobacterias y cianotoxinas han sido
incluidas en la USEPA, como un “candidato en la lista de contaminantes”, con la nece-
sidad de que sea regulado.

9. 3. 1. Niveles guia de agua potable:

Cada pais estipula sus especificaciones, aunque la mayoria adopta el limite guia
sugerido por la OMS (Organizacion mundial de la Salud), de 1 pg/L de MC-LR para re-
servorios de agua, aunque Brasil y Espafia no especifican la variedad de microcistina.
Entre ellos se encuentra Brasil, Republica Checa, Francia, Polonia, Espafia.

Las bases de la legislacion federal brasilera es monitorear cuando hay ocurren-
cia de cianobacterias en los sistemas de suministro de agua potable y requiere un mo-
nitoreo intensivo y un andlisis de cianotoxina y pruebas de toxicidad si las cianobacte-
rias en agua cruda excede las 10.000 cel/ml o 1 mm?® de volumen. Esto incluye el es-
tandar obligatorio de 1 pg/L aplicado a microcistina, sin variedad especificada, y como
recomendacion para saxitoxinas de 3 pg/L y para cilindrospermopsina de 15 pg/L.

Canada como resultado de un efuerzo de cooperacion federal-provincial-
territorial, tiene una concentracion maxima aceptada (MAC) para MC-LR de 1.5 pg/L y
la Salud de Canad& actualmente trata la necesidad de incluir otros congéneres en la
inspeccion y el monitoreo.

Republica Checa en su legislacién exige monitoreo del agua de la canilla para
MC-LR con un limite de 1 pg/L y una actualizacion de la ley incluye alternativas de an&-
lisis de microcistinas tales como la cuantificacion de biomasa de cianobacterias en agua
cruda o bioensayos en conjunto con el recuento de células, requiriendo solo andlisis de
toxinas si el umbral de biomasa de cianobacterias es excedido.
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En cambio el Decreto de Francia requiere los analisis cuando hay una prolifera-
cién de cianobacterias en el agua cruda, exigiendo también el limite de 1 pg/L de MC-
LR. Espafa posee el mismo limite, pero al igual que Brasil, no especifica variantes, y
lo interesante es que a este limite se lo debera revisar cada 5 afios con regimenes de
muestreo especificado en relacién a la cantidad de poblacion servida.

En otros paises como Finlandia, Alemania e Italia consideran a las algas co-
mo un pardmetro accesorio, el cual debe ser monitoreado por las autoridades locales,
sospechado como un riesgo para la salud humana y usando el ~limite sugerido por la
OMS.

En la tabla siguiente, se resumen algunos paises a modo de que quede mas cla-
ro:

Tabla 2: Limites adoptados por algunos paises
OMS AUSTRALIA BRASIL CANADA  NUEVAZE-

TOXINA (uGIL) (nGIL) (nGIL) (HGIL) LANDIA
(uGIL)
1 (No espe-
MICROCISTINA-LR 1 13 cifica varie- 15 1(p)
dad)
NODULARINA sg sg 1(p) sg 1(p)
CILINDROSPERMOPSINA sg sg 15 (p) sg 1(p)
ANATOXINA-A sg sg sg sg 6(p)
ANATOXINA-A(S) sg sg sg sg 1(p)
SAXITOXINAS sg 3 (p) 3(p) sg 3(p)

sg: sin valor guia, p: provisorio

9. 3. 2.Exposicion recreativa:

En calidad de asesorar para proteger a la salud publica se han seguido diversas
aproximaciones, muchas de las cuales han estado mas o menos cerca de lo que sugie-
re la OMS (Chorus & Bartram 1999; WHO 2003) usando dos niveles de densidad de cé-
lulas de cianobacterias y espumas provocando distintos grados de intervencion, ya sea
advirtiendo o cerrando el sitio de bafio.

Los Paises Bajos adoptaron el valor guia provisional sugerido por la OMS como
advertencia de 10 pg/L para MC-LR y de 20 pg/L para cerrar los sitios de bafo y cuan-
do haya espumas provocar una advertencia y continuar monitoreando.

El Consejo Pablico de Higiene de Francia, ha definido 3 niveles de densidad ce-
lular como disparador para el manejo de responsabilidades y prohibir el contacto con el
agua cuando se realizan deportes. La informacién del namero de células es publicada
en Internet dentro de un plazo no mayor a los 5 dias del muestreo.

En Australia, es a menudo de preferencia el monitoreo de la densidad celular al
limite de toxinas, porque este andlisis se encuentra mas disponible, debido al costo-
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efectividad y la representatividad. Hay también 3 niveles, y de acuerdo a la historia de
las floraciones del cuerpo de agua como a sus condiciones fisico-quimicas, y esto hace
gue se califique como bueno, regular o pobre.

En Alemania, se siguen 3 pasos guia basados en una inspeccion visual, seguido
por la capacidad de producir floraciones por la carga de nutrientes, seguido por la bio-
masa de cianobacterias, con umbrales de advertencia y cierre, y con opcién de perma-
necer abierto si los niveles de microcistinas se encuentran bajos y con altos niveles de
cianobacterias.

En Dinamarca cuando ocurren floraciones masivas, el material es investigado,
el riesgo evaluado y las autoridades alertan a las personas mediante sefiales de pre-
caucion.

En Finlandia, las autoridades de salud elaboraron guias de proteccion desde
1980, y una red de monitoreo de costo-efectividad asi como ciudadanos que en forma
privada, realizan inspecciones visuales.

Los italianos en cambio decretan la calidad del agua en forma indirecta median-
te la proliferacion de cianobacterias en base al oxigeno disuelto.

Hungria cuando tienen ocurrencia de floraciones de cianobacterias lo hace de
forma indirecta a través de un limite para clorofila-a y espera directivas a seguir con
determinacion de toxinas.

9. 3. 3. Aproximaciones basadas en el riesgo

Tanto en el agua potable como en el agua recreativa, estos valores mencionados
en cianotoxinas, son valores recomendados y en donde se sugiere que no sean excedi-
dos. Para lograr esto, se necesita de un buen plan de manejo.

A modo de ej. Las Guias Australianas de Agua Potable (ADWG) proveen una guia
para desarrollar tal plan de manejo. Ella incluye hojas para 4 cianotoxinas: microcisti-
na, nodularina, saxitoxina y cilindrospermopsina. Para microcistina total se recomienda
un valor de 1.3 pg/L y alternativamente un valor de densidad celular de 6.500 cel/ml,
basado en una cuota de toxina por célula de 0.2 pg. La ADGW, no obliga estos valores,
si no que los recomienda como un limite para analizar el peligro y asesorar en el riesgo
para sistemas de suministro de agua, similar al Plan sugerido por la 3° Edicion de la
Guia de calidad de agua de bebida de la OMS (WHO, 2003).

9. 3. 4. Otros temas que son necesarios que sean regulados

Hay que tener en cuenta que el ganado también se encuentra expuesto a ciano-
toxinas, por ello en Australia, la regulacion incluye las Guias de cianobacterias para
agua de bebida para ganado.

Ademas microcistina y nodularina puede aparecer en el pescado y mariscos, por
lo cual muchos paises lo han considerado a este tema. Por ej: Australia tiene niveles de
alerta para la salud en un rango de 250 pug/Kg de pescado a 1500 pg/Kg de mariscos.
Los limites estan basados en los niveles de ingesta tolerable diaria para adultos modifi-
cada con el objetivo de proteger a la poblacion de una exposicién de corto tiempo.
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Dinamarca por ejemplo tiene un servicio de linea telefonica para informacién
cuando se cierran las &reas de cosecha de mariscos debido a toxinas algales (incluyen-
do las cianotoxinas).

En algunos paises, la legislacion también incorpora la aplicacion de alguicidas y
de tratamientos quimicos lo cual puede promover la lisis celular y liberar las toxinas
unidas a las células, por ejemplo en Brasil su aplicacién no es permitida cuando se su-
pera el limite umbral mayor a 20.000 cél/ml, y en Francia, el tratamiento con alguicidas
es autorizado solo si hay una solicitud y s6lo como uso preventivo.

9. 4. Medidas de prevencion, mitigacion y remediacion de los desarrollos masivos
de cianobacterias

Todo cuerpo de agua tiene asociado un grupo de personas y organizaciones con
vastos intereses creados y un variado grado de participacion en el uso del recurso
hidrico. Estos intereses pueden estar asociados con:

- El nivel del Agua: inundacién, hidroelectricidad, transporte, recreacion
- El contenido del agua: pesca y recreacion

- La calidad del agua: agua para consumo humano, doméstico, recreacion, bebi-
da para ganado etc.

- La cantidad de agua: riego, industria, transporte

- La calidad del ecosistema acudtico: conservacion de biodiversidad, equilibrio
ecoldgico

De esta manera, los cuerpos de agua no pueden suplir las demandas de todos
los intereses creados en relacién a su uso, surgiendo conflictos entre las diferentes ac-
tividades desarrolladas en una cuenca hidrica.

Ej: La derivacion de demasiada agua para riego disminuye los niveles agua para
transporte y puede incrementar la salinidad y el contenido mineral, reduciendo el nu-
mero de peces y causando estancamiento. El aumento del estancamiento produce a su
vez un incremento en la probabilidad del desarrollo masivo de cianobacterias

Es por ello que actualmente se hace imperiosa la Gestion Integral de los Recur-
sos Hidricos (GIRH), la cual contempla la conservacién y manejo del agua dentro de
sistemas naturales con la integracion tanto de sistemas sociales como economicos y la
manera en que estos afectan las demandas del recurso base. Con la GIRH se propone
desarrollar un enfoque mas participativo de las diferentes organizaciones y personas
naturales y juridicas cuyo interés sea el agua y sus diferentes usos y beneficios en
nuestro pais.

Debe comprenderse que el manejo de los desarrollos masivos de cianobacterias
es parte de la Gestion Integral de los recursos hidricos.

Existen cuatro niveles en los cuales se puede actuar para prevenir, mitigar y re-
mediar los efectos adversos de los desarrollos masivos de cianobacterias:

-1ler Nivel: Prevenciéon de eutrofizacion.
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-2do Nivel: Manejo del cuerpo de Agua (manejo de condiciones Hidrologi-
cas/Hidraulicas)

-3er Nivel: Medidas inmediatas y/o de corto plazo: (reubicacion de toma de agua,
barreras de contencién de floracion, alguicidas, etc.)

- 4to Nivel: Sistema de tratamiento de agua potable

En términos practicos, cuando hablamos de control y manejo de las cianobacte-
rias tenemos que tener en cuenta las siguientes circunstancias:

1. Las cianobacterias dificilmente seran eliminadas en su totalidad, pero
podemos reducir la intensidad y la frecuencia de los desarrollos masivos
de cianobacterias.

2. Para controlar toxinas, sabores y olores se necesita reducir la biomasa
de cianobacterias.

3. Reducir la biomasa de cianobacterias requiere de un conocimiento de
los factores que favorecen y limitan su crecimiento, tales como la qui-
mica e hidrodindmica del cuerpo de agua.

El primer nivel a considerar para manejar los desarrollos masivos de cianobacte-
rias es la prevencion de la eutrofizaciéon de los cuerpos de agua. Las bases del desarro-
llo masivo de cianobacterias y otras algas fitoplancténicas es la excesiva concentracion
de nutrientes y por ello el control de los mismos es una accion primordial. En muchos
casos el nutriente clave es el fosforo, sin embargo las medidas tomadas para reducir la
carga de este nutriente deben ser designadas simultdneamente para reducir la carga
de nitrégeno.

El siguiente nivel de manejo es el manejo del cuerpo de agua lo cual puede in-
cluir el uso de la ingenieria para alterar las condiciones hidrofisicas.

El préximo nivel incluye el uso de técnicas de control inmediatas, de corto plazo
0 de emergencia que pueden incluir el re-posicionamiento de la toma de agua, selec-
cion de la profundidad de la toma, toma de agua por filtracion de ribera, el uso de ba-
rreras para restringir el movimiento de las natas o espumas y el uso de alguicidas (este
tltimo uso debe ser analizado cuidadosamente desde el punto de vista practico y am-
biental).

La opcion final es el control del sistema de tratamiento de agua potable. Este ni-
vel deberia ser el ultimo recurso de manejo, sin embargo, en la mayoria de los casos,
al no existir una GIRH que permita prevenir el desarrollo masivo de cianobacterias, se
recurre al mismo como primer alternativa para evitar efectos adversos en la salud de la
poblacion. En la Fig. 8 se esquematizan los diferentes niveles de accion.
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4-Planta

Fig 8. Esquema general de los niveles de accidn para el control de los desarrollos masivos de cianobacterias

9. 4. 1. Nivel 1: Medidas de prevencion de la Eutrofizacion

En la mayoria de los casos, la eutrofizacion se intensifica por actividades antro-
pogénicas. Las tres principales fuentes externas de nutrientes al cuerpo de agua son:

- La escorrentia y erosion de zonas agricolas fertilizadas
- La erosion resultante de la deforestacion vy,

- Los efluentes domeésticos e industriales.

