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ABSTRACT

Water pollution has increased over the years and has been caused primarily by industrial development and population
growth. Currently there is a growing concern about the effects of using wastewater for irrigation, so the objective of the
research was to evaluate the quality of the water used for irrigation in “Valley of Yabu”. Microbiological and chemical
indicators were determined. In addition, the ecotoxicity of irrigation water was evaluated using a rapid, simple and
economical in vitro bioassay of acute toxicity by using Allium cepa L. bulbs. During the period in which the analysis was
carried out, it was noted that the values of total and thermotolerants coliforms were > 0.16 x 10> NMP / 100 mL, which
far exceeds those allowed in the reference standards. The contents of nitrite and ammonia show values higher than the
concentrations established in the current CS. Therefore, water is evaluated as not suitable for agricultural irrigation of
crops and vegetables that are consumed directly without cooking. In the acute toxicity test in A. cepa, the water samples
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analyzed turned out to be phytotoxic at concentrations higher than 25% in the case of Point 1, while the samples
corresponding to Points 2 and 3 showed their phytotoxicity after 75%. The results show the need to use a wider battery
that includes other biomodels in addition to subchronic and chronic tests.

Key words: Allium cepa — bioassays — coliforms — Cuba — quality — Villa Clara — Waste water

RESUMEN

La contaminacién de las aguas se ha incrementado a lo largo de los afios, causada fundamentalmente por el desarrollo
industrial y crecimiento poblacional. Actualmente existe una creciente preocupacién por los efectos que causa el uso
de aguas residuales en el riego. El objetivo de la presente investigacidn fue evaluar la calidad microbiolégica, quimica y
ecotoxicoldgica de las aguas utilizadas para regadio en el Valle del Yab, Villa Clara, Cuba. Se determinaron, indicadores
microbioldgicos y quimicos. Ademds, se evalué la ecotoxicidad de las aguas utilizadas para regadio, empleando un
bioensayo in vitro de toxicidad, rdpido, sencillo y econémico, utilizando bulbos de Alfium cepa L. En el periodo de
estudio es de sefialar que los valores obtenidos en cuanto a Coliformes totales y Termotolerantes fueron >0,16 x10°
NMP-100 mL", los que superan en gran medida los admitidos en las normas de referencia (NR). Los contenidos de
nitrito y amonfaco muestran valores superiores a las concentraciones establecidas en las NR vigentes. Por tanto, las aguas
se catalogaron de No Aptas para el riego agricola de cultivos y vegetales que se consumen de forma directa sin coccién.
En el ensayo de toxicidad con A. cepa, las muestras de agua analizadas fueron fitotéxicas a concentraciones superiores al
25% en el caso del Punto 1, mientras que las muestras correspondientes a los Puntos 2 y 3 manifiestan su fitotoxicidad
a partir del 75%. Con los resultados obtenidos se evidencia la necesidad de utilizar una baterfa mds amplia que incluya

otros biomodelos.

Palabras clave: Aguas residuales — Allium cepa — bioensayos — calidad — coliformes — Cuba — Villa Clara

INTRODUCCION

El creciente desarrollo industrial y urbano ha traido
consigo la aparicién de una cantidad apreciable de
sustancias quimicas téxicas que afectan los ecosistemas
en el mundo y con ellos la salud humana (Rodriguez ez
al., 2006; Agostinho ez al., 2010; Cepero 2012; Acosta,
2016; Castro et al., 2018; Seid et al, 2019), tales
sustancias provocan dafos a veces irreversibles como la
pérdida de biodiversidad (UNESCO-WWAP & OMS,
2015). El deterioro ambiental se hace mds preocupante
en el agua, pues es un insumo bdsico para la subsistencia
de todo organismo vivo y para las actividades productivas
del hombre (Adriana ez /., 2012; Alonso, 2017).

Dentro de los contaminantes ambientales mds nocivos
encontramos a los efluentes industriales, que constituyen
las fuentes mds comunes de efectos adversos, los cuales
pueden ser clasificados ampliamente de acuerdo con sus
propiedades quimicas y fisicas, por su comportamiento
en las aguas receptoras y la forma en que estos afectan
al medio acudtico (Macan, 2007; Smital, 2008); estos
se consideran como mezclas complejas que contienen
sustancias orgdnicas e inorgdnicas disueltas incluyendo

toxicos, materiales biodegradables y
todos ellos con un efecto perjudicial para el ecosistema
(Barcel6 & Alda, 2008). El principal efecto adverso

de los contaminantes resulta en el desequilibrio de
los ecosistemas, lo cual se manifiesta con la perdida de

persistentes,

estabilidad, productividad y el reciclaje de la materia en
estos sistemas, lo que significa que los mismos ya no son
sostenibles (Calvo, 2016). Esto es la consecuencia de
la accién selectiva de las sustancias t6xicas, que tienen
repercusiones distintas en las especies, en diferente
medida o a concentraciones diversas. Los efectos pueden
ser letales para las especies (Alegre ez al., 2018; Tomailla
& lannacone, 2018). Sin embargo, es mds comdn que
los efectos sean subletales y que las especies sigan vivas,
pero se modifique su desarrollo (Arkhipchuk ez 4/., 2000;
Murray et al., 2010; Pathiratne ez a/., 2015).

