El test de la bioluminiscencia, para-
metro de control en varias normativas
autonémicas y municipales sobre verti-
dos industriales de nuestro pais, sirve
para evaluar la biotoxicidad de aguas y
efluentes. Este articulo presenta los
resultados obtenidos en la aplicacion de
este bioensayo a algunos efluentes
industriales procedentes de distintos
sectores de actividad de la ciudad de
Cérdoba. Los datos indican una impor-
tante variabilidad de la respuesta biolu-
miniscente frente a los efluentes ensa-
yados (EC,, entre 79 y <1,3 equitox/m?)
dependiendo del tipo de vertido. Tam-
bién se ha comprobado una correlacidn
estadistica significativa entre inhibicion
de la luminiscencia y log de la DQO de
los efluentes investigados, asi como una
relacion entre la EC,,, y el contenido en
metales pesados. Finalmente, el esta-
blecimiento de la potencialidad biotoxica
de un agua residual debe considerar
varios test de biotoxicidad y no solamen-
te uno.

Introduccion

A medida que se avanza en la
caracterizacién de un agua residual, sea
doméstica o industrial, va apareciendo
la idea de que no es tan importante el
contenido en sustancias, elementos 0
compuestos quimicos que ésta alber-
gue, sino la afeccién que la suma o el
resultado de todos ellos pueda provocar
en el medio natural. Y esta idea enlaza
con la estrategia seguida, tanto en
nuestro pais como en la Unién Europea,
de que ademas de exigir el cumplimien-
to de unos estandares de calidad para
las aguas depuradas, también deben
conseguirse los denominados objetivos
de calidad en los cauces publicos a los
que se vierten después estas aguas ya
depuradas (RD 849/1986; RD 995/2000;
RD 1/2001; RD 606/2003).
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El establecimiento pues, de criterios
s6lidos, homologables y estandarizados
que culminen en procedimientos norma-
lizados para cuantificar la potencia bio-
toxica de un efluente dado es una cues-
tion no exenta de complejidad. Cual-
quier método de medida de biotoxicidad
consiste, en sintesis, en determinar en
condiciones perfectamente controladas
y reproducibles el efecto inhibidor de
una muestra a testar sobre un determi-
nado organismo vivo (Marin Galvin,
1995).

Dada su simplicidad bioquimica, el
empleo de cepas bacterianas ha sido
un camino muy utilizado para evaluar la
biotoxicidad de efluentes. Asi, se han
empleado cultivos bacterianos controla-
dos que en presencia de compuestos
potencialmente biotoxicos reducian su
actividlad metabdlica lo que podia
ponerse de manifiesto, por ejemplo,
mediante el descenso en su consumo
de oxigeno (Marin Galvin, 1995; 2003).
Otros cultivos, en este caso bioluminis-
centes, disminuyen mas 0 menos su
poder luminiscente en funcién de la
mayor 0 menor afeccién que el toxico
produzca en ellos (caso del ensayo de
la bioluminiscencia con Vibrio fischeri
usado en este articulo). En este grupo
de técnicas también cabe citarse el
conocido test de mutagenicidad de
AMES que emplea cepas modificadas

de Salmonella Typhymurium (Marin
Galvin, 1995).

La inhibicion en el crecimiento de
poblaciones de algunas algas del tipo
de Selenastrum capricornutum, Scene-
desmus subspicatus y Chlorella vulga-
ris ha servido y sirve asimismo para
estudios de biotoxicidad. Otros organis-
mos empleados han sido crustaceos
como Daphnia magna que eran total 0
parcialmente inmovilizados dependien-
do de la potencia téxica del compuesto
a estudiar. Ademas, se pueden citar l0s
bioensayos que emplean moluscos
bivalvos como Crasotrea gigas (ostra) o
Mytitus edules (mejillon). Finalmente,
deben referirse los bioensayos que
estudian el comportamiento de peces
como el Brachydanio rerio (zebra) y el
Cyprinus carpio (carpa comin) (Capa-
fons Ros, et al., 2004). Todos estos
ensayos en condiciones perfectamente
normalizadas pueden arrojar informa-
cién acerca del poder biotoxico de sus-
tancias puras o complejas que puedan
acceder al medio acudtico.

Légicamente, cuantos mas ensayos
de biotoxicidad estén disponibles de un
potencial toxico, méas podremos hacernos
una idea completa de la afeccion de ese
toxico sobre un ecosistema, puesto que
gstos se hayan integrados por una
extraordinaria variedad de organismaos y
microorganismos, en compleja interac-
cion, para los cudles no debe valer solo
un bioensayo dado.