Las medidas tomadas en la cuenca deben enfocarse en el control de estos aspec-
tos. En algunos casos puede ocurrir que la contaminacién del aire por la quema de
pastizales sea una fuente importante de ingreso de fosforo a través de las precipitacio-
nes (Falconer, 2005).

Las medidas a tomar pueden ser de tipo estructural haciendo uso de la tecnolo-
gia 'y la ingenieria o bien de tipo no estructural a través de la legislacion y la educacion.
La Tabla 3 resume las medidas més importantes.
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Tabla 3. Tipos de medidas a tomar para la prevencion de la eutrofizacion y los consecuentes desarrollos masivos de
cianobacterias.

Medidas Estructurales

Medidas No estructurales

Control del Ciclo hidroldgico y erosion de la
tierra:

e Reduccion de la escorrentia superficial:
o Forestacion en la parte superior del cau-
ce
o Obras de recuperacion de suelo
o Proteccion de las vertientes.

e Instalacién de zonas de amortiguacion entre
campos cultivados y el lago.

e Buenas précticas agricolas. Cultivo en terra-
zas.

Medidas Legislativas

o Regulacion rigurosa del uso de la tierra

o Traslado de fuentes contaminantes fuera de
la cuenca

o Prohibicion de explotaciones

o Regulaciéon de las fabricas contaminantes
(produccion de carne, lana, industrias alimenta-
rias)

o Regulacion para reuso de aguas Residuales
o Regulacion venta y uso de detergentes fosfo-
rados

Tratamiento de Aguas Residuales

o Plantas de tratamiento convencionales

o Sistemas de tratamiento convencionales
familiares

o Humedales Artificiales

o Separacion y reuso de aguas residuales (sa-

Medidas Educativas

o Campafias de concientizacion sobre la re-
duccién del uso de detergentes fosfatados en el
hogar.

o Campaiias de concientizacion sobre buenas
practicas agropecuarias

neamiento ecoldgico)

Control del Ciclo hidroldgico y erosion de la tierra
Obras de recuperacion de suelo:

La erosion del suelo constituye la principal carga de fosforo que entra en los rios
si no se considera el fosfato de las aguas residuales. En los ultimos 100 afios ha ocu-
rrido una erosion masiva del suelo en numerosos paises, particularmente en aquellos
con veranos muy secos seguidos de lluvias torrenciales. Esto ha producido una elevada
concentracion de sedimentos conteniendo fosforo en los cuerpos de agua. El fésforo
unido a las particulas de sedimentos puede ser movilizado a formas solubles bajo con-
diciones anaerdbicas en el fondo de los lagos y los rios de flujo lento, asi se vuelve dis-
ponible para el crecimiento de las cianobacterias.

A continuacion se muestran algunas de las distintas posibilidades de obras de re-
cuperacion de suelos degradados destinadas a evitar la erosion (CONAF 2004)

Ruibal Conti — Ruiz - Otafio

182



Capitulo 9

Fig. 9. Canal de Desviacion: Obra de recupera- Fig 10 Gaviones: Obra de mamposteria para la es-

cion de suelos, manual 0 mecanizada, que se si- tabilizacion y proteccion de cursos de agua secun-

tia preferentemente en la parte superior 0 media darios, generalmente temporales, tales como arro-

de la ladera para capturar la escorrentia proce- yos, esteros, quebradas y de carcavas y contencion
dente de cotas superiores. de taludes.

&

Fig 11 Dique de Postes: obra para el control de Fig 12 Empalizada: obra de regulacion de flujos

carcavas y de cursos de agua secundarios, ge- hidricos y de contencién de sedimentos en talu-
neralmente temporales, tales como arroyos y des, cércavas y laderas inestables.

quebradas, que actla por resistencia mecanica.

En Argentina, un ejemplo de estas préacticas se ha realizado en la provincia de
Neuquén. Como parte del Programa Regional de Ecohidrologia para América Latina y el
Caribe de la UNESCO, se han realizado obras de recuperacion del suelo y forestacion
de laderas. La Fig 13 muestra las etapas de recuperacion del suelo

Fig 13: Etapas en la recuperacion del suelo y forestacion de la ladera. A) Perdida de suelo, B) Obras de recupera-
cion, C) suelo y vegetacion recuperados. Sitio Demostrativo Lago Lacar. Programa Regional de Ecohidrologia para
América Latina y el Caribe de la UNESCO- Pcia Neuquén- Argentina.
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Tareas de reforestacion de ladera también se han realizado en Japon (Montafias
Tanakami, Shiga Prefecture) utilizando la técnica Sabo. En este caso se involucro a la
poblacién, en las tareas de forestacion para lograr una mayor conciencia y cuidado.

Recuperacion de riberas e Instalacion de zonas de amortiguacion entre campos
cultivados y el cuerpo de agua:

La reduccién de la carga de nutrientes de fuentes de contaminacion no puntuales
tales como las zonas de agricultura extensiva requiere de la construccion zonas de
amortiguacion (zonas buffer) entre los cultivos y los cuerpos de agua que permitan ab-
sorber los nutrientes antes de llegar al agua. A continuacion se muestran Proteccion y
forestacion de riberas con salicaceas en la localidad de Hualqui, VIII Region, Chile (Fig
14 ) y en el arroyo Trabunco en Neuquén Argentina (Fig. 15).

Fig 14: Forestacion de riberas con salicaceas. Chile. (Fuente CONAF)

Fig. 15: Recuperacion de orillas. A) Trabajos sobre el Arroyo Trabunco para la recuperacion de sus margenes. B)
Margenes del rio Trabunco recuperados y reforestados.Neuquen. Argentina. Programa Regional de Ecohidrologia
para América Latina y el Caribe de la UNESCO. Sitio Demostrativo Lago L&car
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Educacion y Legislacion:

Regulacion rigurosa del uso de /a tierra: La calidad de los cuerpos de agua es
producto de las actividades que se realizan en su cuenca, por ello la regulacion del uso
de la tierra es una de las medidas més importantes a tomar. El lago Bornsjon que
abastece a la ciudad de Estocolmo en Suecia se puede citar como un ejemplo de estas
medidas. Sobre una gran area de la cuenca de este lago no se puede realizar ningun
tipo de actividades y solo algunas son permitidas. Por ejemplo, los granjeros ubicados
en estas tierras no pueden tener mas de 30 cabezas de animales.

Regulacion del uso de detergentes fosforados. El uso de menor cantidad de de-
tergentes y de detergentes con poco o nada de polifosfatos puede reducir las cargas
de fésforo considerablemente. Una campafia realizada en Polonia “el lavado puede ser
econdémico” resultd ser muy exitosa. La carga de fosforo en muchas ciudades y pobla-
dos cay6 en mas de un 20%. Los resultados de la campafia fueron monitoreados para
incentivar los diferentes actores de la cuenca en continuar los esfuerzos. La campafia
también despert6 la conciencia del puablico en general y en particular la preocupaciéon
del efecto de los detergentes en la eutrofizacion (UNEP-IETC,ILEC. 2001). En Canada
experiencia de la prohibicion de la venta de detergentes fosfatados fue exitosa (Falco-
ner, 2005).

Regulacion del reuso de aguas residuales tratadas: el tratamiento de las aguas
residuales requiere de una gran inversion. Para la eliminacion del fosforo y el nitrégeno
se requiere de plantas de tratamiento avanzadas incrementandose aun mas los costos.
La reutilizacion de aguas residuales parcialmente tratadas para riego forestal es una
practica que, controlada, permite la reutilizacion de los nutrientes. Esta practica debe
ser regulada para una correcta disposicion de las aguas residuales.

Campafias masivas de buenas practicas agricolas y uso eficiente de fertilizantes
agricolas: la construccién de zonas buffer para reducir los impactos de la agricultura no
es suficiente en si misma. Se debe apoyar en campafas masivas para persuadir a los
agricultores a usar menor cantidad de fertilizantes (nétese que al menos entre el 10-
20% de los fertilizantes aplicados no tiene casi efectos en la produccion agricola, pero
puede contribuir significativamente al la carga de nutrientes que escurre a los cuerpos
de agua). Una campafia realizada en Holanda a comienzos de 1990 resulté en la re-
duccion de la contaminacion difusa, probablemente porque los agricultores calcularon
que se ahorraria mas dinero reduciendo los fertilizantes. Sin embargo, la reduccién no
fue suficiente y se considerd la aplicacion de un “impuesto verde” (UNEP-IETC, ILEC-
2001).

Tratamiento de Aguas Residuales:

Aproximadamente la mitad del fésforo en un efluente cloacal proviene de los de-
sechos humanos, y el resto de detergentes y productos industriales. Las excretas
humanas (heces y orina) contiene 2 a 4 g de fosforo por persona/dia. Esto implica que
para una ciudad de unos 350 000 habitantes, se genera 1 tonelada de fosforo prove-
niente de los desechos humanos que ingresa a los sistemas de tratamiento por dia. Es-
ta concentracion puede duplicarse en zonas donde el uso de detergentes fosfatados no
se ha prohibido. A continuacion se describen algunos procedimientos para el trata-
miento de las aguas residuales.
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Plantas de tratamiento convencionales:

Para que este tipo de plantas contribuya a la reduccién de la carga de fosforo,
deben incluir en su proceso una unidad de eliminacién del fésforo ya sea por procesos
quimicos (ej: precipitacion con sales de hierro) o bioldgicos (a través de microorganis-
mos sometidos a condiciones anaerobicas y aerdbicas). Las técnicas de reduccidén de
foésforo ya sean quimicas o bioldgicas pueden ser usadas para mejorar la calidad del
agua entrante en el cuerpo de agua, sin embargo el uso de estos métodos resulta cos-
toso.

Fig. 16: Planta municipal de tratamiento de efluentes cloacales

Sistemas de tratamiento convencionales a pequefia escala o familiares:

En el caso de zonas rurales donde no es posible instalar una red cloacal, se utili-
zan unidades de tratamiento familiares. El sistema de tratamiento tiene dispositivos de
alarma que indican al propietario sobre algun problema en su funcionamiento.

Fig. 17: Sistemas descentralizado de tratamiento de efluentes domésticos Lago Bornsjon. Suecia.

Humedales Artificiales:

Los humedales artificiales son ampliamente utilizados para la reduccion de nu-
trientes de aguas residuales, aguas de escorrentia urbana, y rios que drenan en tierras
agricolas. Este sistema puede ser usado también como parte final en el tratamiento de
los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales.
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Fig. 18: Humedal artificial para tratamiento de aguas residuales. México.

Saneamiento Ecologico.

Un aspecto innovador en el tratamiento de excretas humanas son los sistemas de
saneamiento ecoldgico o ecosan. Los sistemas tradicionales de saneamiento con trans-
porte de agua trasladan los nutrientes a los cuerpos de agua y requieren de un trata-
miento avanzado al final del proceso para su eliminacion. Los sistemas de saneamiento
ecoldgico implican un cambio en este concepto. Basados en el principio de que la orina
contiene la mayor concentraciéon de nutrientes (fésforo, potasio y nitrégeno) se realiza
la separacion de las heces y la orina. La disposicién separada de las heces y orina y su
reutilizacién, posterior al tratamiento, son conceptos claves del saneamiento ecoldgico.
Recientemente la organizacion de Mundial de la salud ha editado LAS GUIAS PARA REUSO
SEGURO DE AGUA RESIDUAL, LAS EXCRETAS Y EL AGUA GRIS. Las guias estan disponibles en el
sitio web de la OMS y tratan los siguientes aspectos:

Volumen 1: Aspectos Politicos y Regulatorios

Volumen 2: Uso del agua residual en Agricultura

Volumen 3: Uso de Agua Residual y Excretas en Acuacultura
Volumen 4: Uso de Excretas y Agua Gris en Agricultura.

(http://www.who.int/water_sanitation_health/norms/en/index.html)

9. 4. 2. Nivel 2: Medidas en el Cuerpo de Agua

Cuando la reduccién de la carga de nutrientes desde la cuenca al cuerpo de agua
resulta impracticable o los sedimentos del embalse contienen gran carga de nutrientes
es posible utilizar una serie de técnicas fisicas, quimicas y bioldgicas que permiten la
disminucién de los desarrollos masivos de cianobacterias.

