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- Control Quimico Novamann Internacional, S.A. de C.V.
- ECCACIV, S.A. de C.V.

- Entidad Mexicana de Acreditacion, A.C.

- Equipos para Diagnostico Analitico, S.A. de C.V.

- Hach Company

- IDECA, S.A. de C.V.

- Index-Lab

- Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua

- Instituto Mexicano del Petroleo

- Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climético

- Laboratorio de Calidad Quimica Veracruzana, S.C.



NMX-AA-112-SCFI-2017

SECRETARIA DE
ECONOMIA

Laboratorio de Quimica del Medio e Industrial, S.A. de C.V.

Laboratorio de Servicios Clinicos y Andlisis Toxicoldgicos, S.A. de C.V.
Laboratorios ABC Quimica, Investigacion y Analisis, S.A. de C.V.
Laboratorio y Asesoria en Control de la Contaminacion, S.A. de C.V.
MAS Instrumentos, S.A. de C.V.

Mercury Lab, S.A. de C.V.

Monica Orozco Méarquez

Organismo Publico Descentralizado para la Prestacion de Servicios de Agua Potable,
Alcantarillado y Saneamiento del Municipio de Tlalnepantla

Pemex Petroquimica Complejo Petroquimico Cangrejera

Pemex Petroquimica Complejo Petroquimico Morelos

Perkin Elmer de México, S.A.

Proteccion Ambiental y Ecologia, S.A. de C.V.

Proyectos y Estudios sobre Contaminacién Industrial, S.A. de C.V.

Servicios de Agua y Drenaje de Monterrey, 1.P.D.
Laboratorio Central de Calidad de Aguas

Sistema de Agua Potable y Alcantarillado de Ledn (SAPAL)
Sistema de Aguas de la Ciudad de México

Sistemas de Ingenieria Ambiental, S.A. de C.V.

Universidad Auténoma Metropolitana

Unidad Azcapotzalco

Division de Ciencias Basicas e Ingenieria
Depto. de Ciencias Baésicas

Area de Quimica

Universidad del Noreste, A.C.



NMX-AA-112-SCFI-2017

SECRETARIA DE
ECONOMIA

UNELAB - Centro multidisciplinario de servicios ambientales y de alimentos
Universidad Nacional Autdnoma de México

Facultad de Quimica
Instituto de Ingenieria



NMX-AA-112-SCFI-2017

SECRETARIA DE
ECONOMIA

INDICE DEL CONTENIDO
O R 1 4ol [ 1ol o] T o 1SS 1
1. Objetivoy campo de apliCACION .........cceevevieiiieiecieceee ettt st aae s 1
FZ = o 19T o [ R USROS 1
3. REferenCias NOIMALIVAS......c.ccoveeerieieiereeee sttt st aeste et e s sseeneesseenaenes 2
4, TerminoS Y defiNICIONES .....c.ooeiiieiriiirie et 2
5. EQUIPO Y MATETTAL .....oouiiiiiiiiieiceee ettt 3
6. REACHIVOS Y AISOIUCIONES......ccvieeieiicteciecte ettt sttt et besre s be e s e sbesreenbesteesaensens 5
7. Recoleccibn, preservacion y almacenamiento de MuUEStIas ........cccceevveeeeeevieneesieseeeennens 7
S o o ToxcTo 110 0T T o) o PR 9
0. RESUITATOS ...ttt sttt ettt b ettt ae e 24
10. INFOrmMeE de 1@ PrUEBDA.......cviieeeeeeeee ettt st b e e eeas 29
B VAT =Y o Tod - OO UR PRSP URR 30
12. Concordancia con Normas Internacionales ...........cocooevereneieieienenese e 30
Apéndice A (normativo) Lavado de material y cristaleria..........cccccooeevieveeinenesescseeieeee, 32
Apéndice B (normativo) Método para la correccion de la CE50 en muestras con
interferencias de Color 0 tUrDIEAAM. .........ccuivieieieieee e 33
Apéndice C (informativo) Preparacion de agua de mar artificial (AMA) y agua salobre
AFTITICIAL (ASA) ittt st et e st et et e s re e s e steestesesseessesseensesresnnensens 37
Figuras
Figura 1- Modelo Metodolégico para la prueba presuntiva o exploratoria...........ccccccevvevvevenennen. 16

Figura 2 — Modelo Metodologico para la prueba definitiva con concentracion inicial al 100%
iError! Marcador no definido.

Figura 3 - Modelo Metodoldgico para la prueba definitiva con concentracion inicial al 50 %
iError! Marcador no definido.

Tablas
Tabla 1.- Relacion de la luz emitida en siete muestrasy su % Ealos5 min........ccoceeeevevevennnen, 16

R T = 11 o] [To o =1 - RSP S USRS 37



NMX-AA-112-SCFI-2017

SECRETARIA DE
ECONOMIA



SECRETARIA DE
ECONOMIA

Norma Mexicana
NMX-AA-112-SCFI-2017

Analisis de Agua y Sedimentos - Evaluacion de Toxicidad Aguda con
Vibrio fischeri - Método de Prueba. (Cancela a la NMX-AA-112-1995-
SCFI).