No obstante lo anterior, el empleo
del test de la bioluminiscencia con la
bacteria marina Vibrio fischeri es una
técnica de gran implantacion en la actua-
lidad a fin de testar la biotoxicidad de
aguas residuales y efluentes. Presenta
innegables ventajas como son simplici-
dad operativa, posibilidad de empleo de
cultivos criogenizados que, posterior-
mente, se renaturalizan en dptimas con-
diciones vitales, buena reproducibilidad
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y obtencion de secuencias temporales
de comportamiento biotoxico para practi-
camente cualquier efluente. Todo esto ha
hecho que esta tecnica se haya
implantado en més de veinte normativas
autondmicas y municipales sobre verti-
dos (Capafons Ros, et al., 2004; Orls
Lacort, et al., 2004) de nuestro palis,
siendo un parametro mas de obligado
cumplimiento para vertidos industriales.
Ademds en un reciente trabajo se
demostrd la relacion entre valores de
toxicidad frente a la bioluminiscencia y
sustancias limitadas en el Reglamento
Metropolitano de Vertidos de Aguas
Residuales Industriales del Area Metro-
politana de Barcelona (Capafons Ros, et
al., 2004).

De acuerdo a lo comentado mas arri-
ba, el presente articulo recoge los prime-
ros resultados obtenidos en la aplicacion
del test de bioluminiscencia a algunos
vertidos industriales de la ciudad de Cér-
doba, dentro de una linea de investiga-
cion a largo plazo llevada a cabo por
EMACSA en este campo.

Mectodologia

Los datos presentados carrespon-
den al periodo comprendido entre
noviembre de 2004 y enero de 2005, y
las muestras de aguas residuales indus-
triales se han tomado aleatoriamente de
diferentes vertidos industriales, aunque
intentando ofrecer un amplio espectro de
las actividades industriales ubicadas en
la ciudad de Cdrdoba: asi, se tomaron
vertidos de industrias papeleras, cerve-
ceras, de refrescos no alcohdlicos, alma-
zaras, alimentarias y de transformacion
de cobre.

Las aguas residuales se investigaron
siguiendo las habituales técnicas emplea-
das en estudios de aguas (AWWA, 1997;
Marin Galvin, 1995; Rodier, 1989). En

Tabla 1. Algunas caracteristicas de los vertidos industriales investigados.

particular los Sy, se determinaron tras
filtracién (filtro de 45 mm de tamafio de
poro) y posterior secado del residuo a
108 °C, la DBO, mediante el método del
OXITOP™ empleando inhibidor de nitri-
ficacion (aliltiourea), y la DQO mediante
la técnica del dicromato potésico.

Ademas, los analisis de metales se
llevaron a cabo mediante la técnica de
la ICP (Acoplamiento Inducido de Plas-
ma) usando un equipo Varian VISTA-AX
y posteriormente a la digestion del agua
residual; ésta se llevd a cabo con adi-
cion de 3 ml de HCl y 1 ml de HNO,
concentrados a 20 ml de muestra, intro-
ducidos en recipiente cerrado de teflén
mantenido a presion y calentado en pla-
ca calefactora a 180 °C durante dos
horas.

Los ensayos de bioluminiscencia se
sirvieron de un equipo comercial LUMIS-
TOX™ 300, siguiendo el prontuario
suministrado por el fabricante. En sinte-
sis, el modo operativo consiste en com-
parar |a afeccién de muestras progresi-
vamente mas diluidas del agua proble-
ma, en condiciones controladas de tem-
peratura (15 °C), salinidad (2% en
NaCl), pH (6-8) y tiempo de reaccion
(quince minutos), scbre un cultivo estan-
dar de bacterias bioluminiscentes Vibrio
fischeri: a medida que el efluente a tes-
tar es mas biotdxico para este tipo de
bacterias, mas baja serd la bioluminis-
cencia resultante del cultivo testigo
(medida a =490 nm+40 nm),

Con este procedimiento se obtienen
valores de concentraciones de efluente
que provocan diferentes tasas de inmovi-
lizacion (0 muerte) en los cultivos biolu-
miniscentes, que se denotan como
“EC,”, es decir, concentraciones que
causan un descenso de la bioluminis-
cencia al “x%" de la inicial. EI parametro
mas empleado en este tipo de estudios
es la “*EC,," o concentracion del vertido

que provoca la reduccion al 50% de la
bioluminiscencia original. Este parametro
se puede expresar directamente como
porcentaje de dilucidn del vertido o como
unidades de toxicidad o “equitox/m?,
teniendo en cuenta que "n® de equitox/m?
=100/ EC,, (en porcentaje de dilucion)’.