Debido a la dificultad de reducir las cargas de nutrientes, lo cual requiere la co-
operacion de varios sectores de la poblacién ubicados en la cuenca aguas arriba, mu-
chas plantas potabilizadoras han optado por soluciones ingenieriles aplicables al cuerpo
de agua. En la tabla se presenta algunas técnicas utilizadas.
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Tabla 4 Medidas Internas al cuerpo de agua

Tipo de Medidas Mediatas Inmediatas
Medidas Fisicas o Mezclay desestatificacion térmica
o Aireacion y oxigenacion en el estrato infe-
rior del lago

o Prevencion de las disolucion de sedimen-
tos: Dragado, recubrimiento del fondo
o Ajuste del nivel o flujo de agua

Medidas Quimicas Alguicidas, precipitantes o sel-
ladores
Medidas biologicas | Biomanipulacion Eliminacion mecénica de las

algas (cosecha de algas)

Mezcla y Desestatificacion térmica:

A través de la mezcla artificial, las cianobacterias son trasportadas hacia debajo
de la zona eufoética y de esta manera su crecimiento se ve limitado por la reduccion de
luz. Las diatomeas y las algas eucarioticas son trasportadas hacia la zona superior con
disponibilidad de luz permitiendo de esta manera la competencia por nutrientes. Por
otra parte, debido a la oxigenacion del estrato de agua inferior se reduce la liberacion
de fésforo desde el sedimento. Uno de los problemas més importantes de esta técnica
es la energia necesaria para desestatificar todo el cuerpo de agua.

Fig. 19: Mezcladores de superficie. (Foto: gentileza ~ Fig. 20: Desde adelante hacia atras, sistema de circula-

Dr. Michael Burch-CRC for water quality and Treat- cion del estrato superior, sistema de aireacion del estrato

ment-University of Adelaide-Australia) inferior y fuente de aireacion. (Fuente: Lagos en el mun-
do-Agencia Japonesa de Medio Ambiente)

Alreacion y oxigenacion en el estrato inferior del lago:

Se insufla aire con un compresor a través de tuberias que se ubican en el fondo
del embalse para lograr la oxigenacion de los estratos inferiores y asi limitar la libera-
cion de foésforo desde los sedimentos. La utilizacion de este sistema en un pequefio
embalse en Palm Island en Australia ha tenido efectos sustanciales en el control de los
desarrollos masivos de cianobacterias. Sin embargo, su instalacion en el Embalse My-
ponga en Australia del Sur resulto ser ineficaz. En Argentina, se esta en proceso de
instalacion de aireadores en el Embalse San Roque
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Fig. 21: Esquema ilustrativo de sistemas de aireacion de capas inferiores

Prevencion de las disolucion de sedimentos: Dragado, recubrimiento del fondo

El recubrimiento del fondo con arcilla o arena se ha utilizado para suprimir la so-
lubilizacion del fosforo en pequefios lagos recreativos. Adicionalmente las microcistinas
se adsorben en la arcilla. El dragado se realiza a los fines de remover el sedimento rico
en fésforo. Este procedimiento requiere que se cumplan ciertas condiciones para ser
efectivo. El sedimento puede estar a gran profundidad, podria haber una resuspensién
del mismo durante el tiempo de dragado y el mismo debe ser removido y llevarlo a un
destino final

9. 4. 3. Nivel 3: Medidas en el Cuerpo de Agua inmediatas

Cosecha de algas: Practicas de cosecha de algas se ha implementado en el lago
Kasumigaura, Japoén, utilizando una embarcacion con una bomba aspirante. Las algas
recolectadas luego son deshidratadas, tratadas y reutilizadas como fertilizantes.

Barreras de contencion: Son utilizadas especialmente en la zona de la toma de
agua para prevenir el desplazamiento de las espumas en la zona de captacion.

Fig. 22: Barreras de contencion (Fuente: Chorus & Bartram, 1999)

Uso de Alguicidas: El control de los desarrollos masivos de cianobacterias en los
embalses utilizando cobre es el método mas antiguo y comunmente aplicado en vastas
areas del mundo. Sin embargo, su uso resulta controvertido ya que es un téxico no es-
pecifico para los organismos acuticos y se acumula en los sedimentos. Como resulta-
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do del probable dafio ecoldgico derivado de repetidas aplicaciones de cobre en los
cuerpos de agua, su uso esta sujeto a regulacion por las autoridades locales y/o nacio-
nales y esta totalmente prohibido en algunos piases.

El célculo de la dosis de cobre a aplicar se puede basar en el volumen de 1 0 2m
de profundidad desde el pelo del agua. A 1mg/l de concentracion final y 2m de pro-
fundidad, seran necesarias dos toneladas de cobre por kildmetro cuadrado de &rea (8
toneladas de cristales de sulfato de cobre).

e, e

Fig. 23: Aplicacidn de alguicidas. (Foto: gentileza Dr. Michael Burch-CRC for water quality and Treatment-University
of Adelaide-Australia).

La lisis de cianobacterias genera dos problemas més, una gran carga organica y
la liberacién de toxinas. Para minimizar estos problemas la aplicacion debe realizarse
en los estadios tempranos del desarrollo algal.

Ubicacion de la Toma de agua: Las cianobacterias pueden estar dispersas en di-
ferentes formas en el cuerpo de agua (Fig 24), de alli la importancia de monitorear y
conocer la distribucién de las mismas a los fines de extraer el agua de las capas donde
las mismas no se encuentran o se desarrollen escasamente.

Fig. 24: Posibles localizaciones de las cianobacterias.
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Capitulo 10:
Tratamientos para disminuir la incidencia de cianobacterias y cianotoxi-
nas en plantas potabilizadoras

Carmen Izaguirre

Nancy Roman
Cinthia G. Bogarin

10. 1. Generalidades

Las plantas potabilizadoras convencionales en la Argentina por lo general cuen-
tan con las siguientes etapas basicas de tratamiento:

- Captacion de agua cruda

- Dispersion del coagulante (generalmente con sulfato de aluminio)
- Floculacion

- Sedimentacién (por gravedad en tanques con purga de lodos)

- Filtracion rapida (manto de arena y grava)

- Desinfeccion (cloro gas o hipoclorito de sodio)

- Alcalinizacion

- Impulsioén a la red

El agua de suministro publico de acuerdo al Codigo Alimentario Argentino debe
tener cloro residual total minimo de 0.30 mg/l y pH entre 6.5 y 8.5 o pH de saturacion
+0.2.

10. 2. Datos técnicos de plantas potabilizadoras

De acuerdo a las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud los
operadores de planta potabilizadoras de captacion superficial deberian realizar una
evaluacion de la capacidad de amortiguar floraciones algales en el agua cruda, para lo
cual es fundamental que cada operador conozca en detalle aspectos técnicos de la
operacion de cada planta en particular como ser:

- Presiones de bombeo (altas presiones conducen a lisis celular que puede liberar
toxinas en el agua cruda).

- Tiempos de retencion de lodos en sedimentadores (alta permanencia de flocs
en sedimentadores puede producir liberaciéon de toxinas).

- Tiempos de retencion del agua en cada etapa del proceso (es fundamental co-
nocer el tiempo que transcurre desde el punto de captacion hasta la disper-
sién de coagulante para evaluar la potencial eficiencia de aplicacion de PAC en
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el punto de toma, asi como el tiempo de contacto del agua tratada con el clo-
ro antes de salir de la planta para remover toxina disuelta con cloro).

- Caudales empleados en cada etapa del tratamiento.
- Dosis de productos quimicos aplicados.
- Frecuencia de lavado de filtros, velocidades de filtracion.

- Parametros de calidad de las fuentes de captacion y de cada etapa del proceso.

Deben estar muy bien definidos los puntos de aplicacién de productos quimicos.

Con los datos citados se podria hacer una proyeccién de la capacidad de remo-
cion de algas y toxinas en cada planta.

Esta proyeccion solo seré corroborada cuando se esté frente a una floracion, da-
do que las caracteristicas particulares de cada floracion y la evolucion de la misma (re-
cuentos de algas, especies de algas, metabolitos liberados, condiciones ambientales,
materia organica acompafiante, etc) son las que determinarén en definitiva el compor-
tamiento de cada unidad de tratamiento y la necesidad o no de implementacién de tra-
tamientos especiales.

10. 3. Controles que se deberian realizar en la planta cuando se detectan
floraciones en la fuente de captacion de agua

Cuando se detecta la floracion en el agua cruda por los controles de rutina es
fundamental realizar:

10. 3. 1. Recuentos de algas en cada etapa del proceso, para evaluar re-
mociones celulares.

10. 3. 2. Determinacion de toxinas en cada etapa del proceso, para eva-
luar remociones y efectividad de cada etapa.

Es importante conocer el porcentaje de toxina intra y extracelular, en la biblio-
grafia se pueden encontrar datos para determinadas condiciones ambientales para ca-
da especie, es conveniente corroborar para las condiciones de cada planta en particular
para cada etapa del proceso.

Los porcentajes de toxina intracelular de mayor a menor de acuerdo a ensayos a
escala laboratorio de diferentes autores serian: microcistina mayor que anatoxina ma-
yor que saxitoxina mayor que cilindrospermopsina.

Este dato es importante conocer para enfocar el tratamiento en optimizacion de
coagulacion y eliminacion de células enteras para las especies con mayor proporcion
de toxina intracelular como las productoras de microcistina, asi como optimizacion de
la postcloracion para especies con menor proporcion de toxina intracelular pero mayor
sensibilidad al cloro como las productoras de cilindrospermopsina.

En los casos de floraciones mixtas, se deben tener en cuenta ésta variabilidad.

10. 3. 3. Panel de olores para detectar en forma temprana la presencia de me-
tabolitos (Ver desarrollo en apartado10.6).
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10. 3. 4. Ensayos de jarra en agua cruda (ver procedimientos) para encontrar
dosis Optima de coagulante para remocion de células, asi como dosis 6ptima de polie-
lectrolito catidnico. Se debe registrar porcentaje de remocion para cada especie en par-
ticular, sobre todo ante floracién de especies nuevas con comportamiento desconocido
para el operador.

Este punto es muy importante sobre todo para floraciones de Microcystis aerugi-
nosa, dado que en ésta especie la microcistina es entre un 95y 98 % intracelular y en
condiciones normales de operacion las células no son lisadas por sulfato de aluminio,
con lo cual la optimizacién de la coagulacion resulta en una alta eficiencia del trata-
miento.

En la planta potabilizadora de Corrientes capital con tratamiento convencional
con sedimentacion acelerada por seditubos, se logré amortiguar una floracién de Mi-
crocystis aeruginosa en el afio 2004 solamente con optimizacién de coagulacion, lo-
grandose remociones celulares superiores al 99,9% y remociones del 100% de micro-
cistina en agua decantada, con recuentos celulares en agua cruda que alcanzaron los
5000-6000 cél/ml con 1.3 pg/l de microcistina.

Por lo tanto la necesidad de implementacion de tratamientos especiales es en
funcién de la naturaleza, evolucion de la floracién y metabolitos asociados, la optimiza-
cién de procesos y la eficiencia de los mismos.

10. 3. 5. Control periddico de trihalometanos (THM) en agua clorada:
cuando aparecen floraciones en el agua del rio la evolucién de la misma va
acompafada de importante cantidad de materia orgéanica intra y extracelu-
lar que al estar disuelta en el agua puede superar la etapa de coagulacion y
puede ser precursora de subproductos de la cloracién, por lo tanto es impor-
tante hacer ésta determinacion.

10. 3. 6. Ensayo de demanda de cloro (procedimiento b) es fundamental co-
nocer la dosis requerida de cloro a aplicar para tener cloro libre superior a 0.5 mg/I.

10. 3. 7. Control de carbono Orgéanico: la materia organica presente en el
agua natural es muy variada, las mediciones del carbono orgénico total y disuelto pro-
porcionan informacion de las caracteristicas quimicas y concentracion.

10. 4. Evaluacion de remocion de algas, toxinas y metabolitos para tratamientos
convencionales y especiales

En base a los resultados obtenidos de los controles de proceso mencionados se
puede evaluar la necesidad de incorporacion de tratamientos especiales u opcionales
para mantener la calidad del agua dentro de pardmetros de calidad requeridos por las
normas y que sean aceptables para los consumidores.

Para implementacion rapida de éstos tratamientos las plantas potabilizadoras de-
ben tener adecuadas sus instalaciones, contar con lugar para almacenamiento de pro-
ductos especiales con las condiciones ambientales adecuadas a cada producto, tanques
de preparacion de soluciones, que sean suficientes para asegurar dosificacion continua,
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dosificadores adecuados para inyectar los caudales requeridos en los puntos de inyec-
cidn necesarios.