Water and Sediment Analysis — Acute Toxicity Evaluation with Vibrio fischeri
— Test Method

0. Introduccion

La bioluminiscencia, es la capacidad de ciertos organismos de producir luz, entre ellos, los mas
abundantes son las bacterias de origen marino las cuales pueden ser de vida libre o estar asociadas
al intestino de algunos animales marinos.

Entre las bacterias marinas mas estudiadas esta Vibrio fischeri, la cual es una bacteria marina,
bioluminiscente no patdgena con forma bacilar, Gramm-negativa, anaerobia facultativa, halofilica,
con dos flagelos en uno de los polos, que vive de forma libre en las aguas marinas 0 como
simbionte en las estructuras productoras de luz de algunos peces y calamares entre otros.

Desde hace mas de 20 afios las bacterias bioluminiscentes se han empleado en el desarrollo de
bioensayos para la deteccién de compuestos téxicos en el ambiente y en la actualidad su aplicacion
ha cobrado gran interés por ser una herramienta Gtil para la evaluacion de fuentes potencialmente
contaminantes y dafiinas al ambiente (Saenz et al, 2010).

1. Objetivo y campo de aplicacion

La presente Norma Mexicana, establece el método para la evaluacion de toxicidad aguda, utilizando
a la bacteria bioluminiscente marina Vibrio fischeri (NRRL B-11177).

Este método es aplicable en la evaluacion de toxicidad aguda en agua dulce, salina, residual
industrial y municipal, de proceso, residual tratada, intersticial, efluentes agricolas, lixiviados,
elutriados, extractos de sedimentos y soluciones de compuestos puros, combinados o particulados.

2. Principio
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La prueba se basa en la medicién de la luminiscencia emitida por la bacteria Vibrio fischeri, la cual
se reduce cuando la bacteria se expone, por un periodo de 5 min a 30 min, a muestras que contienen
compuestos toxicos. La luminiscencia tiende a disminuir en relacién con la carga toxica de la
muestra problema. Este decaimiento sucede como resultado de la afectacion a los procesos
metabolicos asociados con la respiracion bacteriana.

3. Referencias normativas

Para la correcta aplicacion de esta Norma Mexicana se deben consultar las siguientes Normas
Mexicanas vigentes o las que las sustituyan:

3.1 NMX-AA-014-1980 Cuerpos receptores - Muestreo. Declaratoria
de vigencia publicada en el Diario Oficial de la
Federacion en 1980-09-05.

3.2 NMX-AA-089/1-SCFI-2010 Proteccion al ambiente — Calidad del agua -
Vocabulario — Parte 1. (Cancela a la NMX-
AA-089/1-1986). Declaratoria de vigencia
publicada en el Diario Oficial de la Federacién
en 2011-03-03.

3.3 NMX-AA-089/2-SCFI1-2010 Proteccion al ambiente — Calidad del agua -
Vocabulario — Parte 2. (Cancela a la NMX-
AA-089/2-1992). Declaratoria de vigencia
publicada en el Diario Oficial de la Federacién
en 2013-08-29.

4. Términos y definiciones

Para los propdsitos de esta Norma Mexicana, aplican los términos y definiciones contenidos en las
Normas Mexicanas NMX-AA-089/1-SCFI-2010 y NMX-AA-089/2-SCFI-2010 (ver 3.2 y 3.3
Referencias normativas), y se establecen las siguientes:

4.1
agua intersticial
agua que ocupa el espacio existente entre las particulas de los sedimentos.

4.2
concentracion efectiva
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es la concentracién de un compuesto puro 0 en mezcla, asi como de muestras complejas, que causa
un determinado efecto bioldgico en los organismos de prueba.

4.3

concentracion efectiva media (CEso)

es la concentracion de compuestos puros o combinados contenidos en muestras diversas que
produce un cambio del 50 % en el pardmetro seleccionado para evaluar el efecto toxico en los
organismos de prueba.

4.4

control

s una sustancia o mezcla conocida que se utiliza como referencia o testigo en las determinaciones
cualitativas y cuantitativas, para detectar interferencias o errores analiticos.

4.5

elutriado

es el liquido extraido por elucion de un sedimento, empleando agua dulce, salobre o de mar, natural
0 sintética

4.6

extracto

es el producto que resulta de la accion de disolventes organicos sobre un material sélido, a fin de
lograr la desorcion de sustancias adsorbidas al material de origen.

4.7

liofilizado

es el producto que resulta de la deshidratacién de un material en condiciones de baja temperatura y
alto vacio, con el fin de conservarlo.

4.8
luminiscente
propiedad de materiales y seres vivos de emitir luz.

4.9

muestra compleja

muestra que resulta de la mezcla de aguas, productos y efluentes, constituida de innumerables
compuestos cuya identidad, derivados y concentracion no es conocida.

4.10

porcentaje de Efecto (% E)

proporciéon de la disminucion de la luminiscencia bacteriana, respecto al control, definida en
porcentaje.