Las sustancias potencialmente t6xicas pueden encontrarse
en concentraciones tan bajas, que no son detectables con
los métodos quimicos convencionales (Angulo, 2015;
Pathiratne e# al., 2015). Esto ha generado la necesidad
del desarrollo de investigaciones de corte experimental
para lograr una proteccién adecuada de los ecosistemas
y garantizar la continuidad de su existencia y evitar la
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pérdida de biodiversidad (Rodriguez ez al., 2006; Cepero,
2012; Diéguez et al., 2012). Un instrumento alternativo
y que complementa los tradicionales andlisis quimicos
y microbiol6gicos para la determinacién de toxicidad
de muestras ambientales es la utilizacién de bioensayos,
usados desde mediados del siglo XX para el control de la
calidad de las aguas (Pathiratne ez 4/., 2015). Estos tipos
de estudios son de gran importancia, pues constituyen
un objetivo fundamental de las gufas de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) por la proteccién a la
salud publica con la prevencién de la transmisién de
enfermedades por el agua. Por medio de los bioensayos
se establecen los criterios de calidad para la proteccidon
de la vida acuatica, los que posteriormente, se usan para
determinar los estdndares de calidad ambiental para cada
agente quimico (Barcelé & Alda, 2008).

En las tltimas décadas, los ensayos con plantas superiores
se encuentran dentro de los mds utilizados, como
organismos de prueba, por ser organismos eucariéticos,
y por lo tanto comparables a la mayoria de las especies
de la flora y la fauna superiores (Andrioli er al., 2006;
Restrepo-Manrique et al., 2011; Pathiratne ez al., 2015;
Ciappina ez al., 2017). Dentro de los mismos el de mayor
repercusién es el ensayo en Allium cepa L. “cebolla”,
bioensayo 7 vitro que constituye un procedimiento de
investigacién rdpido, econdémico, simple y que muestra
resultados confiables, para la evaluacién de productos
quimicos, aguas residuales, que pueden representar un
peligro potencial para el medio ambiente (Radi¢ er al.,
2010; Cavusoglu ef al., 2011; Restrepo-Manrique et al,
2011; Roa et al., 2012; Sinchez et al., 2015; Ciappina ez
al., 2017).

Teniendo en cuenta los efectos adversos que producen al
medio las aguas residuales, internacionalmente se tomé la
decisién de regular sus vertimientos mediante normas que
establecen las concentraciones que pueden presentar los
residuales para poder ser vertidos a cualquier ecosistema
(Lorenzo ez al., 2009). Cuba no ha quedado atrds en este
aspecto y ha creado sus propias normas, las cuales han
sido adaptadas a partir de las internacionales, ajustdndose
a nuestras condiciones (NC 27, 2012; NC 1048, 2014).
Ademds, establecié que todas las entidades que vierten
desechos a un cuerpo receptor, deben realizarles una
caracterizacién completa de los mismos, que permita
buscar alternativas para su uso o tratamiento antes de
ser vertidos (Forget ez al., 2000; Maria & ABad, 2015;
Cordon ez al., 2016).

El desarrollo poblacional e industrial que tuvo lugar a
partir de los afios 60 en la ciudad de Santa Clara, no fue
compatible con el sistema de alcantarillado y la planta

de tratamiento que existia, y dejaron de funcionar
los mismos. Actualmente gran parte de la poblacién,
incluyendo centros industriales y hospitalarios vierten
directamente sus aguas residuales, sin tratamiento o con
tratamiento deficiente, hacia el curso de los Rios Bélico y
Cubanicay que confluyen en el sistema Arroyo Grande al
norte de la ciudad de Santa Clara. La negativa situacion
se agrava a causa de que una gran parte de la poblacién y
muchas veces hasta entidades del sector estatal, emplean
las riberas y el propio cauce de los rios (Bélico y Cubanicay)
y cafiadas que atraviesan la ciudad para depositar basura,
escombro y otros desechos (Pefiate, 2006).

En este sentido se debe tener en cuenta que este recurso
natural juega un papel importante en el ecosistema
por tener incluidas una gran diversidad de especies
(microorganismos, animales y plantas), y por ser una
fuente vital para el consumo humano (Gémez &
Ramirez, 2004). En Cuba se han comenzado a evaluar en
los Gltimos afos y existen varias investigaciones sobre el
tema, dada su importancia e impacto ambiental (Penate,
2005; Penate, 2006; Veliz et al., 2012).

Por tanto, teniendo en consideraciéon que el uso de aguas
residuales, con tratamiento o no, en el riego agricola
constituye un peligro potencial para la salud humana,
en esta investigacion el drea de impacto escogida estd
localizada en el “Valle del Yabd”, donde se reutiliza el
agua embalsada en el sistema Arroyo Grande Iy II. A
partir de la politica nacional dirigida a la protecciéon
del medio ambiente, resulta estratégico y de prioridad
adecuar estudios experimentales, que brinden la evidencia
cientifica de la calidad del agua de la presa y de las que
abastecen las mdquinas de riego, de las que hasta ahora
no se tiene ninguna referencia, mediante la realizacién de
ensayos de toxicidad de corta duracién, empleando como
biomodelo bulbos de A. cepa (Roa ez al., 2012; Robles
& Garcia, 2012). Para el establecimiento de medidas de
proteccidn contra el efecto nocivo de sustancias y otros
contaminantes que pudieran estar incidiendo sobre estas
areas.

El objetivo de la investigacién consistié en evaluar la
calidad microbioldgica, quimica y ecotoxicolégica de
las aguas utilizadas para regadio en el “Valle del Yabd”,
enclavado en el municipio Santa Clara, provincia Villa

Clara, Cuba.
MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El 4rea de estudio estd localizada en el “Valle del Yabd”,
préxima a la ciudad de Santa Clara, Cuba, donde estd
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asentada la Empresa de Cultivos Varios Yabu, entidad
que satisface la demanda de agua para el riego agricola,
reutilizando el agua embalsada en el sistema Arroyo
Grande Iy II, desde 1983 hasta la fecha. Dicha empresa
tiene una superficie de 7 255,36 ha de tierra, de ellas
cultivables 6 044,64 ha, teniendo bajo riego 886,13 ha.

La diversidad de la vegetacién en el drea de estudio,
presa Arroyo Grande 11, estd compuesta mayormente por
las especies: Tjpha domingensis Bory & Chaub., Phyla
nodiflora (L) Greene, y Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.,
pertenecientes a las familias Typhaceae, Verbenaceae y
Pontederiaceae, respectivamente. Permanentemente se
encuentra una fauna menor asociada al agua como peces,
anfibios e insectos acudticos.