10. 4. 1. Alguicidas: no se recomienda el uso de alguicidas como sulfato de
cobre, quelatos de cobre, etc en el agua cruda que ingresa a la planta potabilizadora
cuando son floraciones importantes debido a que producen lisis celular y liberacion de
toxinas.

10. 4. 2. Coagulantes y coadyuvantes existe evidencia de que las sales de
aluminio como las de hierro usadas como coagulantes no lisan células, por lo que si se
ajusta éste proceso y se incorpora un coadyuvante como el polielectrolito cationico se
puede eliminar elevado porcentaje de células enteras. Este proceso no elimina o elimi-
na muy bajo porcentaje de toxina disuelta o extracelular y es muy poco eficiente en la
eliminacién de olores y sabores.

Por lo general la dosis 6ptima de coagulante aplicada en planta es la que produ-
ce valores minimos de turbiedad en el ensayo de jarra, ésta dosis no siempre coincide
con la dosis Optima para remocion de células, generalmente ésta es mas alta.

La floculacion-coagulacion de cianobacterias se produce por los mismos meca-
nismos que la remocion de particulas coloidales bacterias, virus y otros microorganis-
mos, en suspension, cada especie algal influencia el tratamiento, asi la especie Micro-
cystis aeruginosa que forma por lo general colonias grandes que pueden llegar hasta el
milimetro, su forma esférica favorece la coagulacion — floculacion por mecanismos de
adsorcion y neutralizacion de cargas, en cambio especies filamentosas como Cilindros-
permopsis raciborskii requieren mayores dosis de coagulante y predominan los meca-
nismos de barrido. Cuando el florecimiento algal es importante puede haber problemas
de flotacion de colonias o filamentos.

Generalmente se requieren dosis minimas de polielectrolito (0.20 mg/l) cuya fun-
cion es aumentar el tamafio de los flocs para mejorar la etapa de sedimentacion, si se
supera la dosis de polielectrolito requerida se produce el efecto inverso al deseado con
reestabilizacion de la suspension de algas. En el procedimiento se presenta la forma
de preparacion y dosificacion de polielectrolito.

Los mecanismos de coagulacion-floculacion poseen un rango optimo de pH, entre
5 y 8 para coagulantes de aluminio (experimentalmente se encuentra el mejor rango;
para desestabilizacion de arcillas esté entre 6-7) y requieren de valores de alcalinidad
que estan en funcion de la dosis de sulfato de aluminio necesaria, esto se debe tener
en cuenta para evaluar la necesidad de prealcalinizacion o acidificacion, que puede
realizarse con solucion de cal hidratada, soda caustica o solucion de acido sulfarico
concentrado o acido clorhidrico comercial (37%) respectivamente.

Cuando el florecimiento algal es importante el pH puede alcanzar valores de
hasta 10 unidades de pH.

10. 4. 3. Pre-oxidacion:

10. 4. 3. 1.Precloracion: Algunas plantas convencionales incorporan al trata-
miento una etapa de preoxidacion con cloro del agua cruda, éste tratamiento no es re-
comendable por que valores tan bajos como 0.2 mg/l producen liberacién de toxina in-
tracelular y la formacion de subproductos de la cloracion como los Trihalometanos
(THM) que son compuestos cancerigenos; en caso de realizarse precloracion debe ser
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bajo condiciones controladas, THM en agua de salida de planta y red no debe superar
100 pg/l.

La sensibilidad de las toxinas al cloro de acuerdo a ensayos de laboratorio de di-
ferentes autores seria:

Cilindrospermopsina mayor que anatoxina mayor que microcistina mayor que
saxitoxina.

La precloracion ademés de liberar toxinas puede liberar otros metabolitos como
los productores de olores y sabores que pueden incluso intensificarse por cloracion.

10. 4. 3. 2. Preozonizacion: El ozono tiene un gran poder como agente oxi-
dante y es ampliamente usado en el tratamiento de agua de los paises desarrollados
para remover los poluentes orgénicos peligrosos y para hacer la desinfeccion.

Como el ozono no es un agente oxidante selectivo, algo de la materia organica
también seré atacada, o sea, que la oxidacion de las toxinas ocurrird en competencia
con la de la materia organica. Por lo que la concentracion de ozono debera superar és-
ta demanda para remocion eficiente de microcistinas.

Comparando, ozono, permanganato de potasio y carbén activado en polvo, agre-
gado en el paso de pre-floculacion experimentando en una planta piloto indicaron que
la concentracién més baja de microcistina soluble en el agua tratada fue con el carb6n
activado. Tanto el permanganato como el ozono, producen la ruptura de la célula en la
etapa de floculacion/filtracion.

10. 4. 3. 3. Otros oxidantes: Hart et al. (1998) informa que la radiacion ultra-
violeta y el peroxido de hidrogeno no son efectivos en la remocion de toxinas, mientras
gue el permanganato de potasio presenta gran potencial de remocién de toxinas di-
sueltas.

En relacion a los oxidantes en general, es importante destacar que la seleccion
del punto de aplicacion (pre o post-oxidacion) tiene impacto sobre la efectividad de la
remocion de toxinas intra y extracelular. Una pre-oxidacion puede causar lisis celular
liberando toxinas. El uso de oxidantes antes de la remocion de células debe ser anali-
zado con mucha precaucion.

10. 4. 4. Carbdn activado
10. 4. 4. 1. Generalidades

El carbon activado, tanto en polvo (PAC) como granular (GAC), han sido amplia-
mente usado durante décadas para eliminar contaminantes, como productos quimicos
organicos sintéticos (SOC), compuestos organicos volatiles (COV), y el sabor y el olor
gue causan los compuestos ( Snoeyink 1990).

Dado que el gusto y el olor son a menudo episodios de temporada e impredeci-
bles, el PAC se utiliza con més frecuencia que los GAC, ya que se pueden agregar en
cantidades variables en funcion de las condiciones del agua y el grado de “olor” que
presenta el episodio. El PAC sigue siendo una opciéon comun para eliminar estos com-
puestos, ya que es mas eficaz que otros procesos de tratamiento como la cloracion, la
aireacion, la biodegradacion y la filtracion (Lalezary 1997); ademas la popularidad en el
uso del PAC es también a causa de su bajo capital y los gastos de mantenimiento, asi
como su capacidad de adaptacion al tratamiento. Esta adaptabilidad es muy importan-
te, como los episodios de olores suelen ser estacionales y en ocasiones esporadicas,

Izaguirre — Roman - Bogarin 197



Cianobacterias y Cianotoxinas — Identificacién, Toxicologia, Monitoreo y Evaluacién de Riesgo

los costos del GAC necesarios para el tratamiento serian altisimos a fin de proveer de
agua estéticamente agradable e innecesarios para la mayor parte del afio (MacLeod
2000). Estas inversiones se justificarian cuando se capta agua de reservorios con flora-
ciones permanentes.

Otra ventaja del carbon activado en polvo es que el tamafio inferior de las parti-
culas contribuye mejor a la difusion; los pequefios granos del PAC adsorben los com-
puestos organicos mas rapidamente que el GAC (Najm 1990).

10. 4. 4. 2. Carbdn activado en polvo (PAC): Las précticas convencionales
de tratamiento de agua (coagulacion - floculaciéon - sedimentacién — filtracion - clora-
cién) no son suficientes para eliminar metabolitos como metilisoborneol (MIB) y geos-
mina generadores de olores y sabores y algunas veces tampoco son suficientes para
remover toxinas disueltas.

e La adicion de PAC para el tratamiento de las aguas es el método mas utilizado
para la extraccion de compuestos organicos en general entre los que se en-
cuentran las toxinas y los generadores de olores y sabores.

¢ Uno de los principales problemas cuando se utiliza carbon activado en polvo
consiste en el desconocimiento de la dosis a agregar. Sobredosis con PAC ge-
neran un alto costo de exceso mientras que bajas dosis se traduciran en la
persistencia de los problemas de sabor y olor en el sistema de distribucion,
con las consecuencias probables de las quejas de consumidores y la insatis-
faccién general.

Los siguientes factores presentan impacto en la cantidad de carbon activado en
polvo para ser usado en la dosificacion.

Tiempo de contacto. Un aumento en tiempo de contacto incrementara la canti-
dad removida hasta alcanzar el equilibrio de adsorcion.

Tipo de carbon activado en polvo. Algunos PAC's funcionan mejor que otros en la
eliminacién de MIB, geosmina y toxinas.

La calidad del agua. Los cambios en la concentracion y el caracter de materia or-
génica natural (MON) pueden afectar el rendimiento del PAC.

El punto de aplicacion del PAC en la planta. La aplicacion de PAC en el punto mas
cercano a la toma de agua previo a la floculacion — coagulacién tiene la ventaja de ad-
sorber compuestos organicos en general (MON, Toxina disuelta, geosmina y MIB) lo
que minimiza la formacion de THM en la etapa de cloracion, pero la desventaja de
competencia de MON cuando el objetivo es remover toxinas u olores por lo que se ne-
cesitan dosis mayores que cuando se aplica en otras etapas posteriores del tratamien-
to.

Una ventaja adicional es la optimizaciéon de la coagulacién, ya que forma un floc
de mayor peso con mejor sedimentacion lo que da valores de turbiedad menores en
agua decantada.
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En plantas potabilizadoras convencionales operadas por Aguas de Corrientes S.A.
sobre la costa del rio Uruguay, frente a una floracion de Anabaena spiroides, la combi-
nacion de aplicacién de PAC en el punto de toma de agua cruda con postcloracion,
demostré eficiencia de remocion de geosmina entre un 79 y 99 % para geosmina ini-
cial en agua cruda entre 240 y 463 ng/l con THM residual total entre 9 y 40.5 pg/l con
predominio de cloroformo.

En ensayos de laboratorio donde se probaron dos marcas comerciales de PAC se
obtuvo los siguientes resultados para remocion de microcistina en una muestra del rio
Uruguay con floracion de Aphanizomenon schindleri como especie dominante con un
recuento celular de 4.000.000cél/ml y 10 ug/l de microcistina inicial.

Tabla 1-Ensayos con PAC para remocion de microcistina

Tiempo (min.) % Marca A | % Marca B
5 43 59
60 61 66

% Remocion de microcistina con dosis
20 g/m3 PAC

70
60-
50-
40-
(%)
20-
10-

0% A
B%B

5 60

Tiempo min.

Fig. 1: Ensayos con PAC para remocion de microcistina
Puede observarse diferencia entre ambas marcas, se puede ver ademas que en-
tre un 70 y 90 % de remocion total se alcanza con tiempos de 5 min.
En el procedimiento se presenta la forma de preparacion y dosificacion de PAC.

En el apartado 7 se presenta la metodologia para la realizaciéon de ensayos con
PAC.

10. 4. 4. 3. Carbon activado granular (GAC)

Es usado generalmente en un filtro postratamiento después de que la mayor can-
tidad de materia orgénica es removida durante la etapa de clarificacion, la capacidad
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del GAC para remover compuestos organicos estd caracterizada por isotermas de ad-
sorcion.

La anica diferencia entre un carbén granular y uno pulverizado es el tamafio de
la particula. De lo que se deriva que, el tiempo requerido para obtener el mismo resul-
tado es mucho mayor con carbon granular, ya que se utiliza una columna empacada a
través de la cual fluye el liquido. Este tipo de operacion es sobre todo recomendable en
procesos continuos con una calidad relativamente estable del agua a purificar y gran-
des caudales. Tiene la ventaja de que el carbén se puede regenerar y en consecuencia
los consumos son menores; sin embargo la inversion requerida es alta y no siempre se
justifica.

Es importante recalcar que la capacidad de un carbdn granular es la misma que
la de uno pulverizado, por lo tanto, la forma de determinar la facilidad de adsorber una
determinada impureza es moliendo el carbén y determinando en el laboratorio las 1so-
termas de Freundlich.

En el apartado 7 se presenta las consideraciones de ensayos de calidad realiza-
dos generalmente por los proveedores.

10.4. 4. 4. Resumen de ventajas y desventajas en el uso de carbon
activado

Ventajas PAC Desventajas PAC

Se usa cuando se requiere. Dificil de manipular.

Relativamente econdmico si es usado por | Caro si es requerido por largos periodos y

cortos periodos. altas dosis

Se puede variar la dosis. Altas dosis puede ser problematica en la
planta.

Ventajas GAC Desventajas GAC

Proteccién constante. No es perdurable, requiere reemplazo o
regeneracion.