411
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salinidad

valor adimensional, que con el propdésito de controlar la calidad del agua, puede considerarse como
una estimacion de la concentracion, en gramos por kilogramo, de las sales disueltas en el agua de
mar. Se define algoritmicamente en términos de la relacion (Kis) de la conductividad eléctrica de la
muestra a 15 °C y 1 atm, con respecto a una disolucion de cloruro de potasio (32,4366 g/kg de
muestra) en las mismas condiciones de temperatura y presion.

4.12

toxicidad aguda

es el efecto adverso que se manifiesta en los organismos de prueba, después de la exposicion a una
muestra, en un corto plazo de tiempo.

4.13
unidades de luminiscencia relativa
lectura emitida por el luminémetro.

4.14

unidades de Toxicidad (UT)

forma de expresar el grado de toxicidad de una mezcla o muestra compleja de la cual no se conoce
la concentracién de las sustancias que contiene. Se calcula: UT=100 / CE50. En donde 100 es la
concentracion inicial de la muestra referida en porciento.

4.15

Vibrio fischeri

es una bacteria marina luminiscente no patdgena con forma bacilar, Gramm-negativa, anaerobia
facultativa, halofilica, con dos flagelos en uno de los polos.

5. Equipo y material

51 Equipo

a) luminémetro.- Con capacidad de medir la luminiscencia bacteriana y con control de
temperatura, ajustada a 15,0 °C + 1,0 °C;

b) sistema de control de temperatura o bloque térmico termostatizado, ajustado a 15,0 °C + 1,0
°C, para los tubos de prueba;

c) sistema de control de temperatura o bloque térmico termostatizado, ajustado a 4,0 °C + 3,0
°C, idealmente de 5,5 °C + 1,0 °C, para conservar la disolucién bacteriana;

d) congelador (-18,0 °C 0 menor a ésta);

e) refrigerador (4,0 °C + 2,0 °C);
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f) parrilla magnética con capacidad de agitacién continua durante 48 h o sonicador;

g) parrilla de calentamiento para sistema de extraccion. Debe mantener una temperatura entre
70,0 °Cy 80,0 °C;

h) centrifuga;

i) potenciémetro;

j) conductimetro;

k) oximetro;

1) horno de secado o estufa con capacidad para mantener una temperatura de 40,0 °C;
m) balanza analitica con rango de precision de 0,0001 g;

n) cronémetro;y

0) sistema de extraccion con capacidad minima de 250 mL.

Los equipos descritos en a), b) y c), pueden ser individuales o estar integrados en un sistema
automatizado.

52

Material
a) tubos de vidrio de borosilicato desechables, compatibles con el lumindmetro;

b) tubo de vidrio borosilicato de doble compartimento para correccion de color, compatible
con el luminémetro, cuando sea requerido;

€) micropipetas automaticas de 1 a 1 000 pL de capacidad (volumen fijo o ajustable);
d) puntas para micropipetas de polipropileno y desechables;

e) cubreboca;

f) guantes de nitrilo;

g) lentes de seguridad;

h) matraces volumétricos de 100 mL;

i) pipetas volumétricas de 10 mL;
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j) espétula;
K) papel parafina;
I) recipientes de vidrio ambar de borosilicato o de politetrafluoroetileno (PTFE)
exclusivamente, con capacidad minima de 20 mL, para la recoleccion de las muestras de
agua (emplear s6lo una vez); y
m) recipientes de vidrio claro o &mbar de borosilicato de boca ancha con capacidad minima de
500 mL, para la recoleccion de muestras de sedimento (emplear sélo una vez).
6. Reactivos y disoluciones
6.1 Reactivos

6.1.1 Reactivo biolégico

- bacteria liofilizada Vibrio fischeri (NRRL B-11177). La bacteria liofilizada debe ser
almacenada a una temperatura de -18,0 °C 0 menor a ésta.

6.1.2  Toxicos de referencia
- fenol (C¢Hs-OH). Pureza > 99,5 %;
- sulfato de zinc hepta hidratado (ZnSQO, ¢ 7H,0). Pureza > 99,99 %;
- 3,5 diclorofenol (C¢H4OCl,). Pureza > 99 %; y
- dicromato de potasio (K2Cr,O7). Pureza > 99,95 %.
6.1.3 Otros reactivos con pureza > 99,5 %
- cloruro de sodio en cristales (NaCl). Libre de metales y sulfuros;
- cloruro de potasio (KCI); y
- cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,.6H,0).
6.1.4 Reactivos Grado Analitico (RA)

- acido nitrico concentrado (HNOs);
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- acido clorhidrico (HCI 1,0 mol/L);
- hidréxido de sodio (NaOH 1,0 mol/L);
- sulfato de sodio anhidro (Na>SO.);
- cloruro de calcio anhidro (CaCly);
- bicarbonato de sodio (NaHCO3); y
- acido borico (H3BO3).
6.1.5 Disolventes

- metanol (CH;OH), grado HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento, por sus siglas
en inglés);

- acetona (C3He0), grado HPLC; y
- agua destilada.
6.2 Disoluciones
6.2.1 De reconstitucion. Agua destilada utilizada para rehidratar la bacteria liofilizada.