Se realizé el muestreo en tres sectores del Valle del Yabui:
Muestra 1. Presa Arroyo Grande II, UEB Albarrdn;
Muestra 2. Miquina de riego 1, Conyedo y Muestra 3.
Miquina de riego 2, Conyedo.

Toma de muestra

Para la presente investigacion la toma de muestra se realizé
en el mes de abril 2016, correspondiente al periodo seco.
Se escogid esta época del afio por ser la de mayor déficit
hidrico y por tanto en la que el efecto del aporte de
contaminantes provenientes de la ciudad de Santa Clara
es mayor.

Las muestras de agua, en cada punto, se tomaron por
triplicado, en el caso de las destinadas al ensayo de
toxicidad en A. cepa, y quimico en frascos de vidrio
de capacidad de 1000 mL debidamente esterilizados
y tapados y, en el caso de las muestras destinadas a los
andlisis microbiolégicos se utilizaron bolsas de nailon
estéril.

Procedimientos

Los frascos y bolsas de muestreo se enjuagaron bien con
el agua a muestrear, luego se taparon y seguidamente se
procedié al rotulado de los mismos con los siguientes
datos: codigo de muestra, lugar de muestreo y fecha de
muestreo. Las muestras tomadas, de aguas superficiales,
en los puntos establecidos se conservaron en un lugar
fresco y posteriormente se trasladaron a los laboratorios
correspondientes:  Centro  Provincial de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) donde se
realizé el andlisis quimico y microbioldgico y en la
Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX), situada
en la Universidad de Ciencias Médicas, el ensayo de
toxicidad en A. cepa, ambas instituciones ubicadas en el
municipio de Santa Clara, Cuba.

Calidad microbiolégica

Para el desarrollo de la técnica y procedimientos
establecidos se utilizé la NC 1095:2015 Microbiologia
del Agua — Deteccién y Enumeracién de Coliformes —
Técnica del Ndmero Mds Probable (NMP). El ntimero
total de coliformes se expres6 por los resultados dela prueba
presuntiva y el nimero de coliformes termotolerantes por
el resultado de la prueba confirmativa, en ambos casos los
resultados fueron expresados en Niimero Mds Probable
de organismos presentes por cada 100 mL de muestra
(NMP-100 mL"). La determinacién del NMP-100 mL"!
se realizd por la serie de 5 tubos con diluciones maltiples
(series de cinco porciones de 10,0 mL, cinco porciones de
1,0 mL y cinco porciones de 0,1 mL).

Los valores obtenidos se compararon con los descritos en
las normas cubanas vigentes NC 827:2010 Agua Potable
— Requisitos Sanitarios; NC 27:2012 Vertimiento de
Aguas Residuales a las Aguas Terrestres y al Alcantarillado
— Especificaciones; NC 1021:2014 Higiene Comunal
— Fuentes de Abastecimiento de Agua — Calidad y
Proteccidn Sanitaria y NC 1048:2014 Calidad del Agua
Para Preservar el Suelo — Especificaciones.

El NMP consté de dos etapas:

Prueba presuntiva: Los tubos inoculados con la muestra
que contenfan caldo lactosado o caldo lauril triptosa
fueron examinados después de 24 y 48 h de incubacién
a 35 — 37°C = 0,5° C. Se consideraron como positivas
las que presentaron cualquier cantidad de gas en el tubo
de Durham. Los cultivos que no mostraron gas en la
lectura de 24 h fueron incubados 24 h mds, procediendo
entonces a repetir la lectura. Se efectuaron subcultivos de
cada tubo que mostrd turbidez con produccién de gas
en un medio mds selectivo y confirmatorio. Se registrd
en la libreta de trabajo el ndmero de tubos positivos en
cada lectura. Los tubos positivos en el caldo lactosado
fueron solamente presuntivos a coliformes. Por tanto, fue
importante que se sometieran a la prueba confirmativa
todos los tubos positivos en la prueba presuntiva.

Prueba confirmativa: El medio confirmativo para la
enumeracién de organismos coliformes fue el caldo
lactosado con bilis y el verde brillante, y se incubaron
hasta 48 h a 35-37°C 20,5°C, mientras que para los
coliformes termotolerantes (caldo EC), la incubacién fue
a44,5°C £0,5°C (bafio de agua termostatado) por 24 h.

Prueba confirmativa para organismos coliformes: Se
agité levemente los tubos positivos y rotados suavemente.
Se evit6 la pelicula superficial, de estar presente, inclinando
el tubo ligeramente. Con un asa de platino-iridio, o de
niquel-cromo de 3,0 — 3,5 mm de didmetro, previamente
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esterilizada al calor bajo la llama de un mechero, se inoculé
un tubo de caldo lactosado con bilis y verde brillante (CBVB)
de cada tubo positivo resultante de la prueba presuntiva.
Se incubd a 35-37+0,5°C y examiné la produccién de
gas dentro de un periodo de 48 h. Se considerd positiva
la presencia de turbidez y cualquier cantidad de gas en el
tubo de Durham. Se registr6, en la libreta de trabajo, el
ntmero de tubos positivos en la prueba confirmativa para
la determinacién del NMP de organismos coliformes.

Prueba confirmativa para coliformes termotolerantes:
Fue encendido el bafio de agua termostatado y se asegurd
que alcanzara la temperatura apropiada (44-44,5°C + 0,5°C
segin el método), posteriormente se agitaron levemente
los tubos positivos y rotados suavemente de maneras que se
evitara la pelicula superficial, de estar presente, inclinando
el tubo ligeramente. Se transfirié una porcién del cultivo,
con auxilio de un asa de platino-iridio, o de niquel-cromo
de 3,0 — 3,5 mm de didmetro, previamente esterilizada al
calor bajo la llama de un mechero, a un tubo de caldo EC
de cada tubo positivo en la prueba presuntiva.