Alta remocion de contaminantes por su- Alto capital y costo de reemplazo.
perficie de area. No se justifica ante floraciones eventuales

10. 4. 5. Desinfeccion:

10.4. 5 .1 Postcloracion: La etapa de postcloracion debe ser suficiente para
eliminar toxina intracelular de células que hayan superado las etapas anteriores de tra-
tamiento y toxina disuelta.

Ensayos realizados en laboratorio con 2 pg/l de microcistina disuelta inicial de-
mostraron efectividad del cloro en la oxidacion de la microcistina a pH 7.8 y tiempo de
contacto de 20 minutos, para dosis entre 3 y 5 mg/l de cloro activo, (el cloro libre resi-
dual se mantuvo en todo momento superior a 0.50 mg/l).
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Remocion microcistina a pH 7.8,
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Fig. 2: Remocidn de microcistina a pH 7.8

Por lo tanto es importante mantener un cloro libre superior a 0.5 mg/I con tiem-
po de contacto de 30 min a pH entre 6.5 y 8.0 para lo cual se debe conocer el valor del
punto critico de cloro mediante el ensayo de demanda de cloro en el agua a ser clora-
da, aplicar ésta dosis en planta, corroborar cloro libre luego de 30 min y ajustar dosis
en caso de ser necesario.

Los tratamientos convencionales por lo general cuentan con una etapa de desin-
feccidon y una de alcalinizacion en la que se ajusta el pH a lo requerido por el Cédigo
Alimentario Argentino o la reglamentacion vigente en cada provincia, es importante
que el punto de postcloracién sea previo al de alcalinizacion y que tenga suficiente
tiempo de contacto al pH éptimo de accion del cloro, esto se debe a que las concen-
traciones de las diferentes formas quimicas del cloro en el agua dependen del pH, la
especie reactiva es el &cido hipocloroso que predomina en el rango 6.5 - 8.

Las saxitoxinas son solo parcialmente destruidas por cloracion a pH 6,5-8 y re-
quiere cloro residual de 20mg/I por 40 minutos. Altas tasas de remocion son obtenidas
a pH 9.0.

10. 4. 5. 2.Postozonizacion: por lo general se usa una dosis de 1 mg/L, sin
embargo puede ser insuficiente para mantener un ozono residual bajo condiciones de
floraciones de cianobacterias debido al incremento de la carga organica soluble aso-
ciada con la biomasa.

El ozono también tiene sub-productos que pueden ser perjudiciales para la salud,
por lo cual en la planta de tratamiento después deben seguir filtros de adsorcion de
carbén activado granular. Ya que no hay mucho conocimiento a cerca de los subpro-
ductos, generados tanto de microcistinas como de nodularinas, por eso es aconsejable
después de la oxidacion pasar a través de un filtro de carbédn activado granular.
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10. 4. 6. Consideraciones en el tratamiento de metabolitos generadores
de olores y sabores.

Las Cianobacterias pueden producir compuestos que alteran el sabor y olor como
la geosminay 2 metilisoborneol (MIB) que impactan notablemente sobre la calidad del
agua.

El tratamiento convencional de agua (coagulacion / sedimentacion / filtracion) es
un proceso eficaz para la eliminacién de estos compuestos siempre que estén conteni-
das dentro de las células algales. Sin embargo, cuando se encuentran disueltas se re-
querirén otras opciones de tratamiento .

El ozono y carbdn activado, en polvo o granulado, son las opciones de tratamien-
to que son capaces de eliminar MIB y geosmina extracelular. La medida de remocion
depende de la calidad del agua, en particular, las caracteristicas y concentracion de
materia organica natural (MON). Cada Planta establecera el mejor carbén activado pa-
ra la eliminacion y la dosis necesaria para alcanzar una concentracion satisfactoria de
estos compuestos en el agua.

La accién de los agentes oxidantes como cloro, dioxido de cloro, permanganato
de potasio y ozono se resumen, segun Lalezary, en:

e Cloro: los olores causados por especies como Anabaena, ceratium, Synura,
Synedra, son controlados por medio de cloracion con residual de 1 a 5 mg/L
de cloro libre

e Dioxido de cloro: efectivo para control de olores a tierra, peces u otros aso-
ciados a generos de anabaena, Synura y Vorticella, asi com actinomicetos. La
remocion fue satisfactoria en el orden de 4 mgCI2/L

e Permanganato de potasio. es efectivo para la remocién de sabor y olor. En el
rango de pH 3.5 a 11 se produce un precipitado de MnO2 que adsorbe gran
parte de los orgénicos presentes en el agua. Se debe controlar el manganeso
residual.

e Ozono: El ozono ha sido efectivo en la reduccion de olor y sabor del agua na-
tural, con dosis cercanas a 4 mg O3/L y tiempo de contacto de 10 min

¢ La eficiencia de remocion fue verificada siguiendo el orden: MIB< Geosmina <
2,4,6-Tricloroanisol < 3-isobutil-2-metoxipirazina (IBMP)< 2-isopropil-3-
metoxi-pirazina (IPMP), excepto para el permanganato donde el orden se in-
vierte para el IBMP con IPMP.

Dado que las cantidades en que se presentan el MIB y la geosmina estan dadas
en el orden de los nanogramos / litro (ng/L) la tarea de eliminar de manera eficaz es-
tos compuestos en servicios de agua potable es un desafio; como el PAC es tipicamen-
te afiadido a la entrada de las plantas de tratamiento, la competencia de la materia or-
génica natural (NOM) es mayor y otros productos quimicos para el tratamiento (por
ejemplo, cloro, aluminio) que se presentan comunmente, pueden ser nocivos para la
adsorcion (Gillogly et al. 1998b, MacLeod 2000). Oxidantes como el cloro pueden afec-
tar negativamente la capacidad del PAC para eliminar MIB (Cummings 2000). Un estu-
dio sobre las interacciones de cloro y carbén activado indica que el cloro oxida la su-
perficie de carbono (McGuire 1984). Otras pruebas de trabajos sobre la capacidad del
PAC para eliminar MIB en la presencia de cloro mostré un efecto arbitrario en una va-
riedad de tiempos de contacto (Gillogly 1998). Coagulantes, especificamente sales de
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aluminio, pueden disuadir la adsorcion del MIB en carbdn activado en polvo (MacLeod
2000, Cummings et al. 2000).

10. 5. Resumen de la efectividad de los tratamientos

TOXINAS Cloro residual Permanganato de PAC GAC Ozono resi-
0,5mg/L 30 min. Potasio madera madera dual
Img/L 30 min dosis 0,3 mg/L
30mg/l 5 minutos
60 min.
Microcystina pH<8 Alta Alta Alta Alta
Alta
Cylindrospermopsina pH 6-9
Muy alta
Saxitoxinas pH 9 Alta
Anatoxina Alta
OLORES Y SABORES | Cloro residual PAC GAC | Ozono re-
0,5mg/IL madera | madera sidual
30 min. > 20mg/l 0,3 mgl/L
60 min. 10 minu-
tos
Geosmina y 2-MIB Inefectiva Alta Muy | Moderada
Alta

10. 6. Evaluaciones organolépticas
10. 6. 1. Generalidades

La calidad estética de agua es a menudo utilizada por los consumidores de agua
potable para evaluar la calidad global de la misma, independientemente de los demés
pardmetros fisicos quimicos y bioldgicos. La apariencia, sabor u olor afectard la con-
fianza del producto.

La Geosmina y el 2-methylisoborneol (MIB) son los principales compuestos que
alteran el sabor y olor en el agua; sobre todo en los periodos de verano con condicio-
nes climaticas céalidas y poca lluvia, donde floraciones de cianobacterias pueden produ-
cir niveles elevados de geosmina que varian en funcion de la especie y recuentos alga-
les.

10. 6. 2. Técnica de evaluacion de olores en agua potable

El olor se reconoce como un factor de calidad que afecta la aceptabilidad del
agua potable (y de los alimentos preparados con ella), que puede corromperse con la
presencia de procesos metabdlicos de organismos acuaticos, la accion de sustancias
organicas e inorganicas procedentes de vertidos de residuos domeésticos, cloacales e
industriales y otros factores naturales como descomposicion de materiales vegetales o
actividad microbiana asociada.

El dispositivo supremo para la realizacién de pruebas de olor es la nariz humana.
Las pruebas de olor se llevan a cabo para proporcionar descripciones cualitativas y
medidas cuantitativas aproximadas de la intensidad del olor.
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Existen métodos estandarizados para cualificar y cuantificar sabores y olores en
agua.

El método de medida de la intensidad es la prueba de umbral de olor. Las prue-
bas sensoriales son utiles para indagar la calidad de las aguas tratadas y no tratadas, y
para controlar el olor a lo largo de los procesos de tratamiento. Con ello se puede valo-
rar la eficacia de distintos tratamientos y proporcionar un medio de detectar la fuente
de contaminacion.

Las condiciones en que se realizan estos analisis son muy importantes.

10. 6. 2. 1. Consideraciones Ambientales

El ambiente de trabajo debe estar al abrigo de corrientes de aire que puedan
afectar la percepcion de las muestras, debe ser confortable y tranquilo para evitar dis-
tracciones al momento del andlisis.

Separado de lugares que generen olores fuertes o interferentes, por ejemplo
medios de cultivo o solventes.

La temperatura del ambiente debe ser controlada, en 25° C+ 1°C.

Los panelistas no deben usar cosméticos o perfumes y 30 min antes de la degus-
tacién, no deben beber, comer o fumar, asi como lavarse las manos con jabones neu-
tros.

No deben participar personas que presenten cuadros alérgicos o de resfrio.

10. 6. 2. 2. Condiciones de la muestra

Las muestras deben ser recolectadas sin camaras de aire en botellas de vidrio.
Tiempo de conservacion es de hasta 48 hs.

Los recipientes deben utilizarse con este unico fin.
Los recipientes se deben lavar y secar en estufa a 180°C. Transportarlas a 4°C.

Se puede eliminar el cloro presente con hiposulfito de sodio en la proporcién es-
tequiométrica

Las muestras de agua cruda se deben esterilizar con ldmpara UV durante 20 min,
antes del anélisis de sabor.

10. 6. 2. 3. Materiales y Equipos

Bafio termostatico + 1° regulado 20-60°C
Lampara UV

Vasos descartables sin olor ni sabor

Erlenmeyer con boca y tapa esmerilada de 500 ml

Soluciones de referencia para el sabor: cloruro de sodio, (salado), azucar en pol-
vo(dulce), Acido Citrico (acido), Cafeina (amargo)

Soluciones de referencia para el olor: Geosmina, 2-Metil isoborneol, 2,4,6- Triclo-
roanisol, cloro, clorofenol, cyclocitral, entre otros.
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10. 6. 2. 4. Determinacion del umbral de olor y sabor

Se realizan diluciones con agua libre de olor y sabor: agua destilada filtrada por
carbon activado o agua mineral con caracteristicas fisicoquimicas proximas a la mues-
tra.

Se anota la temperatura a la que se realiza la prueba, en general 25°C para el
sabor y 25 - 45°C para el olor. Puede ser hasta 65°C segun el propésito.

De acuerdo a la intensidad estimada se realizan diluciones de la muestra a un vo-
lumen final de 200 ml. Se intercalan blancos en la serie y la dilucibn que se presume
corresponde al umbral se ubica en la mitad.

El valor Umbral de olor o sabor es la mayor dilucion a la que se percibe olor o
sabor

Calculo del TON:  volumen de la muestra + volumen aqua referencia

Volumen de muestra

Cuando varios panelistas participan de la determinacion, el TON se calcula con la
media geométrica de los umbrales individuales.

Como parte del test, se hace la descripcion del tipo de olor y sabor que perciben
lo que es conveniente realizar comparando con soluciones estandar de sabor y olor.

El método Umbral no es un valor absoluto y preciso ya que varia con la capaci-
dad sensitiva de los panelistas, la cual puede cambiar.

Este método no tiene un procedimiento de entrenamiento estandarizado, pero
debe evaluarse la capacidad sensorial de los panelistas para ciertas sustancias. El nu-
mero de panelistas depende de la precisiéon estadistica que se quiere alcanzar. Debe
tenerse como precaucion, que la muestra al ser diluida puede cambiar su naturaleza
por lo cual el olor o sabor detectado puede ser el resultado de interacciones quimicas
entre los compuestos presentes y no ser el que ha sido objetado por los consumidores.

El perfil de olor se realiza a 25 °C y 45°C y el perfil de sabor a 25°C. Los pane-
listas caracterizan cualitativamente la muestra segun la rueda de olor y sabor.

La cuantificacion de la Intensidad se hace con la escala del 0 al 12, consideran-
do los nameros pares. Se informa O cuando no se diferencia olor o sabor y uno cuando
apenas puede diferenciarse un olor pero no cuantificarlo.