6.2.2 Medio de dilucién. Disolucién de cloruro de sodio (NaCl) al 2 % (20,0 g/L), preparada
con agua destilada.

6.2.3 Medio de dilucion de tres sales. Disolucion preparada en agua destilada con 2 % de
cloruro de sodio (NaCl); 0,204 % de cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,'6H.0) y
0,030 % de cloruro de potasio (KCI), concentraciones equivalentes a: 20,0 g/L de NacCl,
2,04 g/L de MgCl,'6H.0y 0,3 g/L de KCI.

6.2.4 Medio de dilucién para muestras de agua marina o salobre. EI medio de dilucion puede ser
agua de mar o salobre artificial preparada de acuerdo al (ver Apéndice C), eligiendo la
preparacion adecuada para equilibrar la salinidad de la muestra, o agua marina o salobre
natural filtrada no tdxica para Vibrio fischeri.

6.2.5 Disolucion de ajuste osmético. Preparada al 22 % (220,0 g/L) de cloruro de sodio (NaCl)
con agua destilada.

6.2.6 Cloruro de sodio (NaCl) en cristales. Puede emplearse también para ajustar al 2 % la
salinidad de la concentracion inicial de la muestra. Para ello, adicionar NaCl en cristales
con pureza >99,5 %, libre de metales y sulfuros.
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7. Recoleccion, preservacion y almacenamiento de muestras

Las muestras de agua se colectan y almacenan en recipientes nuevos y lavados previamente de
acuerdo al Apéndice A. Los frascos deben ser de vidrio ambar de borosilicato de boca angosta con
capacidad minima de 20 mL. Los recipientes deben ser llenados totalmente y cerrados
perfectamente de tal manera que no quede ningun espacio de aire en el interior ya que es importante
evitar la agitacion y la perdida de compuestos volatiles durante el transporte.

Esta prohibido reutilizar los envases para muestras de toxicidad. Los recipientes deben tener tapa de
tefldn, polipropileno de alta densidad o baquelita, en caso contrario, puede emplearse un cuadro de
papel aluminio colocado en la boca y cuerda del frasco para evitar el contacto con los plasticos, esta
Gltima alternativa puede aplicarse solo en muestras con pH de 6 a 8.

Si la muestra contiene mas de una tercera parte de sélidos o lodos, es necesario recolectar el doble
de muestra en un mismo recipiente de mayor capacidad, para asegurar el volumen minimo
requerido para las pruebas.

Para muestras sélidas, emplear recipientes de vidrio nuevos lavados de acuerdo al Apéndice A, de
boca ancha con capacidad minima de 500 mL ambar, o si es transparente, cubrirlo con papel
aluminio, tapa de baquelita o plastica con contratapa de teflon, de no ser posible el empleo de esta
Gltima, sustituir por un cuadro de papel aluminio colocado en la boca antes de cerrar. Se recomienda
gue los envases no vuelvan a utilizarse para muestras de toxicidad. El llenado del frasco debe ser al
75 % de su capacidad, eliminando la mayor cantidad de agua posible.

Los frascos que contienen las muestras de agua deben mantenerse cerradas, en oscuridad y en frio a
una temperatura de 4,0 °C % 2,0 °C, desde su recoleccién, sin la adicion de preservadores, hasta su
analisis, el cual debe iniciarse antes de las 120 h posteriores a su recolecta.

Si dentro de la planeacion del muestreo se prevé que debe ser necesario extender el tiempo para iniciar
el andlisis de toxicidad, deben considerarse los siguientes aspectos:

1) Las muestras deben contenerse exclusivamente en frascos de politetrafluoroetileno (PTFE).
2) Deben llenarse al 90 % para permitir la expansion del liquido durante la congelacion.

3) Las muestras deben ser congeladas en campo, inmediatamente después de su recoleccion y
previo a su traslado al laboratorio, a una temperatura de -18,0 °C 0 menor a ésta.

4) Para lograr la temperatura de congelacion antes sefialada, se debe contar en campo, con
refrigeradores, hieleras o cajas refrigeradas conteniendo hielo seco u otro, que permita lograr
una temperatura de -18,0 °C 0 menor a ésta.
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La congelacion en campo, efectuada de manera inmediata y de acuerdo a lo previamente sefialado,
tiene por objeto evitar la pérdida de compuestos a la fase gaseosa, por agitacion durante el traslado, o
alteracion de los componentes quimicos de la muestra. Una vez congelada la muestra a una
temperatura de -18,0 °C o menor a ésta, el andlisis debe llevarse a cabo dentro de los 15 dias
posteriores a su muestreo.

La congelacién no es un procedimiento aceptable para muestras en las que se sospecha la presencia de
compuestos volatiles, surfactantes, o cuando se desee evaluar la toxicidad asociada con material
particulado suspendido y coloides.

En caso de muestras congeladas, debe ser necesario controlar su descongelacion, con el fin de
devolver a la muestra su equilibrio inicial. Para ello, las muestras deben descongelarse
inmediatamente antes de su analisis a una temperatura <25,0 °C, ya sea a chorro de agua o emplear un
bafio maria ajustado a la temperatura indicada y evitar sobrecalentamiento. Es importante la
descongelacién completa de la muestra antes de su uso para pruebas.