Resultados y discusion

Caracteristicas generales de los
vertidos investigados

Las muestras reales testadas han
sido nueve y estan identificadas como:
almazara, alimentacion-1, alimenta-
cién-2, cervecera, papelera, refrescos-
1, transformados de cobre-1, transfor-
mados de cobre-2 vy refrescos-2. Res-
pecto a la muestra de almazara, se tra-
t6 de un efluente procedente del lavado
directo de aceitunas y aceites de oliva;
las dos muestras de alimentacion
correspondieron a empresas de fabri-
cacion de diversas salsas preparadas;
las dos de refrescos, a efluentes de
empresas de preparacion y envasado
de hebidas no alcohdlicas; las dos
muestras de transformados de cobre
se obtuvieron de vertidos de empresas
de transformacion de cobre y fabrica-
cion de tubos y accesorios de cobre y
latén; por dltime, las muestras de cer-
vecera y papelera correspondieron al
efluente integrado de estos tipos de
industrias.

La tabla 1 presenta las caracteristicas
mas relevantes de los vertidos estudia-
dos. Puede observarse que las mas altas
cargas contaminantes (solidos en sus-
pension y carga biodegradable) corres-
ponden a la almazara, a las dos indus-
trias alimentarias, a la cervecera y a la
papelera. Los efluentes abarcan desde
cargas contaminates muy altas (almaza-
ra, alimentacion-2- DQO entre 7.500 y
32.000 mg/l)- hasta otras asimilables a




vertidos domesticos (transformados de
cobre-2).

Por otro lado, en la fabla 2 se ha pre-
sentado el contenido en metales totales
(tras digestion) de las tres muestras que
podrian contener, a priori, este tipo de
contaminantes en funcién de su proceso
productivo: la papelera y las dos empre-
sas de transformacion de cobre. Como se
observa, si bien los niveles de metales
totales medidos son bajos, debe desta-
carse en los tres casos la presencia de
hierro (1,5 mg/l maximo en papelera),
cobre (1,49 mg/l, maximo en transforma-
dos de cobre-1) y aluminio (1,66 mg/l,
maximo en transformados de cobre-2), y
en algunas de ellas, ademas de los ante-
riores metales, la presencia de plomo,
cromo, zinc y boro. Las concentraciones
del resto de metales investigados fueron
siempre inferiores a 0,03 mg.

Comportamiento de los
efluentes investigados frente a
la bioluminiscencia

Se han sometido las nueve muestras
de aguas residuales industriales antes
referidas al test de la bioluminiscencia,
obteniéndose los resultados recogidos
en la figura 1. Alli se ha representado
graficamente la evolucion de los porcen-
tajes de muestra (vertidos diluidos con
matriz inerte a base de disolucién de
NaCl hasta un 100%) que provocaban
diferentes porcentajes de disminucion de
la bioluminiscencia del cultivo original de
Vibrio fischeri (desde el 20 al 80% de
reduccion).

Cuanto una menor cantidad (%) de
un vertido dado provoque una més alta
reduccidn de la bioluminiscencia original,
mas alta sera su potencia biotoxica fren-
te al cultivo testigo. En este sentido, pue-
de observarse que el vertido mas biotoxi-

Tabla 2. Contenido en metales de algunos vertidos investigados

co era el procedente de la almazara,
puesto que diluciones muy por debajo del
3% (i.e., 3% en volumen de vertido y
97% en volumen de matriz inerte) ya pro-
vocaban tasas de inhibicion de hasta un
80%. Otro vertido especialmente activo
frente a la bioluminiscencia fue el de ali-
mentacion-1 en que diluciones por deba-
jo del 10% ya prevocaron inhibiciones del
50%.

El vertido menos biotdxico resultd
ser el de refrescos-2 (diluciones del
23% solo provocan un 20% de disminu-
cién de bioluminiscencia) y entre dos los
anteriores se encontraron el resto de
vertidos con una potencia biotdxica
intermedia. La evolucién de porcentaje
de inhibicién bioluminiscente frente al
porcentaje de muestra en todos los
casos, salvo en el vertido de almazara
(probablemente debido a su alto efecto
hiotéxico) exhibid una secuencia ascen-

dente aproximadamente exponencial
(figura 1).