Cada panelista da una descripcion independiente de la muestra, el lider retne to-
dos los resultados e informa la naturaleza de la muestra en que el 50% de los panelis-
tas coincide.

La intensidad resulta de un promedio de las intensidades de esas coincidencias.

Se puede corregir la descripcion original para llegar a una mejor definicién de un
olor o sabor particular

10. 6. 3. Entrenamiento de panelistas

Puede contar con dos etapas, en la primera emplear soluciones estandares en
concentraciones superiores al umbral para el reconocimiento y memorizacion evaluan-
do la capacidad sensitiva. Posteriormente se refuerza el entrenamiento empleando
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concentraciones mas bajas, muestras ciegas para comprobar la memoria sensorial y
soluciones mezclas para ver la habilidad en la diferenciacién de compuestos.

Estos entrenamientos se ejercitan de manera continua para mejorar la sensibili-
dad y evaluar posibles pérdidas de capacidad sensorial.

10. 6. 4. Procedimiento de Andlisis de olor
300 ml de muestra en erlenmeyer de 500 ml con tapa.

Ajustar temperatura de bafio termostatico a temperatura indicada 20 min antes
del andlisis (45° C y a 25°C)

Realizar el analisis de olor antes del de sabor

Tomar el erlenmeyer con una mano, sostener la base y con la otra abrir el tapdn
sin tocar el cuello.

Agitar con movimientos circulares para desprender los compuestos volatiles.
Acercar a la nariz, quitar el tapon y oler en el momento de destaparlo.

Registrar las impresiones de acuerdo a su naturaleza, en el orden que se asigna
y asignarle una intensidad.

Oler agua de referencia una o dos veces entre muestras.

No discutir ni interactuar mientras se realiza el analisis.

10. 6. 5. Procedimiento de Analisis de sabor

Agitar para desprender compuestos volatiles

Colocar 5 ml de muestra aproximadamente en un vaso.

Tomar una porcién del contenido del vaso, enjuagando todo el paladar.

Expresar el resultado.

Olor

Tierra — himedo — moho — medicinal — hierba —frutal

Sabor

Acido- dulce — amargo — salado
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Fig. 3: Rueda de olores y sabores

10. 7. Ensayos de calidad del PAC:

Las normas de referencia son las siguientes:

ASTM D4607-94(2006) Standard Test Method for Determination of lodine Number
of Activated Carbon

ASTM D1193-06 Standard Specification for Reagent Water

ASTM D2652-05a Standard Terminology Relating to Activated Carbon

ASTM D2867-04 Standard Test Methods for Moisture in Activated Carbon

ASTM D3860-98 (2003) Standard Practice for Determination of Adsorptive Capa-

city of Activated Carbon by Aqueous Phase Isotherm Technique
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Pueden ser adquiridas en el Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion -
Centro de Documentacion TEL.: (+54) (11) 4346 0719 E-mail: documenta-
cion@iram.org.ar / eacufia@iram.org.ar . Peri 552/556 - Buenos Aires - Argentina

10. 7. 1. Influencia de la matriz orgéanica

La influencia de la materia organica natural (MON) en las aguas superficiales
asociada a los florecimientos algales presenta complicaciones en su tratamiento a la
vez que proporciona informacion béasica cuyas alteraciones debido a la presencia de
metabolitos proporciona un medio de control y seguimiento a través de la medicion del
carbono organico presente.

El material organico puede ser responsable de aguas con sabor y olor desagra-
dable y cambios en el color. Los compuestos organicos también pueden conducir a la
formacion de subproductos de desinfeccion después de que reaccionan con desinfec-
tantes durante el tratamiento de las aguas. MON puede estar relacionada con la proli-
feracion de organismos dentro de los sistemas de distribucion. Por lo tanto, el control
de la materia organica ha sido reconocido como una parte importante del control en
las plantas de agua potable y su sistema de distribucion.

La fuente de materia organica se debe a la excrecién y descomposicion de orga-
nismos incluyen generalmente bacterias, algas y organismos acuaticos. Del medio ex-
terno la materia orgéanica entra en el flujo de agua a partir de la degradacién de la ve-
getacion terrestre y por lixiviacion.

La MON generalmente incluye sustancias humicas (acidos humicos y fulvicos), y
no hdmicos, materiales hidrofilicos incluidos los acidos, aminoéacidos, proteinas, hidra-
tos de carbono, &cidos carboxilicos y otros.

La Caracterizacién quimica de la materia orgénica es dificultosa debido a la gran
complejidad de la matriz organica y por encontrarse a muy baja concentracion.

La MON comunmente existe en las aguas crudas con concentraciones en las
partes por millon (mg/L), con magnitudes superiores a compuestos como el
MIB, expresados en partes por billon (ng/L). Por tanto, la NOM es nociva para
la eliminacion MIB, ya que también se adsorbe con el PAC, y puede competir
por los sitios de sus poros (Newcombe et al.: 1997, 2002a, 2002c). Es dificil
predecir exactamente el efecto que tendra la MON sobre el desempefio del MIB
porque constituye una amplia gama de moléculas con una variedad de diame-
tros y sustancias quimicas. Por lo tanto, no se trata sélo de la cantidad de ma-
teria organica en el agua lo que determinan la capacidad de la PAC, sino el ta-
mafo y la estructura quimica de las moléculas.

10. 7. 2. Ensayos de adsorciéon
10. 7. 2. 1. Generalidades

En el laboratorio es posible evaluar la capacidad del Carbon Activado para remo-
ver sustancias de una solucion por el mecanismo de adsorcion, mediante la construc-
cion de “isotermas de adsorcion”. Conocer la isoterma de adsorciéon de un pardmetro
qgue mide la concentracion de una sustancia o conjunto de sustancias que se quiere
remover, permite comparar diferentes tipos de carbdén activado, determinar la capaci-
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dad de remocion de un carbén activado y/o determinar la dosis de carbdn que hay que
utilizar para alcanzar un proposito dado.

Si bien las isotermas representan las minimas dosis necesarias para cada tipo de
carbon, las condiciones en que se realizan son en el equilibrio; por tanto deben reali-
zarse ensayos considerando las condiciones de cada planta y aproximarse de manera
mas certera a lo que ocurre en la misma.

Por eso se tendra en cuenta:

Tipo de carbon empleado. Dependerd no solo de los resultados de las isotermas
para el analito en cuestion y/o para la evolucion del carbono organico disuelto (repre-
senta una medida de la materia orgénica presente en el agua natural que se cuenta)
sino también de las condiciones operativas: pH de dosificacion, agregado de coagulan-
tes y coadyudantes, inyeccién de cloro, etc. Se deben registrar sus especificaciones
técnicas (granulometria, indice del analito a evaluar, humedad, indice de yodo, etc).

Considerar el stock que cada planta posee

El punto de dosificacion

Los parametros fisicoquimicos y de recuento y remocion algal.

La concentracion de analitos (Geosmina, MIB, etc.) no solo en los ensayos sino
en cada etapa del proceso. Estas determinaciones son muy especificas por el tipo de
instrumental que se necesita (GC-MS) por tanto debe preverse un plan de desarrollo
analitico en el laboratorio.

10. 7. 2. 2. Materiales
- Diferentes tipos de carbén activo secados a 110°C durante 24 hs

- Micropoluentes organicos: Geosmina (puede utilizarse toxinas u otros poluen-
tes)

- Agua Natural ( 0 agua a ser tratada con el PAC)

10. 7. 2. 3. Desarrollo: Prueba reactor discontinuo

Para la obtencion de las isotermas de adsorcion y los parametros de equilibrio
segun el carbdn activo en polvo (PAC) para un compuesto dado en agua pura y agua
natural.

- Armar 7 reactores de vidrio con capacidad de 1 litro, éstos contardn con un
dispositivo de agitacion magnético y un sistema regulador de temperatura
constante; se realiza a reactor cerrado para evitar pérdidas de evaporacion de
la fase liquida.
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Fig. 4: Reactores para ensayos con carbdn

- Tomar 500 ml de agua a tratar colocar en los 7 reactores

- Ajustar el pH: se seleccionard 6 - 7 - 8 (dependiendo de las condiciones del
proceso)

- Ajustar en los seis rectores la concentracion de geosmina inicial, luego colocar
dosis crecientes de PAC (ver tabla) a partir de la solucion madre de 1gr/L, de-
jando el ultimo reactor como testigo con una concentracion inicial Co. Cubrirlos
posteriormente con papel aluminio. La concentracion del analito evolucionara
constantemente hasta alcanzar el equilibrio.

- Poner a la mezcla agua — carbdn en agitacién durante 24 hs (o méas) para ase-
gurar obtener el equilibrio de fases. En dindmica el carbén activo en el reactor
se satura progresivamente hasta alcanzar su méaxima adsorcion, por lo que su
concentracion no varia con el tiempo.

- Separar las fases por filtracion con papel Wathman GF/A o milipore de 0.45 um

- Almacenar en recipientes de vidrio @mbar la fase liquida hasta determinacion de
los valores residuales.

10. 7. 2. 4. Interpretacion de Resultados

Se presentan diferentes maneras de interpretar los ensayos, la primera es grafi-
cando el % de remocion remanente del Analito (Cgeo): Concentracion de geosmina vs
la dosis de Carbon empleado para diferentes

carbones y diferentes condiciones de proceso
(pH, temperatura, etc.) obteniéndose curvas
como: =

o

=)
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Fig. 5: Porcentaje de Remocién de analito vs Dosis de car- 10 200 30 40 50
bon
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Si no se cuenta con los valores de concentracion de geosmina, se puede repre-
sentar los valores de carbono organico disuelto COD (mg/L) en funcién de dosis de
Carbdn Activo (mg/L).

A veces estas curvas no son faciles de interpretar, se aplanan debido a altas con-
centraciones de analitos a remover o la variabilidad entre las dosis no es muy significa-
tiva. Por ello se emplean las isotermas de adsorcion con base en los modelos lineales
de Freundlich: X/M=K. C 1/n aplicando logaritmo: /n (X/M)= 1/nIn C.

Donde:
X: cantidad de analito adsorbido en el equilibrio
M: cantidad de carbon empleado

n y K: constantes especificas que dependen de las condiciones del test y del tipo
de carbon usado.

C: concentracion del analito remanente en la fase liquida
Se representa: Para Freundlich:
In X/M (mg COD/gCA) vs In C (mg COD/L)

o bien Ln (Cgeo/grCA) vs In (Cgeo/L) representando una gréfica

Cantidad de Geo

removida CB
por unidad de

masa de carbon

adicionado
Ch

Conc. de geasmina remanente en la faze liguids

Fig. 6: Cantidad de Geosmina removida vs Concentraci{on de Geosmina remanente.

El carbon B es mejor que el carbén A debido a que la cantidad de analito adsor-
bido por unidad de masa de carb6n empleada para el caso B es mas alto para una
concentracion final remanente del mismo en la fase liquida.

10. 7. 2. 5. Tasade Carbdén empleado

Si la concentracion inicial de Geosmina es de 100 ng/L y si el objetivo es alcanzar
una remocion de hasta 10 ng/L, de la grafica se obtiene X/M para cada tipo de carbén
(ej para el B 45 ng/gr), la cantidad de analito removido seria (100-10) ng/L, la tasa de
carb6n empleado seria de: (100 —10)/45 = N gr carbon/L
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10. 7. 2. 6. Evaluacioén del Costo del tratamiento con PAC asociado a la
dosis empleada.

Se podré expresar de acuerdo a la siguiente indice:
Valor del indice = (C/Co) x (costo unitario del PAC)
Donde (C/Co) es la fraccion remanente

C: concentracion del metabolito luego de estar en contacto con el carbén activa-
do

Co: concentracion inicial (o la dosificada inicialmente al blanco) del analito

La marca de PAC con el indice méas bajo es el valor méas rentable. Alto dosis de
PAC puede aumentar los costos asociados a la frecuencia, los traslados, los lodos de
produccion, manipulacion y gastos de mantenimiento de los equipos, etc

10. 7. 3. Cinética de Adsorcién

La adsorcion de una molécula especifica depende de la capacidad de adsorcion
en el equilibrio del carbon activo, la cinética de adsorcion; es decir, de la velocidad con
la cual una molécula especifica pasa de la fase liquida a la fase sdlida, implica varias
etapas y diversos mecanismos de difusion externa (a travées de la pelicula liquida) e in-
terna (poroso o superficial). Esto se puede realizar aplicando el modelo de HSDM:
Transferencia Externa Acoplada a la Difusion Superficial, el cual permite predecir la ci-
nética de adsorciéon para una concentracion inicial diferente de la molécula especifica.
(Ortiz, UNAM).