Una vez efectuada la inoculacién, el tubo de cultivo fue
colocado en el bafo de agua termostatado (44-44,5°C +
0,5°C) dentro de los primeros 30 min posteriores a esta
accién, para evitar la aparicién de falsos positivos.

Se incubé a 44-44,5°C + 0,5°C y se examiné la produccién
de gas dentro de un periodo de 24 h. Se consideré positiva la
presencia de cualquier cantidad de gas en el tubo de Durham.

Se registro, en la libreta de trabajo, el nimero de tubos
positivos en la Prueba Confirmativa para la determinacién
del NMP de organismos coliformes termotolerantes.

Calidad quimica

Para determinar las concentraciones de nitritos y
amonfaco, se empleé el método estdndar para la
determinacién de agua y agua residual (APHA, 1985).

Método colorimétrico para la determinacién de
amoniaco: A una porcién de 25 mL de la muestra se
le anadié 1 mL de reactivo de Nessler posteriormente
se agito y se esperé 15 min, seguidamente se realizé la
lectura en el espectrofotémetro a 420nm. Se realizé una
curva de calibracién con concentraciones conocidas.
Célculo en mg-L! de amoniaco en la muestra:

C=F*DO.
F =¥ concentraciones/Y, densidad dptica (en la curva).
C = Concentracién de amoniaco en mg-L™".

Curva de calibracién

Solucién madre: 0,3819 g de NH,Cl en 100 mL de agua
y queda 1,22 mg-mL". Solucién patrén: Se tomé 1mL
de la solucién madre y se llevé a un matraz de 100 mL
se enrasé con agua destilada y quedd 0,0122 mg-mL"’
de NH.. Se Transfirieron a cinco matraces de 100 mL,
cada uno, las cantidades de solucién patrén de 0,5, 1,0,
2,0, 3,0 y 5,0 mL. Se adicioné 1 mL del reactivo de
Nessler. Posteriormente se enrasé con agua bidestilada
y se agité vigorosamente. Se dejé en reposo durante 15
min a temperatura ambiente. Paralelamente se prepard
un blanco de reactivos y se tomaron las lecturas de
absorbancia a 420 nm.

Método espectrofotométrico para la determinacién de
nitrito: Se hizo un tratamiento previo a la muestra para
eliminar los sélidos en suspensién y el cloruro residual:
Para eliminar los sélidos suspendidos se filtré a través de
un filtro de membrana de 0,45 um de didmetro de poro.
La eliminacién del cloro residual se hizo por adicién
de una gota de tiosulfato de sodio 0,1 N a la muestra.
Posteriormente se ajusté el pH de la muestra a 5-9 con
4cido clorhidrico 1IN, enseguida se tomé 50 mL de la
muestra y se le afladié 2 mL del reactivo de color y se
le mezcl6. Se dejé que se desarrollara la reaccidn en el
transcurso de 2-8 min, posteriormente se dejé reposar 10
min. Se midi6 la absorbancia a 543 nm en celdas con
1 cm de paso de luz. Se midié con un blanco reactivo
procesado de igual forma que las muestras.

Curva de calibracién: En matraces volumétricos de 50
mL se prepararon las disoluciones para la calibracién a
partir del patrén de 1 mg-L"' de N-nitrito. Se diluyeron a
50 mL con agua destilada. A continuacidn, se presentaron
los valores de concentraciones y volimenes a tomar del
patrén para realizar la curva de calibracién. Se adicionaron
2 mL del reactivo de color, enseguida se mezclé y se dejé
que se desarrollara la reaccién entre 2-8 min por dltimo
se midié6 la absorbancia a 543 nm.

mg-L" de N-nitrito = D.O x f x Volimen final

ml de muestra tomados

Donde: D.O: Densidad 6ptica de las muestras. f:
pendiente del gréfico de calibracién (1/b). Para calcular
la concentracién de nitritos se multiplicé los mg-L" de
N- Nitrito x 3,29.

Calidad ecotoxicolégica

Para evaluar la fitotoxicidad de las aguas utilizadas para
regadio se udilizd el ensayo de toxicidad en A. cepa,
mediante la evaluacién de la inhibicién del crecimiento
promedio de raices en bulbos de cebolla. Se siguié los
procedimientos descritos en Castillo (2004). Para el
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ensayo de toxicidad en A. cepa, se conformaron tres
grupos experimentales, en correspondencia con los tres
puntos de muestreo de aguas residuales utilizadas para
regadfo. Para cada uno de los grupos conformados se
prepararon concentraciones decrecientes (100, 75, 50, 25
¥ 5 %). Se utilizé agua destilada como control negativo y
para preparar las diluciones de las muestras.

Protocolo de ensayo: los bulbos de cebolla amarilla
fueron cultivados, de forma ecolégica por el productor
C. José Ignacio Rodriguez Bozén (“Baracoa”) en el
huerto “El Mambi{” (diciembre-abril 2016) en la ciudad
de Santa Clara, Cuba. Los bulbos cultivados no fueron
pequefios, de 1,5 cm de didmetro (Castillo, 2004). Por
lo que se usé otros de mayor didmetro (2,5-3 cm). Se
seleccionaron los bulbos para cada tratamiento, cuidando

que fuesen de similar tamafio y que estuviesen libres de
hongos o deformaciones, ademds de revisar y limpiar
cuidadosamente la zona radicular para asi garantizar
que el desarrollo de los bulbos fuese uniforme. Los
tubos se colocaron en un soporte, sobre una mesa
que no presentaba vibraciones, y el local de estudio se
mantuvo a temperatura 22 + 2 °C. Se evitd la iluminacién
directa cubriendo las muestras de agua con papel de
aluminio. Durante el periodo de prueba, dos veces al
dia, se restablecié el volumen perdido por evaporacién o
absorcién. Al cabo de 72 h se recolectaron los bulbos y se
procedié a medir el largo promedio de las raices.