Las muestras de sedimento deben mantenerse cerradas, en oscuridad y a una temperatura de 4,0 °C
2,0 °C, desde su recoleccion hasta antes de su andlisis, sin la adicion de preservadores. Su analisis
debe iniciarse dentro de los 15 dias subsiguientes a su recoleccion. No es recomendable la congelacion
de sedimentos, debido a los posibles cambios de su composicion.

Si se obtienen extractos de sedimentos con disolventes, su analisis debe efectuarse dentro de las seis
semanas posteriores a su preparacion. Los extractos deben mantenerse en refrigeracién (4,0 °C + 2,0
°C).

Para las muestras liquidas y solidas que requieran un pretratamiento, ya sea la elaboracion de
extractos, elutriados, la obtencion de agua intersticial, o de concentracién por eliminacion de los
voltmenes de liquido (por ejemplo, la evaporacion de muestras de agua), dicho procesamiento debe
iniciarse dentro de los periodos sefialados en los parrafos anteriores y, al término del pretratamiento,
efectuar de inmediato el andlisis de toxicidad correspondiente.

Para la medicion de la toxicidad de productos quimicos o derivados experimentales, que no cuenten
con informacion sobre el tiempo de almacenamiento, esto no es una restriccion para llevar a cabo
dicho analisis, puesto que no existe regulacién para el control de su caducidad.

El analisis de la toxicidad en efluentes o mezclas, debe hacerse con base en muestras simples,
excepto en los casos en que la autoridad requiera adicionalmente el uso de muestras compuestas.

7.1 Muestreo en cuerpos de agua

El muestreo en corrientes, lagos, lagunas, presas y otros cuerpos de agua debe llevarse a cabo
tomando una muestra instantdnea o simple del volumen requerido, siguiendo los lineamientos
descritos en la NMX-AA-014-1980 (ver 3.1 Referencias normativas), asi como en las
consideraciones relacionadas en el capitulo 7 del presente documento.
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Las caracteristicas inmediatas que deben medirse de la muestra en el sitio de colecta son: pH,
conductividad o salinidad, oxigeno disuelto y temperatura. Asimismo, anotar las caracteristicas
aparentes como olor, color y presencia o ausencia de espumas o burbujas. Es importante considerar
esta informacion al momento del analisis de toxicidad en laboratorio.

7.2 Muestreo de sedimentos

Para la obtencion de muestras de sedimentos se deben seguir las consideraciones relacionadas en el
capitulo 7 del presente documento.

Las caracteristicas inmediatas que deben anotarse en el sitio de colecta para este tipo de muestras
son: color, olor y textura aparente.

8. Procedimiento

8.1 Requerimientos previos

El material desechable y el de muestreo, que hayan tenido contacto con las muestras problema deben
emplearse solo una vez. Esta prohibida su reutilizacion.

Proveer un ambiente aclimatado (18,0 °C a 25,0 °C) y un espacio minimo de 15 cm alrededor de los
instrumentos (incubadoras o luminémetro) para evitar calentamiento.

En caso de que los equipos sefialen falla en la lectura de la luminiscencia o en el control de las
temperaturas, se recomienda que no se efectlen las pruebas.

Evitar derramar liquidos dentro de los pozos de incubacién.

Las bacterias liofilizadas deben permanecer almacenadas a temperatura de congelacion (-18,0 °C o
menor a esta) de manera continua hasta el momento de su rehidratacion. Si no se mantienen las
condiciones de temperatura mencionadas, después de un periodo de 12 h, las bacterias deben
desecharse.

Durante la preparacion de la suspension bacteriana (ver 8.3) deben tenerse los siguientes cuidados.
- En su traslado, del congelador al sitio de trabajo, cuidar que el liofilizado bacteriano se
mantenga a temperatura de refrigeracion (de 4,0 °C £ 3,0 °C), mediante el uso de geles o

hielo;

- Cuidar que la disolucion de reconstitucion esté atemperada a 4,0 °C £ 3,0 °C, idealmente a
5,5°C + 1,0 °C, antes de su adicion al liofilizado;
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8.1.11

8.1.1.2

8.1.1.3

8.1.1.4

8.1.15

8.1.1.6

ECONOMIA

Evitar que el liofilizado entre en contacto con materiales o superficies de una temperatura
distinta de 4,0 °C £ 3,0 °C;

Rehidratar el liofilizado con la disolucién de reconstitucién de forma rapida y agil, evitando la
pérdida de volimenes.

Antes de iniciar el analisis de muestras, debe verificarse la sensibilidad de la bacteria,
mediante el andlisis del toxico de referencia seleccionado (ver 8.4), y cumplir las
especificaciones de control de calidad sefialadas en 8.7.1.1 a 8.7.1.4.

Precauciones

Durante el muestreo, si se sospecha la presencia de compuestos volatiles en las muestras,
debe evitarse la congelacion de las mismas, ya que no es un procedimiento adecuado para la
conservacion de estos compuestos.

Las sustancias insolubles, débilmente solubles o volatiles, asi como las sustancias que
reaccionen con el agua de dilucién o con la suspension de ensayo, o que alteren su estado
durante el periodo de ensayo, pueden afectar al resultado, o a la reproducibilidad de los
resultados del mismo.