En la practica estas predicciones pueden variar por los parametros de proceso, el
punto de aplicacion, la matriz organica Yy los indicadores de calidad.
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Fig. 7. Concentracion de Geosmina en funcién del tiempo
Se pueden realizar diferentes ensayos cinéticos conociendo los tiempos de per-

manencia del flujo del analito en contacto con el carbén activo desde la dosificacion
hasta la siguiente etapa del proceso.
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10. 7. 3. 1. Ensayo 1: Prueba Cinética para una dada concentracion de analito
y un tiempo de contacto de 30 min para diferentes carbones para una dosis fija.

En este caso se podra variar el tiempo, dependiendo del proceso en cada planta
potabilizadora.

10. 7. 3. 1. 1. Preparacion de la solucién de carbén

Transferir en un vaso seco e identificado, una alicuota de muestra de 15+ 5 gr.
Mantener en desecador.

Tarar la balanza analitica con un erlenmeyer de boca esmerilada seco e identifi-
cado.

Pesar una masa de carbdn necesaria para preparar una suspension de 5 g/L (5
gr para balén de 1000 ml o 2,5 para 500 ml).

Adicionar al erlenmeyer de boca esmerilada 150 ml de agua desmineralizada.

Aplicar vacio durante 15 min para expulsar el aire y saturar los poros del carbon
con agua.

Transferir la suspension con ayuda de un embudo a un matraz identificado y
completar volumen.

10. 7. 3. 1. 2. Preparacion del Blanco
Colocar agua desmineralizada en recipiente de 20L.

Nota: un volumen necesario de agua debe ser colocado teniéndose en cuenta un
volumen de £200 ml para un blanco de 1000 ml de muestra.

Mezclar o agitar mecénicamente y con una micro jeringa adicionar un volumen
de patron de MIB/GEO necesario para que la concentracion en el recipiente de vidrio
sea de 100 ng MIB-GEO/litro

Calculo:

V del patron (ul) = 100 ng/L x V de agua desm. en el recipiente

Concentracion del patron (mg/L)

Dejar la solucién en agitacion por 10 min.
Tomar una muestra e identificarla (por duplicado), sin dejar cAmara de aire.

Realizar el andlisis de los analitos, si el resultado no se aleja de un desvio de un
20% de la concentracion tedrica, proseguir el ensayo, de lo contrario rehacer la solu-
cion.

Transferir en una probeta 1000 ml de la solucion del blanco y para los recipientes
de jar test.

Mantener los recipientes en agitacién a una velocidad de 80 rpm aproximada-
mente.

Homogeneizar la suspensiéon de carbon. Transferir inmediatamente una volumen
de 150 ml, manteniendo en agitacion magnética.
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Retirar la agitacion, y del recipiente que se extrajo los 150 ml se toma una ali-
cuota 4 ml (20 mg/L de carbdn activo para 1000 ml de agua) adicionando a los reci-
pientes., disparando el cronémetro.

Después de 30 min de tiempo de contacto retirar una alicuota de 150 ml en un
erlenmeyer.

Filtrar la muestra bajo vacio con membrana de porosidad de 0.45 um.
Transferir el filtrado en un recipiente, sin dejar camara de aire.

Colectar de la misma forma el blanco.

10. 7. 3. 2. Ensayo 2:

Con la solucion de carbon preparada se puede realizar la extraccion de muestras
y las determinaciones de remocion a diferentes tiempos. Manteniendo constante la
concentracion inicial del analito y la dosis empleada.

10. 7. 4. Ensayo para carbon granular

Para obtener los parametros de disefio de una columna (didmetro, altura de car-
bén, flujo.etc.) es necesario efectuar pruebas piloto. Una forma sencilla de realizar es-
tas pruebas es usando varias columnas en serie de 3 ¥2 "6 4" de didmetro.

PILOT COLUMN SYSTEM

Effusant

Fig . 8: Sistemas de Columnas para ensayos de CAG -fuente: NORIT AMERICA INC.

Los procedimientos se realizaran evaluando: granulometria, longitud de la co-
lumna, control de caudales y carga de alimentacion.

Se realizan pruebas en reactor discontinuo para obtener el mejor tipo de carbon
activado para remover el MIB de agua natural (isotermas de adsorcion) y en reactor
continuo para determinar los parametros de disefio de una columna prototipo de ad-
sorcién (altura del lecho y columna, la relacion altura de carbon y didmetro de las co-
lumnas, tipo de flujo, carga hidraulica, tiempo de contacto, diametro de particula, etc.)
y estimacion econdémica de los costos del prototipo.

Las pruebas en reactor continuo se pueden realizar en mini-columnas empacadas
con el mejor carbdn activado obtenido en las pruebas de reactor discontinuo.

El sistema de adsorcion en continuo se constituye de un tanque de alimentacion
de 50 L, una bomba peristéltica y mini-columnas de adsorcién. Las columnas se em-
pacan con carbon activado, con tres diferentes alturas de lecho, para simular tres dife-
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rentes tiempo de contacto de lecho vacio (EBCT Empty bed contact time) a un flujo
dado, se determina la expansion del lecho. Las columnas se alimentan continuamente
de manera ascendente, hasta la finalizacién del experimento, para evitar los fenome-
nos de difusion causados por el paro de operaciéon. Los experimentos se suspenden en
la saturaciéon del lecho.

Procedimientos
Ensayo de Coagulacion:

El ensayo de coagulacién consiste en agregar dosis crecientes de coagulante a
una serie por porciones de agua, contenidas en vasos de un litro, determinando des-
pués de un periodo de agitacion adecuado, las caracteristicas del coagulo formado co-
mo asi también el pH, la alcalinidad y la turbiedad de las muestras tratadas, que per-
miten establecer la dosis 6ptima de coagulante que debe agregarse al agua para su
tratamiento.

El tiempo y la velocidad de agitacion del ensayo de coagulacién dependen de las
caracteristicas constructivas de cada planta, por lo tanto en cada una de ellas deberan
hacerse una serie de ensayos para encontrar cuales son los valores con los que se de-
ben manejar para encontrar la dosis 6ptima.

Solucién de coagulante para el ensayo:

Se trabaja con solucion al 1 % la que debe ser preparada diariamente, ésta se
obtiene a partir del 10% (tomar 10 ml de la solucion al 10% y diluir con agua de cani-
lla a 100 ml). Si se parte de la solucion de trabajo de la planta deberé hacerse la solu-
cion correspondiente segun sea la concentracion de aquella. Por ejemplo: si la solucion
de la planta es al 20 % tomar 5 ml de la misma vy llevar a 100 ml, si es al 10% tomar
10 ml y llevar a 100 ml, si es al 5% tomar 20 ml y llevar a 100 ml. Un m/ de esta solu-
cion representa 10 mg/l de coagulante.

Equipos y elementos necesarios:

Agitador de paletas multiples movido por un motor sincronicamente, con veloci-
dad regulable e iluminado.(Jarr-test)

Seis vasos de precipitado de 1 litro.
Bureta, erlenmeyer, pipetas, turbidimetro, medidores de pH.

Soluciones de sulfato de aluminio y polielectrolito catiénico al 1%

Procedimiento:

Tomar agua a tratar en un recipiente adecuado, enjuagar con una porcion de la
misma todos los vasos, y mediante una probeta de 1 litro cargar cada uno de los 5 va-
sos, el sexto vaso se reserva para el control de entrada de decantadores.

Colocar los vasos en el equipo jarr-test, bajar las paletas y poner en marcha el
agitador a baja velocidad, proceder al agregado de solucidon de coagulantes en dosis
creciente, introduciendo la pipeta a 5 cm por debajo de la superficie del liquido y en las
proximidades del eje. Aumentar la velocidad a 100 rpm aproximadamente durante un
minuto, bajar luego a 70 rpm y cuando se visualice el floc bajar la paleta correspon-
diente al vaso que contiene el agua de entrada de decantadores, continuar con la agi-
tacién de 10 a 15 minutos, segun las caracteristicas de la planta, proceder luego a le-
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vantar las paletas manteniendo la rotacion y esperar a que sedimente, 10 a 15 minu-
tos.

Observar el aspecto del agua sedimentada en cada vaso, determinar turbiedad a
cada uno de ellos retirando el sobrenadante con cuidado de no remover floc, el vaso
que presenta menor turbiedad se considera la dosis 6ptima, a éste y a los vasos co-
rrespondientes a la dosis inmediata anterior y posterior extraer el sobrenadante
haciendo sifon con una manguerita para efectuar el recuento de células algales y eva-
luar el porcentaje de remocién en esta etapa del tratamiento, no siempre coincide la
dosis Optima de coagulante para remocién de turbiedad con la 6éptima para remocién
de células, en éste caso aplicar en planta ésta ultima.

Al vaso de dosis 6ptima se hara pH, alcalinidad, color y se compara con la entra-
da de decantadores; en el caso que los pardmetros determinados en el ensayo de do-
sis Optima no coincidan con los parametros de calidad de agua de entrada a decanta-
dores se harén las correcciones que sean necesarias, 0 sea, se procedera a subir o ba-
jar la dosis en planta segun lo indique el ensayo de coagulacion.

Es Importante realizar el ensayo de coagulacion todos los dias porque la dosis
depende de las caracteristicas fisico-quimicas del agua.

Una vez obtenida la dosis 6ptima del coagulante, repetir el ensayo pero mante-
niendo en cada vaso la misma dosis, y agregar en forma creciente el polielectrolito ca-
tiénico, a partir de la solucion usada en planta (1kg en 100 | de agua), diluir 10 ml en
100 ml y agregar el volumen a ensayar, por ejemplo 1ml para dosis 1g/m3, 0.8 ml pa-
ra dosis 0.8 g/m3, 0.2 ml para dosis 0.20 g/m3). Efectuar las mismas determinaciones
gue en el caso anterior.

Ejemplo de ensayo con dosis variable de sulfato de aluminio

Vasos N° 1 2 3 4 5 6
Vol.sol.
SO,Al 1,2 1,6 2,0 2,4 2,8
1%
SO.Al; 12 16 20 24 08 Dosis de
enmg/ | planta
Agltamorr]prrz;[)nda (100 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min
AgltaC|(r)Fr)1r:Snta 0 14min | 14min 14 min 14 min 14 min 14 min

Ejemplo de ensayo con dosis dptima de sulfato de aluminio y dosis variable de
polielectrolito-suponiendo dosis optima 16

Vasos N° 1 2 3 4 5 6
Vol.sol.
Sulf De Al 1% 16 16 16 16 16
Dosis de Dosis de
SO,Al3 16 16 16 16 16
planta
enmg/ |
Vol sol de Poli.(ml) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Dosis de poli (mg/l) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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Agitacion rapida , , . . .
(100 rpm) 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min
,rbr\)grgimon lenta (70 14 min 14 min 14 min 14 min 14 min 14 min

En este ejemplo se han tomado tiempo y velocidades de dispersion, de agitacion
y de sedimentacién en forma arbitraria, debe existir concordancia entre estos parame-
tros del ensayo con los de la planta.

Por lo tanto la velocidad de agitacion, tiempo de agitacién y el tiempo de sedi-
mentacion deben adecuarse en el ensayo para que a igual dosis de coagulante, en
planta y en ensayo, se obtengan aguas decantadas de la misma turbiedad, alcalinidad

y pH.

Es conveniente por razones préacticas que el tiempo de floculacion, agitacion y
decantacion no lleven mas de 25 minutos.

Los valores de turbiedad y color de estas muestras no deben ser superiores a 5y
a 10 respectivamente para asegurar un buen tratamiento, un valor aceptable de remo-
cion de células es mayor al 95%.

Se debe controlar también el tiempo de formacion del floc y la velocidad de de-
cantacion, son pardmetros muy importantes para determinar el porcentaje de remo-
cion.

La dosis 6ptima depende de los siguientes factores:

- Turbiedad y color del agua natural.

- Alcalinidad del agua natural

- Eficiencia de la mezcla de coagulante con el agua en la etapa de dispersion

- En caso de que el agua cruda sea prealcalinizada, preacidificada o con carbon
activado en polvo, los ensayos descriptos deben ser realizados con el agua na-
tural con el agregado de éstos productos quimicos, manteniendo la misma re-
lacion que en planta.

Ensayo de demanda de cloro:
Procedimiento:

Realizar un ensayo en vasos de 1 litro con el agua a ser clorada, agregando vo-
[limenes de agua de cloro de concentracion conocida para obtener dosis crecientes de
1; 2; 3; 4y 5 mg/l de cloro activo.