Las caracteristicas del bioensayo de toxicidad en bulbos
de A. cepa, se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones para las pruebas de toxicidad en Allium cepa (Diaz, 2004).

Tipo de ensayo Estdtico

Temperatura 22+2°C

[luminacién Indirecta

Recipientes Tubos de ensayos de 10 x 2,5 cm de didmetro

Material bioldgico

Condicién de los bulbos

Control
Nutmero de concentraciones 5
Duracién de la prueba 72 h

Efecto medido

Bulbos de cebolla
Pelar los bulbos y la base, evitar dafar el anillo radicular

Agua destilada

Inhibicién de crecimiento de las raices

Resultado final CI

Posteriormente se calcul$ el promedio de la longitud de
las raices por concentracién en cada grupo experimental
y el porcentaje de inhibicién de las raices de cebolla con
la siguiente ecuacion (Castillo, 2004):

% Inhibicién = longitud del control - longitud de la muestra y 100
longitud del control

Ademis, se determiné la media de las concentraciones,
de cada réplica, para realizar la prueba de muestras
relacionadas. El estudio fue conducido teniendo en
cuenta las Buenas Practicas de laboratorio (BPL) de
Toxicologfa Experimental. Todas las actividades fueron
llevadas a cabo, en la UTEX, segtin lo establecido por
los Procedimientos Normativos Operacionales (PNO).
Se cumplieron las normas de Bioseguridad establecidas
para este tipo de ensayo y los requerimientos de bioética

en la experimentacién. El listado de PNO empleados
fueron: PNO/AST/0010 Fregado de cristalerfa. PNO/
REG/0004 Redaccién, compilacién y manipulacién
del Protocolo de Trabajo. PNO/ASC/0004 Instalacidon
y funciones. Inspecciones por parte de la Unidad de

Garantia de la Calidad (UGC).

Andlisis estadistico

Se elaboré una hoja de cdlculo en el Microsoft Office Excel
2007 y se utilizé el paquete estadistico SPSS, versién 20,0
para Windows y Startgraphics Centurion XV. En el SPSS
se realizd el andlisis estadistico del ANOVA de un factor,
con una prueba Post Hoc de Tukey para comparaciones
multples entre las muestras. En el Startgraphics
Centurion XV se realizaron pruebas multiples de rango
LSD para longitud promedio de raices en cada muestra
por concentracién al 95 % de confianza.
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Aspectos éticos: Los autores indican que se siguieron
todos los procedimientos éticos estdndares del pais.

RESULTADOS

Teniendo en cuenta que el retiso de aguas residuales,
con tratamiento o no, en el riego agricola constituye un
peligro potencial para la salud humana y que éste es el
destino planificado para las aguas del sistema hidrdulico
Arroyo Grande II, se evalud la calidad del agua teniendo
en cuenta indicadores microbiolégicos, quimicos y
ecotoxicoldgicos.

Calidad microbiolégica

De acuerdo a la NC 27:2012 la presa arroyo Grande
I estd catalogada como un cuerpo receptor “Clase B”.
Teniendo en cuenta esto, los pardmetros microbioldgicos

evaluados en las muestras de agua utilizadas para regadio,
de cada uno de los grupos experimentales (tabla 2), no
se ajustan a los Limites Mdximos Admisibles (LMA)
exigidos en dicha norma.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del monitoreo
realizado en el mes de abril del 2016 asi como la
comparacién con las normas vigentes NC 827:2010
Agua Potable — Requisitos Sanitarios y NC 1021:2014.
Higiene Comunal — Fuentes de Abastecimiento de
Agua — Calidad y Proteccién Sanitaria. En el pais no
se dispone de una norma que regule el uso de aguas
residuales en el riego, ya que solo existe en relacién con
la salinizacién por manejo incorrecto de aguas con alto
contenido de sales.

Tabla 2. Pardmetros microbiol6gicos determinados de las muestras de agua utilizadas para regadio y el agua control.

Muestras Control LMA
Indicadores  Unidad de medida NC 827:2010
1 3 Negativo ~ NC1021:2014
CT NMP-100mL?! >1,6x103 >1,6x103 >1,6x103 <1,8 <2
CTT NMP-100mL"! >1,6x10°3 >1,6x10°3 >1,6x10°3 <2 <2

Leyenda: (CT) Coliformes Totales; (CTT) Coliformes Termotolerantes Los valores en negritas corresponden a valores

por encima de los valores limites establecidos

Calidad quimica

LaTabla 3 muestra los valores obtenidos de los indicadores
nitrito y amonfaco de los tres puntos de monitoreo y
el agua control. Se observd que los valores de nitrito y

amonfaco presentaron concentraciones superiores a las
que establecen las Normas Cubanas 827:2010 y NC
1021:2014, cuyo LMA es de 0,01 mg-L y No presencia,

respectivamente.

Tabla 3. Indicadores quimicos determinados de las muestras de agua utilizadas para regadio y el agua control.

. Muestras LMA
Pardmetros dUmdji I\CIO‘“;.OI NC 827:2010
¢ medida 1 2 3 egativo NC1021:2014

Nitrito mg-L‘1 0,06 0,05 0,02 0,0 0,01
Amoniaco mg-L"! 0,38 0,14 0,16 0,0 No presencia

Los valores en negritas corresponden a valores por encima de los valores limites establecidos.

e,
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Calidad ecotoxicolégica

Las figuras 1, 2 y 3 muestran la elongacién promedio de
las raices, de cada una de las muestras analizadas, con
respecto al control.