Pueden producirse pérdidas de luminiscencia provocadas por la absorcién o la dispersion
de la luz en caso de aguas fuertemente coloreadas principalmente en el rango rojo —
marrén o turbias. Esta interferencia puede compensarse utilizando un tubo de doble
compartimento para la correccibn de la absorcion o color, o por lectura
espectrofotométrica para obtener la absorbancia de la muestra y corregir el valor de la
CEso (ver Apéndice B).

Para el caso de muestras con alta turbiedad, deben dejarse reposar por al menos una hora.
No se recomienda centrifugar ni filtrar la muestra, toda vez que pueden alterar la toxicidad
de la muestra.

Dado que la luminiscencia requiere de oxigeno, cuando las muestras presentan una
demanda alta o0 una concentracion baja de oxigeno, puede inhibirse la luminiscencia.

La contaminacion orgénica de una muestra por nutrientes de répida biodegradacion, es
susceptible de provocar una reduccion de la bioluminiscencia independientemente del
contenido toxico de la muestra.

Las concentraciones de sal en la muestra inicial superiores a 30,0 g/L de cloruro de sodio
(NaCl), o el contenido de otros compuestos que produzcan una osmolaridad equivalente,
junto con la sal que tiene que adicionarse durante el ensayo, puede generar efectos
hiperosmoticos. Para evitar estos efectos, la concentracion de sal en la muestra se requiere
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gue no exceda de 35 g/L de disolucion de cloruro de sodio (NaCl). Si la muestra contiene
entre 20 g/L y 50 g/L de NaCl equivalentes, se recomienda que no se afiada mas sal.

8.1.1.7 El cloro residual contenido en agua potable o de proceso, produce efecto téxico en el
organismo de prueba, para evitar la interferencia del cloro debe recolectarse la muestra
antes de la cloracidn en el tren de tratamiento.

8.1.1.8 El ambito de tolerancia de Vibrio fischeri para pH es de 6 a 8,5. En caso de muestras con
pH fuera de dicho &mbito, se produce dafio estructural en la bacteria y la emision
luminosa decae generandose falsos positivos. Para evitar dicha interferencia, se debe
ajustar el pH de la muestra, al intervalo de tolerancia, sin embargo se debe tener presente
gue esto altera la naturaleza misma de la muestra. En estos casos se debe efectuar el
analisis en la condicién original de la muestra y asi mismo, también realizarlo una vez
ajustado el pH.

8.2 Preparacion y acondicionamiento de las muestras
8.2.1 Preparacion de muestras de agua dulce

Las muestras de agua dulce deben ajustarse a una salinidad del 2 %, para evitar la pérdida de
bioluminiscencia de la bacteria debida al choque osmético. Este se logra adicionando la cantidad
adecuada de disolucion de ajuste osmotico descrita en el inciso 6.2.5 (1 parte de la disolucion mas
10 partes de la muestra), o adicionando a la muestra cristales de NaCl, con pureza > al 99,5 % (gj.
0,2 g en 10 mL de muestra).

8.2.2 Preparacion de muestras de agua salobre

La salinidad de las muestras de agua salobre se encuentra en el ambito de 05 % a < 3 %
(equivalente a 5,0 g/L y 30,0 g/L). Si esta por arriba del 2 % no se requiere ajustar la salinidad de la
muestra. En el caso de este tipo de muestras debe emplearse como disolucidén diluente agua salobre
artificial (ver 6.2.4 y Apéndice C) o agua salobre natural que no presente toxicidad. Si la salinidad
es de 0,5 % a < 2 %, la muestra debe ajustarse al 2 % utilizando NaCl en cristales (ver 6.1.3) y
emplear como medio de dilucion, el especificado en 6.2.2.

8.2.3 Preparacion de muestras de agua marina

La salinidad de las muestras de agua marina se encuentra alrededor de 3,0 % a 3,5 % por lo que no
se requiere ajustar la salinidad de la muestra. En el caso de este tipo de muestras debe emplearse
como disolucion diluente, agua de mar artificial (ver 6.2.4 y Apéndice C) o agua de mar natural que
no presente toxicidad.

8.24 Preparacion de muestras de agua intersticial de sedimentos
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Homogeneizar la muestra de sedimento y centrifugar a 10 000 g, durante 30 min, preferentemente a
4,0 °C. Obtener el sobrenadante por succion o decantacion. La fase liquida se debe utilizar para el
andlisis, preparandola de acuerdo con 8.2.1, 8.2.2 y 8.2.3, seguin su procedencia.

8.2.5 Preparacion de elutriados de sedimentos

Homogeneizar la muestra de sedimento, mezclar con el tipo de agua que corresponda al origen de la
muestra o agua de disolucién en una relacion 1:4 (m/v), utilizando un matraz Erlenmeyer. Agitar
vigorosamente durante 60 min en una placa magnética, para alcanzar una profundidad del vortice
del 50 % del nivel del liquido mientras se agita. También puede emplearse la sonicacién durante 4
h, en este caso, cuidar que la temperatura no se incremente por la acciéon del ultrasonido.
Centrifugar la mezcla en un intervalo de 2 500 rpm a 3 000 rpm, o bien ajustar con base en el valor
g (fuerza relativa de centrifugacion), dependiendo de las caracteristicas de la centrifuga con que se
cuente, durante un periodo de 5 min a 8 min, o hasta obtener una separacion completa de las dos
fases. Utilizar el sobrenadante para el analisis. Proceder a su acondicionamiento, de acuerdo a 8.2.1,
8.2.2y8.2.3.