Dado que el parametro estandar
empleado en estudios de biotoxicidad es
la EC,, es decir, la concentracion de
sustancia o especie a testar que provoca
la disminucién al 50% de la luminiscen-
cia original, podemos comparar los valo-
res de EC,, para los nueve vertidos
investigados. Esta informacion se pre-
senta en la tabla 3. De ella se deduce
que el vertido mas biotoxico sigue sien-
do el de almazara (79,4 equitox/m®), que
el menos el de refrescos-2 (<1,3 equi-
tox/m?) pero que la secuencia sufre algu-
nas alteraciones con respecto a la bioto-
xicidad para diluciones mas bajas (por-
centaje de muestra en incremento). Esto
podria indicar en cierto modo (y sin
poder ser confirmado con los datos
actuales) algtn tipo de adaptacion inme-
diata del cultivo bioluminiscente a algun
vertido concreto, relacionado con su
composicion especifica.

Comparando los valores de las unida-
des de contaminacion de cada efluente
(en equitox/m?), con los valores paramé-
tricos establecidos en las normativas
autondmicas o municipales de nuestro
pais que contemplan este parametro
como limitante para su vertido, cuyos
valores limite estdn entre 15 y 50 equi-
tox/m®, puede deducirse que s6lo un ver-
tido de los estudiados se situaria muy por
encima de los limites biotdxicos habitua-
les mientras un segundo podria superar
ligeramente el limite mds bajo de los
antes referidos.

Comportamiento frente a la Bioluminiscencia
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Figura-1. Compertamiento frente al test de la bicluminiscencia de los vertides investiga-
dos (EC50 —en porcentaje de muestra- frente a porcentaje de inhibician).
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vertidos investigados.

Los datos aportados implican una
diversa capacidad de respuesta del culti-
vo testigo frente a vertidos de diferente
procedencia y de muy diversas caracte-
risticas entre si. Esta respuesta no indica
necesariamente un distinto poder biotdxi-
€O genérico, sino solo una mas alta 0 més
baja influencia de un efluente dado sobre
el cultivo testigo, a las condiciones dadas
del ensayo.

Relacién entre respuesta a la
bioluminiscencia y carga
contaminante

Cualquier ensayo de biotoxicidad
debe tomarse con una serie de “precau-
ciones” al respecto. En primer lugar, la
respuesta de un organismo o cultivo vivo
concreto no tiene que extrapolarse sin
mas a la potencia biotdxica de una sus-
tancia o matriz dada: ésta debe salir de
la consideracién de una amplia serie de
ensayos con diferentes organismos vy
cultivos.

En segundo lugar, una matriz com-
pleja como puede ser un agua residual
(y ain mas un agua residual industrial)
tiene tanta cantidad de sustancias qui-
micas y bioldgicas en su seno que los
efectos més o menos téxicos de cada
una de ellas pueden interaccionar entre
si mediante los conocidos fendmenos
de antagonismo, sinergismo y aditivi-
dad (Marin Galvin, 2003) haciendo
practicamente imposible el dilucidar
entre los efectos singulares de cada
especie concreta.

En tercer lugar y por lo anterior, es
muy importante que cuando se hable
del comportamiento frente a la biotoxi-
cidad de una sustancia en general, o
de un vertido en particular, se indique
claramente mas que un resultado (que
puede inducir a una interpretacion erro-

Tabla 3. valores de EC,, (en porcentaje de muestra) y toxicidad para todos los

nea) un valor dado frente al test de la bio-
luminiscencia (o frente al testigo que se
emplee). Esto seguro que evitara proble-
mas de definicion y deducciones que tal
vez no sean del todo correctas.

Dicho esto se puede intentar corre-
lacionar la EC,, de los vertidos investi-
gados con pardmetros convencionales
de medida-de |a carga biodegradable de
un agua residual, tales como son la
DBO, y la DQO. Los resultados de algu-
nas de estas relaciones se recogen en
la figura 2. Las relaciones matematicas
entre EC,, y DBO, y DQO, si bien mos-
traban tendencias, fueron poco signifi-
cativas; no obstante, la relacion mate-
matica entre EC,,y log DBO, si ofrecié
una tendencia més clara en el sentido
de que valores mas altos de DBO, esta-
ban asociados a valores mas altos de
EC,,. Sin embargo, existié una aprecia-
ble dispersién de valores con un coefi-
ciente de ajuste o regresién de 0,7083
que indicd un bajo peso estadistico
(figura- 2. a).