40

34.16
35 326
0 26.7
) 25.5
€25 23.17 225
£ .
N
T 20
©
15
=4
he]
3 10
()]
=
o
o5
0
control 5 25 50 75 100

negativo
Concentracion (%)

Figura 1. Elongacién de las raices de Allium cepa en la
Muestra 1: Presa Arroyo Grande 11, UEB Albarrdn a las

concentraciones estudiadas.
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Figura 2. Elongacién de las raices de Allium cepa
en la Muestra 2: Mdquina de riego 1, Conyedo a las
concentraciones estudiadas.
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Figura 3. Elongacién de las raices de Allium cepa
en la Muestra 3: Mdquina de riego 2, Conyedo a las
concentraciones estudiadas.

La Tabla 4 muestra valores del porcentaje de inhibicién,
donde se pueden aprecian valores negativos, estos
significan aumento del desarrollo radicular respecto al
control negativo en lugar de decrecimiento. En todas las
muestras evaluadas se observé inhibicién del desarrollo
radicular de los bulbos de A. cepa, pero ningtn valor
determinado del porcentaje de inhibicién fue mayor del
50 %, por tanto, no fue posible calcular la concentracién
inhibitoria media (CIsO).

Tabla 4. Porcentaje de inhibicién del desarrollo radicular medido para bulbos de Allium cepa en las diferentes
concentraciones. Muestra 1: Presa Arroyo Grande II, UEB Albarrdn. Muestra 2: Mdquina de riego 1, Conyedo. Muestra

3: Méquina de riego 2, Conyedo.

% de inhibicién

Concentracién
(%) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
100 15,73 15,73 19,47
75 13,22 12,73 17,60
50 4,49 -3,63 - 1,12
25 -22,09 -11,72 -2,36
5 -27,94 -22,96 - 22,47
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Otros pardmetros macroscopicos como: cambio de
formacién de tumoraciones, necrosis

radicular, cambio en la forma de las raices, quebradizas o

coloracién,

forma de ganchos, no fueron observadas para ninguna de
las muestras estudiadas (Figura 4. A, By C).

B

C

Figura 4. Aspecto macroscépico de las raices de Allium cepa L. a 72 h de exposiciéon. De derecha a izquierda 5, 25, 50,
75y 100%. A. Muestra 1. Presa Arroyo Grande II, UEB Albarrdn. B. Muestra 2. Mdquina de riego 1, Conyedo. C.

Muestra 3. Mdquina de riego 2, Conyedo.

DISCUSION

Es evidente que toda sustancia quimica puede involucrar
peligros a la salud, a la seguridad de los seres vivos y
al ambiente, si alcanza una concentracién dada y la
exposicion se prolonga el tiempo suficiente para que ejerza
sus efectos (Ronco et al, 2004). Cuando los residuos
entran al ambiente pueden ser ingeridos y retenidos en
altas concentraciones por los organismos, ocasiondndoles
serios trastornos, incluso la muerte. Cuando estas
concentraciones son bajas causan efectos subletales,
como la reduccién del tiempo de vida de ciertas especies,
incremento de la susceptibilidad a enfermedades y efectos
mutagénicos (Adriana ez al., 2012) Teniendo en cuenta
todo lo anterior, se discuten los resultados obtenidos en
la evaluacién de la calidad de las aguas utilizadas para
regadio en el “Valle del Yabu”.

Los valores microbioldgicos obtenidos muestran valores
de coliformes totales, entre los que podrian encontrarse
bacterias del grupo coliforme de los géneros Escherichia,
Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, >1,6 x 10> NMP-100 mL?,
valor que en opinién de los autores es considerablemente
mayor incluso superando el valor mdximo especificado
en la normativa NC 27:2012, porque la determinacién
del NMP-100 mL"! se realizd por la serie de 15 tubos con
s6lo 3 diluciones y es el mdximo valor que se obtiene bajo
el mérodo especificado. Los coliformes termotolerantes,
subgrupo de las bacterias del grupo coliforme siendo
Escherichia coli el principal representante, mostraron
valores >1,6 x 10° NMP-100 mL". Los valores de los
indicadores de calidad microbioldgica determinados,
son superiores a los permisibles para un cuerpo receptor
“Clase B”, los cuales estdn fijados en un valor de 5 x 10°

NMP-100 mL"'y 1 x 10°NMP-100 mL",respectivamente;

0 sea, en este aspecto las aguas en estudio no cumplen con
las regulaciones establecidas segtin la norma de referencia.

Como se observa en la tabla 5 los resultados de los
indicadores microbiolégicos >1,6 x 10°NMP100 mL"'
para los tres puntos de muestreo, son superiores a los
que establecen las normativas cubanas vigentes NC
1021:2014 y NC 827: 2010. Este comportamiento
coincide con un estudio realizado en Arroyo Grande ll,
donde la presencia de coliformes totales y termotolerantes
fue similar (DPRH, 2016). Sin embargo en estudio
realizado por Penate (20006), se registré que en el mismo
sitio de estudio la presencia de coliformes totales fue > 4,6
x 10° NMP-100 mL"!, pero no se detectaron coliformes
termotolerantes. Llama la atencién que década atrds no se
detectd presencia de coliformes termotolerantes, pero los
valores encontrados actualmente son un indicador de que
la contaminacién ha variado en su composicién y en altas
concentraciones en los tltimos afos.

Haciendo referencia a las Directrices de la OMS sobre
calidad parasitolégica y microbiolégica de aguas
residuales para uso en agricultura que establece 1 x10°
NMP-100 mL", la concentracién en los tres puntos de
monitoreo también supera el valor méximo permitido.
Investigaciones realizadas sobre la capacidad auto-
depuradora de este sistema, permiten suponer que es un
sistema ecoldgico bien estabilizado; sin embargo el retso
de ésta agua en el riego constituye un peligro sanitario,
ya que afecta la calidad bacteriolégica de las fuentes de
abasto cercanas, as{ como consecuencias negativas para la

salud humana (DPRH, 2016).