8.2.6 Extractos de fase sélida con disolventes

En el caso de analizar muestras que hayan sido sometidas a un proceso de extraccién empleando
disolventes quimicos, debe realizarse como testigo un ensayo paralelo del disolvente a las
concentraciones de la muestra de prueba. También en estos casos el acondicionamiento de las
muestras y el testigo debe efectuarse de acuerdo a 8.2.1, 8.2.2y 8.2.3.

8.3 Preparacion de la suspension bacteriana
8.3.1 Sacar del congelador la bacteria liofilizada.

8.3.2 Rehidratar la bacteria con 1,0 mL de la disolucién de reconstitucién (ver 6.2.1),
atemperada aproximadamente a 4,0 °C £ 3,0 °C y mezclar la suspension por absorcion y
eyeccion con una pipeta o por agitacion del recipiente bajo las mismas condiciones de
temperatura. De esta manera se debe obtener una disolucién bacteriana con una densidad
estimada de 1x10® células/mL. La suspension bacteriana debe mantenerse a una
temperatura de 4,0 °C £ 3,0 °C, idealmente a 5,5°C + 1,0 °C (ver 5.1 c).

8.3.3 Esperar al menos 15 min antes de iniciar las pruebas. Este tiempo es necesario para que la
sensibilidad bacteriana se estabilice. Después de 3 h de hecha la reconstitucion, el volumen
remanente de la suspension bacteriana debe ser desechado, o en su caso, debe hacerse una
evaluacion de sensibilidad para verificar que la suspension bacteriana ain se encuentre en
condiciones Optimas, con base en 8.7.1.1y 8.7.1.2.

8.34 La prueba con el toxico de referencia se realiza con base en los procedimientos
establecidos en 8.6.2 0 en 8.6.3. Para los cuales se pueden emplear un nimero mayor de
diluciones si se considera necesario.
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Evaluacion de la sensibilidad bacteriana.

El laboratorio que realice pruebas de toxicidad con Vibrio fischeri debe verificar la
sensibilidad del organismo mediante la preparacién de una curva concentracion-efecto en la
que se determine la CEso de alguno de los tdxicos de referencia sefialados en 6.1.2. Esto se
debe llevar a cabo en cuanto se presente alguno de los siguientes casos:

Al inicio de la sesién de trabajo y para la primera suspension bacteriana preparada de
acuerdo a 8.3.

Cuando se cambia el lote del liofilizado bacteriano.

Cuando se observen anomalias en la respuesta del control y de los toxicos de referencia. Si
persiste la anomalia, debe revisarse el buen estado de los reactivos, disoluciones y tdxicos de
referencia. Si aln con ello no se identifica la causa de la anomalia, el lote de bacterias debe
ser descartado y sustituido por uno nuevo.

Cuando la suspension bacteriana tenga mas de 3 h de haber sido reconstituida (ver 8.3).

Cuando se prepare una nueva solucion bacteriana del mismo lote y durante una misma
sesion de trabajo en la que se empleen varias unidades del liofilizado bacteriano, la
sensibilidad puede verificarse mediante el uso de disoluciones de los toxicos de referencia
sefialados en 6.1.2, en concentraciones de 19,5 mg/L para el fenol, para zinc Il (Zn II) de
2,2 mg/L, para 3,5 Diclorofenol de 3,4 mg/L y de 18,7 mg/L para cromo hexavalente (Cr
V1), y que corresponden al valor de la CEso esperada para cada uno de ellos, en vez de
preparar  una curva concentracion-efecto del téxico de referencia elegido. Las
concentraciones anteriores pueden obtenerse a partir de las disoluciones patron (ver 8.5)
diluyéndolas en una relacion 1:2 con agua destilada. Esta opcién no aplica en caso de que el
liofilizado bacteriano pertenezca a distintos lotes.

Preparacion de los tdxicos de referencia

Fenol

La disolucion patron se prepara pesando aproximadamente, 100 mg de fenol, disolverlos y llevar al
aforo a 1 L con agua destilada. La disolucion se conserva en un frasco ambar a una temperatura de
4,0 °C £ 2,0 °C; debe ser valorada cada 3 meses y puede ser empleada hasta por un afio. Si en la
valoracion se obtiene una pérdida de la concentracion > 10 %, debe descartarse y preparar una

nueva.

8.5.2

Zinc |l
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La disolucién patrén de aproximadamente 8,8 mg/L de Zn I, se prepara pesando 38,68 mg de
sulfato de zinc heptahidratado que se disuelven y llevan al aforo de 1 L con agua destilada. La
disolucidn se conserva en un frasco &mbar a una temperatura de 4,0 °C + 2,0 °C; debe ser verificada
cada 6 meses y puede ser empleada hasta por un afio. Si en la verificacion se obtiene una pérdida de
la concentracién > 10,0 %, debe descartarse y preparar una nueva.