Medir el cloro libre a los 20 minutos y a los 30 minutos. El vaso que presente
una concentracion superior a los 0,50 mg/l de cloro libre después de los treinta
minutos de contacto, es el que corresponde a la dosis de cloro a agregar en
planta.
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Preparacion y dosificacion de polielectrolito cationico.
Datos:
Caudal (Q m*/h): dato de Macromedidor o canaleta Parshall

Dosis (d): Cantidad de polielectrolito a agregar de acuerdo al ensayo de jarras.
Depende de las caracteristicas del agua natural y de la dosis de sulfato de aluminio.-

Concentracion de Polielectrolito (C): 10g/l o 1%. Se disuelve 1 kg de polielectroli-
to en 100 | de agua, para realizar los ensayos se diluye 10 ml de la solucion de planta
se diluye a 100 ml y se agrega el volumen a ensayar, por ejemplo 1ml para dosis
1g/m3, 0.8 ml para dosis 0.8 g/m3).

El caudal a inyectar se calcula con la siguiente formula:

g (ml / min) = Q (nm’/h) x d (g/n7’) x 1000 mi/!
10(g/x60min/h

Preparacion y dosificacion de PAC:
Procedimiento:

Se prepara una suspension que puede ser entre 1y 10%, por lo tanto para 1000
litros de agua se coloca entre 10 kg y 100 kg de carbén activado en polvo (por lo ge-
neral el PAC se comercializa en bolsas de 20 o 25 kg).

En un tanque de 1000 litros colocar aproximadamente 50 cm de agua, sobre él
volcar los kg de carbon activado de acuerdo a la solucién que se desea preparar, de
esta forma se minimiza que se levante mucho polvo de PAC. Encender el agitador, lue-
go continuar con el agregado de agua hasta completar los 1000 litros. A continuaciéon
se continla la agitacion por un tiempo no menor a una (1) hora, tiempo necesario para
humectar el carbén activado, una vez humectado sedimenta, si no permanece en la
superficie.

Se debe contar con més de un tanque de preparacion para asegurar dosificacion
continua, debido a que la humectacion lleva tiempo, existen en el mercado productos
gue se comercializan con un determinado porcentaje de agua, tienen la ventaja de le-
vantar menos polvo en la preparacion, pero la desventaja de mayor peso para el tras-
lado.

Usar elementos de proteccion personal para manejo de productos quimicos.

Una vez lista la suspension para la dosificaciéon, no debe cortarse la agitacion, de
lo contrario el carbon activado sedimenta.

Aplicar esta suspension con bomba dosificadora, o bien por gravedad, ajustando
el caudal de acuerdo al célculo que figura abajo.
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Capitulo 10

Calculo de dosificacion:
Datos:

Caudal (Q): es el caudal de agua a tratar en m%h se obtiene de medicién con
Macromedidor o canaleta Parshall.

Dosis (d): es la cantidad de carbdn activado/m3 de agua necesario para remover
olor/sabor/toxinas/algas. Depende de las caracteristicas del agua natural, se obtiene
mediante ensayos, por lo general se usan dosis que van desde 4g/m3 hasta 80g/ma3.

Concentracion de Carbon (C): es la concentracion del PAC en g/l que depende de
la forma de preparacion de la suspension, para suspensiones al 10%(100kg/1000l) C=
100 g/l.

Formula:

El caudal a inyectar se calcula con la siguiente formula:

q(ml / min) = Q (m’/h) x d (g/n1°) x 1000 mi/|
C (9/)x60min/h

Ejemplo. para un caudal de 400 m*/h, una dosis 10 g/m°, y una suspension de
PAC al 10% el caudal a inyectar es:

g(/h) = 400 x 10 x1000 = 667 mi/min
100x60

Lo que significa que para una caudal a tratar de 400 m3/h, con una suspension
de carbon al 10% se debera dosificar 667 ml/min para alcanzar una dosis de 10 g/m3,
para lo cual se debe disponer de dosificador acorde al caudal a inyectar.

El control de dosificacion se realiza con probeta, controlando que en un minuto
dosifique los 667 ml requeridos.
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Glosario

Glosario

Acineta o acineto: célula vegetativa con acumulacion de materias de reserva
qgue puede funcionar como elemento de propagacion.

Aerotopos: grupos de vesiculas gaseosas que ayudan en la flotacion.

Anisogamia (=heterogamia): union sexual de dos gametas moviles de dife-
rente tamano.

Axial: perteneciente o relativo al eje.
Bentdnico: relativo al bentos.
Bentos: conjunto de organismos que viven en contacto con el fondo marino.

Caroteno: pigmento carotenoide amarillo o rojo, que absorbe energia lumino-
sa y la trasmite a la clorofila para la fotosintesis.

Célula apical: célula terminal de un tricoma. Extremo superior del alga.

Cenocito: estructura con numerosos nucleos y organelas, no tabicada, propia
de algas sifonales.

Cepas: poblacién de microorganismos de un mismo linaje.
Corteza: parte externa del talo.

Cromatoforo: organela que lleva los pigmentos fotosintéticos (cloroplasto,
feoplasto, rodoplasto).

Cromatografia: técnica de separacion de sustancias, basada en la separacion
de una muestra en una fase mévil , que puede ser un liquido o un gas y una fa-
se estacionaria que puede ser un liquido o un sélido.

Dicoétoma: division en dos mitades equivalentes.

Diploide: con doble numero de cromosomas que las gametas, con dos juegos
de cromosomas.

Diplonte: individuo con complemento cromosémico diploide.
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Distal: que se encuentra ubicado en el extremo mas alejado de la base del ta-
lo.

Dorsal: ubicado sobre el dorso de un talo.

Endofito: planta que vive en el interior de otro organismo.

Epifito: planta que vive sobre otro organismo.

Espermatozoide: células reproductivas masculinas flageladas en oogamia.

Espora: célula reproductiva mas o menos modificada con respecto a las vege-
tativas, producida dentro de esporangios y que sirve a la reproduccion.

Esporangio: estructura dentro de la cual se producen esporas.
Feoplasto: cromatoforo de algas pardas.

Ficologia: estudio de las algas.

Filamento: conjunto de células alineadas en una hilera.
Filiforme: en forma de filamento.

Flagelo: estructura fibrilar inserta en las porciones anteriores o laterales de zo-
oides.

Fotofilas: algas que viven en ambientes con altos niveles luminicos.
Fotd6fobas: algas que viven en la sombra.

Fusiforme: en forma de huso.

Gameta: célula sexual.

Gametofito: planta que forma gametangios.

Haplonte: individuo con complemento cromosémico haploide.

Helicoidal: en forma de hélice.

Heterocisto: célula vegetativa de las Cyanophyta con contenido refringente di-
ferente del resto de las células donde ocurre la fijacion de nitrégeno atmosfeéri-

co.

Hialino: estructura transparente o translucido .
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Glosario

Hormogonio: pequefio segmento de células vegetativas originados por la rup-
tura del tricoma.

Intercalar: estructura que se encuentra entre la base y el apice.
Intermareal: zona costera entre la bajamar y la pleamar comunes.

Isodiametrica: el diametro de las células es mas o menos constante a lo lar-
go de su filamento.

Muestra Simple: muestra discreta extraida de la masa acuosa en forma alea-
toria.

Metalimnion: Es una capa intermedia entre el epilimnion y el hipolimniom. En
esta capa es en donde se producen cambios relativamente mas rapidos de los
parametros (temperatura, densidad). El plano del cambio maximo de la tempe-
ratura con la profundidad se le llama termoclina. En la mayoria de los lagos se
establece durante el verano, debido al calentamiento gradual de las capas su-
periores del agua del lago. Como presenta una estructura de densidad relati-
vamente estable, constituye una barrera eficiente contra la mezcla vertical.

Parasito: organismo que toma toda o parte de las substancias que requiere
para subsistir de un huésped en el que se desarrolla.

Parietal: ubicado sobre la pared.

Perifiton: comunidad microscopica de plantas, animales y detritos asociados,
adheridos.

Pirenoide: organela asociada a los cloroplastos, su funcion parece asociada a
la sintesis de las substancias de reserva, mostrando usualmente en algas ver-
des varias placas de almidon asociadas.

Plancton: organismos que viven en suspension flotando libremente en la masa
de agua.

Procariota: célula que carece de organulos rodeados de membrana.

Proliferacion: porciones nuevas del talo que se forman a partir del borde, la
superficie o la base de uno mas viejo.

Proximal: cercano al origen o al eje.
Reticulo: en red.
Rizoide: célula adaptada a la adhesion.

Septo: tabique entre dos secciones abiertas de un talo o cenocito.
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Sésil: érgano asentado directamente sobre el eje, sin pedunculo.

Submareal: ubicado en el litoral por debajo del nivel de las bajamares ordina-
rias.

Talo: cuerpo vegetativo de plantas no vasculares.
Toxinas: sustancias toxicas producidas por organismos o células.
Tricoma: fila o hilera de células dispuestas linealmente, sin vaina.

Vaina mucilaginosa: capa mucilaginosa que envuelve las células o tricomas
formado por polisacaridos que son excretados por las células.

Vegetativo/va: se dice de la célula, porcién del talo o talo que no esta modifi-
cado

para la reproduccion, ya sea por estar destinado a la funcién de fotosintesis o
por no haber emprendido aun un proceso de diferenciacion reproductiva.
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Glosario Biologia Molecular

Glosario Biologia Molecular

Acidos nucleicos: denominacion que se da al conjunto de ADNs y ARNSs pre-
sentes en las células de los organismos.

ADN ambiental: Es el conjunto de ADN total que se encuentra presente en
una muestra tomada de un ambiente dado. Este ADN pertenece a todos los or-
ganismos presentes en la muestra.

ADN polimerasas: Enzimas que intervienen en la reaccién en que una hebra
de ADN (molde) se duplica, utilizando los nucleétidos como sustratos.

ADN: Acido desoxirribonucleico. Es el encargado de la transmision de los carac-
teres genéticos. Es un polimero compuesto por nucleétidos que forman una es-
tructura de doble hélice. Constituye el material genético heredable de la mayo-
ria de los organismos, se puede autorreplicar en la célula. EI ADN esté consti-
tuido por cuatro tipo de nucleétidos: Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) y Ci-
tosina (C).

ARN: acido ribonucleico. Es un acido nucleico de cadena sencilla compuesto
por los nucledtidos Adenina (A), Uracilo (U), Guanina(G) y Citosina (C). EI ARN
mensajero (ARNm) en las células sirve como intermediario de la informacion
genética ya que copia ésta del ADN y luego dirige la sintesis de proteinas segun
su secuencia de nuecledtidos. Los ARN ribosomales (ARNr) forman parte de los
ribosomas. El ARNr 16S es un uno de los ARNr asociado con la subunidad pe-
gueiia de de los ribosomas de los procariotas.

Gen cianobacteriano: Es una secuencia o segmento de ADN (que forma par-
te del genoma de la cianobacteria) que es necesario para la sintesis de ARN
que tendré una funcion determinada. Entre las funciones que tienen los ARNSs,
se pueden mencionar la de constituir los ribosomas que intervienen en la sinte-
sis de las proteinas (ARN ribosomales, o ARNr), y las de transmitir la informa-
cién genética del ADN que sera traducida a proteinas. Estos ultimos se denomi-
nan ARN mensajeros (ARNm) y que posteriormente se traducirdn a proteinas.
La secuencia de bases presente en el ARNm determina la secuencia de aminoa-
cidos de la proteina de acuerdo al cédigo genético.

Kits: es un conjunto de componentes que sirven para realizar una funcion de-
terminada. En el texto se refiere a reactivos y otros elementos que constituyen
un conjunto para por ej. determinar la concentracion de toxinas, purificar ADN,
etc.
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PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés, Polymerase Chain Reac-
tion). Esta técnica utiliza una enzima denominada ADN polimerasa particular
(Tag polimerasa) que copia cadenas de ADN en un proceso que simula la forma
en la que el ADN se replica de modo natural en la célula. Esta replicacion in vi-
tro se suele denominar amplificacién, y permite obtener gran niamero de copias
a partir de un solo segmento determinado de ADN, incluso en presencia de
otras moléculas de ADN (como ocurre con el ADN ambiental).

Termociclador: Es la denominacién general que se da a los equipos para lle-
var a cabo las reacciones de la PCR en tubos (tipo eppendorfs) que se colocan
en las gradillas del mismo. Estos aparatos permiten programar ciclos de distin-
tas duraciones y con distintas temperaturas controladas, con mucha precision.
Los cambios de temperatura son muy rapidos de manera que todos los tubos
conteniendo as mezclas de reaccion para la PCR alcanzan la misma temperatura
la mismo tiempo. Hay distintas marcas comerciales.
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