Estos resultados permiten inferir que las aguas,
embalsadas en Arroyo Grande I1 y las de las mdquinas de
riego 1y 2, se evaltian de No aptas desde el punto de vista

Ry
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microbioldgico para el riego agricola de cultivos y vegetales
que se consumen de forma directa sin coccidn, dado que
el contenido de coliformes totales y termotolerantes estdn
por encima del LMA en las referidas normas técnicas. Sin
embargo, se evalGan de Aptas para el riego exclusivo de
viandas y granos, siempre y cuando sean alimentos que
requieran coccién en su elaboracién.

Los resultados de los andlisis muestran concentraciones
ligeramente elevadas de nitrito, y similar comportamiento
se observa respecto al contenido de amonfaco que también
excede en todos los casos cuando se comparan con las
normativas cubanas vigentes 827:2010 y 1021:2014,
cuyo LMA es de 0,01 mg-L"' y No presencia. En un
estudio realizado por Angulo (2015) sobre diagndstico
de la ecotoxicidad de Afluentes del Rio Guadalquivir,
concluyen que los valores obtenidos de nitrito y amoniaco
exceden los LMA establecidos por las normativas de su
pais, mientras que en la presente investigacién, tiene

valores entre 0,02 — 0,06 mg-L"' y 0,14 — 0,38 mg-L".

Al comparar los valores de los pardmetros quimicos se
observé que la muestra 1, mostré valores superiores en
comparacién con las otras dos. Es conocido que Arroyo
Grande II, recibe vertimientos de residuales con elevada
carga orgdnica, de forma permanente fundamentalmente
domésticos e industriales, sin tratamiento o con un
tratamiento deficiente, procedente de la ciudad de Santa
Clara. Este comportamiento coincide con el informe
presentado por (Nelson ez /., 2009) en el que refiere que la
presencia de estos elementos en el agua debe considerarse
como un indicio fundamental de contaminacién reciente.

El amoniaco se produce naturalmente por
descomposicién de la materia orgdnica y también se
fabrica industrialmente, El amonfaco a temperatura
ambiente, es un gas incoloro de olor muy penetrante
y nauseabundo. Se disuelve fécilmente en el agua y se
evapora répidamente, en disolucién acuosa se puede
comportar como una base y formarse el ion amonio NH4".
En estudios previos realizados en Colombia se afirmé que
los niveles altos de nitrito en el agua pueden ser causados,
bien como consecuencia de la oxidacién del amoniaco o
por la reduccién microbiana o no de los nitratos. Segin
la OMS (2007) cuando el amoniaco estd presente en el
agua significa que la misma estd contaminada con aguas
residuales o desechos de zonas ganaderas.

El nitrito es isoeléctricamente similar al oxigeno, si la
concentracién de nitritos en los fluidos corporales es
muy alta, los nitritos ocupan el lugar del oxigeno en
la hemoglobina y bajo ciertas circunstancias se puede
presentar una condicién de anoxia. Esto ocurre cuando

una persona ingiere altas cantidades de nitrito y por su
metabolismo es susceptible a esta condicién, puede morir

por asfixia (Sardifias ez a/., 2008).

En la evaluacién de la contaminacién acudtica, los
bioensayos de toxicidad son necesarios, debido a que
las pruebas fisicoquimicas no resultan suficientes para la
valoracién de los potenciales efectos sobre los organismos
en diferentes ecosistemas, no siendo posible determinar,
por ejemplo, la interaccién de los factores quimicos y los
efectos téxicos de los contaminantes. Por lo tanto, un
ensayo de toxicidad es una herramienta complementaria
que permite detectar y evaluar la capacidad inherente de
un agente de producir efectos téxicos sobre organismos
vivos utilizando especies de prueba (Barcelé & Alda,
2008; Cavusoglu er al., 2011).

El ensayo de toxicidad en A cepa, es una de las
alternativas para determinar los estdndares de calidad
del agua, se basa en la identificacién y cuantificacién de
cualquier afectacién microscdpica: dafio microscopico
y macroscdpica: inhibicién del crecimiento radicular,
que puede producir un compuesto quimico dado o una
mezcla compleja, cuyos componentes no necesariamente
tienen que ser conocidos (Cavusoglu ez al., 2011; Cabuga
Jr et al., 2017). Esta afectacién ocasionada se utiliza para
indicar el estatus t6xico de la muestra probada (Roa e#
al., 2012; Cabuga Jr ez al., 2017). Por otra parte, es de
fAcil y rdpido desarrollo por lo que es posible realizar la
prueba en pocos dias y puede emplearse como centinela
de contaminantes (Cavusoglu er al, 2011; Restrepo-
Manrique ez al., 2011). Este bioensayo de toxicidad ha
sido recomendado y aplicado por diferentes organismos de
proteccién ambiental para la evaluacién ecotoxicoldgica
de muestras ambientales y compuestos puros, ademds de
la evaluacién del efecto fitotéxico de plaguicidas sobre
especies no blanco, necesarios para el registro de estos
compuestos Cavusoglu ef al., 2011; Restrepo-Manrique
etal, 2011).

Debe senalarse que en el ensayo de toxicidad de corta
duracién de 72 h de exposicién al comparar la longitud
promedio de elongacién de las raices, en cada una
de las muestras tratadas, se encontraron diferencias
significativas.

Es importante destacar que en los tres puntos de
muestreo, el comportamiento, en lo que a inhibicién de la
elongacién radicular se refiere, fue segin lo previsto. Las
muestras de agua correspondientes al punto 1 provocaron
estimulacién del crecimiento de las raices de A. cepa,
hasta la concentracién 25 %, a partir de la cual se observé
inhibicién. Las muestras de agua de los puntos 2 y 3 por
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su parte, indujeron una estimulacién del crecimiento
de las raices hasta 50 % y se observé inhibicién a partir
de éste. Para todos los casos el efecto inhibitorio mds
relevante se evidencié a las concentraciones de 75 % y 100
%. De lo anteriormente expuesto se deduce que para el
bioensayo de A. cepa, las muestras de agua analizadas son
fitotdxicas a concentraciones superiores al 25 % en el caso
del punto 1, mientras que las muestras correspondientes
a los puntos 2 y 3 manifestaron su fitotoxicidad a partir

del 75 %.