Por su parte, cuando se efectud la
regresion entre valores de EC,, y de
DQO, también existid una asociacion
entre mas altos valores de ésta y de EC,,
pero ahora la dispersion de valores fue
mucho més baja y el coeficiente de ajus-
te subié hasta un 0,9049, valor gue-si
indicaba un peso estadistico significativo
(figura 2.b).

Asimismo, cuando se efectuaron
correlaciones matematicas entre valores
de biotoxicidad expresada en equitox/m?
y valores de DQO o DBO; (o sus log) de
los vertidos investigados, el resultado era
muy desfavorable con coeficientes de
correlacion poco significativos (<0,7) y
ajustes deficientes tanto a regresiones
lineales, como exponenciales, o incluso
potenciales.

Dado que la DQO es una determina-
cién que engloba, tanto carga facilmen-
te biodegradable (compuestos carbona-
dos y nitrogenados, es decir, claramen-
te organicos) como otra fraccidon mds
refractaria a la biodegradacion e inte-
grada por otras sustancias tanto organi-
cas como especialmente inorganicas, y
con una previsible mas alta capacidad
de afeccion sobre organismos vivos, el
resultado apuntado mds arriba de que
exista una correlacién estadistica entre
respuesta a la bioluminiscencia y DQO
parace bastante l6gico: cuanto mas alta
s la carga contaminante de un vertido
expresada como DQO, con mas propor-
cién de contaminacion refractaria a su
biodegradacién, més alta serd su
influencia sobre el test de la bioluminis-
cencia, y por tanto, su biotoxicidad en
este ensayo.

Por otra parte, todos los metales
pesados, genéricamente, tienen potencia
biotdxica. De los nueve vertidos industria-
les investigados existen tres con un con-
tenido en metales pesados (tabla 2)
apreciablemente mas alto que la del res-
to. De estos tres casos estudiados el con-
tenido en metales totales en la muestra
de la papelera (unos 8,70 mg/l de meta-
les totales mayoritarios, con 4,7 mg/l de
baro) era sensiblemente superior al de las
otras dos muestras (unos 4 mg/).

De acuerdo a nuestros datos, el
agua residual de |a papelera resulto ser
la mas activa frente al test de biolumi-
niscencia (aunque con una EC,; baja,
de 4,1 equitox'm?) seguida de la muestra
de transformacos de cobre-1 (3,4 equitox/m?
y 4,69 mg/l de metales) y transformados
de cobre-2 (2,1 equitox/im3 y 4,18 mg/l
de metales). Esto indica, en principio y a
falta de mas estudios sobre el particular,
que efectivamente un mas alto conteni-
do en metales podria llevar asociado un
mas alto poder biotdxico, si bien es cier-
to que aqui ademés habria que conside-
rar la influencia de la DQO sobre la bio-
luminiscencia, sin poder distinguir entre
los dos efectos.

Para clarificar mas los resultados y
conclusiones que se pueden extraer de
este interesante tipo de estudios, se
esta desarrollando actualmente por
parte de EMACSA una linea de investi-
gacidn sobre respuesta al test de la
bioluminiscencia de diferentes aguas
residuales y efluentes industriales, asi
como sobre aguas naturales, como for-
ma de evaluar, llegado el momento,
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Figura 2. Correlaciones entre EC,, (como porcentaje de muestra scbre 100%) y:
(A) DBO, de los vertidos investigados (como log DBO,); (B) DQO (come log DQO).

qué se entiende por grado de toxicidad
de un efluente.

Conclusiones

La aplicacion del test de la biolumi-
niscencia a varios efluentes industriales
de la ciudad de Cordoba muestra un
comportamiento diferente en funcién de
su carga contaminante: se han medido

valores de EC, entre 79 y <1,3 equi-
tox/m? para los nueve vertidos estudia-
dos. Sélo uno superé claramente los
limites de EC,, establecidos en nuestro
pais, y otro superd ligeramente el més
restrictivo.

Se ha encontrado una correlacion
estadisticamente representativa entre
valores de EC., (en porcentaje de
muestra) y carga biodegradable expre-

sada como log del valor de DQO. Otros
tipos de correlaciones ensayadas no
han sido estadisticamente representati-
vos (EC,=f(log DBO,), unidades toxici-
dad=f(DQO, DBO,,..).

Los valores obtenidos de toxicidad
frente a la bioluminiscencia no califican
por si mismos de téxico a un efluente; Ia
toxicidad debe venir sustentada mas bien
por la conjugacién de resultados obteni-
dos en varios tests de biotoxicidad y no
s6lo por el de la bioluminiscencia.
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