El ensayo utilizado es de toxicidad de corta duracién
por lo que en ensayos de toxicidad subcrénicos y crénica
pudieran obtenerse otros resultados (Radi¢ er /., 2010:
Braga & Lépez, 2014; Cabuga Jr et al., 2017). Una
sustancia con propiedades toxicas puede serlo para
un tipo de organismo pero no para otro, dependiendo
con que compuestos de la célula interactta, por ello, se
considera que tres es el minimo de especies con las que
se debe evaluar la toxicidad de una muestra (Alegre ez al.,
2018). En la presente investigacién sélo se usé una especie
por lo que se recomienda realizar bioensayos incluyendo
especies de otros niveles traficos.

También resalta que la muestra 1 a pesar de presentar
inhibicién a partir del 50 %, de igual forma presenté
mayor promedio de elongacién de sus raices en las
concentraciones de 25 % y 5 % al comparar con las otras
muestras. En relacion con lo anteriormente planteado este
comportamiento se debe a la incorporacién permanente
que recibe, éste punto, de aguas residuales por lo que el
efecto de los nutrientes disueltos en el agua, enmascaran
el efecto de los contaminantes fitotdxicos presentes
en su composicién y cuyo efecto se hace evidente al
disminuir la carga orgdnica por el proceso de la dilucién.
Sin embargo, ninguno de los valores por si solo podria
explicar el comportamiento complejo de los resultados de
los bioensayos, sino que mds bien debe entenderse como
una serie de procesos toxicocinéticos que involucran
reacciones de sinergia, en los que se potencian los
efectos individuales y antagonismos en los que ocurre
lo contrario, el efecto individual es modificado por los
efectos de los otros tdxicos presentes que pudieran no ser
detectados por este bioensayo (Gaete et al., 2003).

Fiskesjo (1995) indica que cuando un bulbo de cebolla
(A. cepa) se rehidrata se produce una estimulacién del
crecimiento de las células, lo cual permite la elongacién
de las raices de la planta (Restrepo-Manrique ez al.,
2011; Braga & Lépez, 2014). Sin embargo, cuando la
hidratacién se lleva a cabo en presencia de sustancias
téxicas, la divisién celular de los meristemos radiculares
puede inhibirse, ya sea retardando el proceso de mitosis

o destruyendo las células (Restrepo-Manrique et 4.,
2011; Arya & Mukherjee, 2014; Firbas & Amon, 2014;
Babatunde & Anabuike, 2015). Este tipo de alteraciones
generalmente impide el crecimiento normal de la raiz,
y por tanto su elongacién (Arya & Mukherjee, 2014;
Onwuamabh ez a/., 2014). Otros autores han mostrado en
la literatura que el A. cepa, es una herramienta que no solo
permite evaluar la toxicidad, también la mutagenicidad,
genotoxicidad y citotoxicidad en efluentes reconocidos
por estas caracteristicas (Castillo, 2004; Arya &
Mukherjee, 2014; Firbas & Amon, 2014; Babatunde &
Anabuike, 2015).

La actividad téxica, ya sea directamente o indirectamente,
a través de la interferencia con el equilibrio de las
comunidades naturales (Braga & Loépez, 2014),
puede llegar a representar incluso, en determinadas
circunstancias, un riesgo relevante para las poblaciones
humanas.

Alavistadelos resultados presentados, podemos comentar
que los mismos, aportan varios elementos significativos,
el primero de ellos es que atin con concentraciones de
especies quimicas consideradas fuera de los LMA, en las
muestras estudiadas, segiin las normas de referencias,
también se detectaron efectos fitotdxicos en A. cepa por
lo que la sensibilidad de este ensayo es lo suficientemente
alta para identificar la toxicidad de las aguas evaluadas
(Restrepo-Manrique e al., 2011; Klauck er al., 2013;
Pathiratne ez al., 2015; Cabuga Jr et al., 2017; Lerda,
2017). Los resultados obtenidos pueden ser extrapolados
a otras especies, incluso el hombre, pues este ensayo se
ha comparado con otros sistemas obteniéndose resultados
similares (Fiskesjo, 1995). El segundo elemento a
tener en cuenta es la factibilidad de acoplar al ensayo
determinaciones quimicas y microbioldgicas para una
caracterizacién ambiental mds integral, brinddndose asi
una informacién importantisima para la gestién de aguas
residuales utilizadas para regadio.

Teniendo en cuenta que las aguas investigadas, son
empleadas en el riego agricola en el Valle del Yabu,
debemos sefalar que los indicadores hasta aqui obtenidos,
demuestran que estas aguas tienen mala calidad segin la
NC27:2012 y afectan la elongacién radicular. Informacién
que también debe ser considerada por las autoridades
sanitarias y el Ministerio de la Agricultura (MINAG).

Se concluye, que las aguas utilizadas en el Valle del Yabu
no son aptas para el riego agricola, desde el punto de
vista sanitario, en especial donde existan cultivos que
se consuman crudos. Las aguas utilizadas para el riego
en dicho valle muestran valores de amoniaco y nitrito
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superiores a los LMA en las normas de referencia y en
el ensayo de toxicidad en A. cepa, las muestras de agua
analizadas son fitotdxicas a concentraciones superiores al
25 % en el caso del punto 1, mientras que las muestras
correspondientes a los puntos 2 y 3 manifiestan su
fitotoxicidad a partir del 75 %.
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