8.5.3 3,5, Diclorofenol

La disolucién patron de 13,6 mg/L se prepara pesando aproximadamente 13,6 mg de 3,5
Diclorofenol, disolverlos y llevar al aforo a 1 L con agua destilada. La disolucidn se conserva en un
frasco &mbar a una temperatura de 4,0 °C = 2,0 °C; debe ser verificada cada 6 meses y puede ser
empleada hasta por un afio. Si en la verificacion se obtiene una pérdida de la concentracion > 10,0
%, debe descartarse y preparar una nueva.

8.5.4 Cromo VI

La disolucion patron de aproximadamente 74,8 mg/L de Cr VI se prepara pesando
aproximadamente 211,6 mg de dicromato de potasio que se disuelven y llevan al aforo de 1 L con
agua destilada. La disolucién se conserva en un frasco ambar a una temperatura de 4,0 °C £ 2,0 °C;
debe ser verificada cada 6 meses y puede ser empleada hasta por un afio. Si en la verificacion se
obtiene una pérdida de la concentracion > 10,0 %, debe descartarse y preparar una nueva.

NOTA: También pueden ser empleadas disoluciones preparadas comercialmente, que
cumplan con las concentraciones sefialadas y cuyo solvente de preparacion sea agua.

Los valores de CE50 determinados experimentalmente para los téxicos de referencia, deben
encontrarse dentro de los intervalos de concentracién especificados en 8.7.1.1 y 8.7.1.2, en caso
contrario, se tienen elementos para suponer cualquiera de las siguientes posibilidades:

a) Condiciones inadecuadas de almacenamiento de la bacteria liofilizada, siendo las
principales, tiempo y temperatura;

b)  Reconstitucion inadecuada de la bacteria;
C) Uso de la bacteria por més de 3 h a partir de su reconstitucion;
d)  Posible contaminacién de alguno de los reactivos o materiales utilizados en el ensayo, y
e) Falta de pericia del analista.
8.6 Desarrollo de la prueba

8.6.1 Prueba presuntiva o exploratoria
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La prueba presuntiva se realiza con la muestra en su estado original, sin diluciones, por lo que no
proporciona datos para calcular la CEso, solamente se obtiene la magnitud del efecto de la muestra
expresada en % (% E), Figura 1. Esta prueba es de utilidad para discriminar entre muestras toxicas y
no toxicas, entendiendo como muestra toxica aquella que presente una inhibicion de la
luminiscencia mayor al 10,0 % respecto al control. Asimismo, en el caso de muestras que resulten
toxicas, permite determinar el ambito de concentraciones en el que debe llevarse a cabo la prueba
definitiva para determinar la CEso.

8.6.1.1 De acuerdo al origen de cada muestra, lleve a cabo su preparacion conforme a 8.2.1 a 8.2.6.
En el caso de muestras de agua dulce, para conservar su concentracion al 100 %, debe emplearse
NaCl en cristales para el ajuste osmotico o en su caso puede emplearse la disolucion de Ajuste
Osmotico de NaCl al 22,0 % (ver 6.2.5), en éste caso la muestra debe tener una concentracion
inicial del 90,0 %. En la Figura 1 se ejemplifica el caso de la muestra al 100,0 % cuando el ajuste se
realiza con cloruro de sodio (NaCl) en cristales.

8.6.1.2 Colocar un tubo por cada muestra a analizar, en los pozos de incubacion del sistema
automatizado o en el soporte de tubos en el sistema con control de temperatura a 15,0 °C = 1,0 °C.

8.6.1.3 El tubo inicial debe corresponder al control que contiene medio de dilucién (ver de 6.2.2 a
6.2.4).

8.6.1.4 Colocar en cada tubo el volumen de muestra necesario, acorde a las caracteristicas del
luminémetro o de los sistemas automatizados (generalmente de 0,50 mL a 1,0 mL).

8.6.1.5 Dejar atemperar las muestras de 5 min a 15 min dentro de los pozos de incubacion.

8.6.1.6 Adicionar 0,01 mL de la suspension bacteriana (ver 8.3.2) en cada uno de los tubos,
incluyendo el control. Evite adicionar en las paredes del tubo.

8.6.1.7 Cronometrar el tiempo, a partir de la adicion de la suspension bacteriana en el primer tubo.
Al terminar la adicién distribuya la bacteria en el medio con movimientos suaves de vaivén,
tomando cada tubo por la parte superior. Efectue esta accion rapidamente. Evite derramar y tocar su
contenido, asi como formar gotas en las paredes.

8.6.1.8 Realizar las lecturas de luminiscencia en cada tubo a los 5 min, 15 min y 30 min de
exposicion, iniciando con el control.

8.6.1.9 Anotar el valor de la emisidon de luz que arroja el luminémetro para cada tubo en los
distintos tiempos de exposicion (5 min, 15 miny 30 min).

8.6.1.10 Determinar el porcentaje de reduccion de la luz emitida (% E), para cada muestra, respecto
a la observada en la luz del control (LC), de acuerdo al calculo sugerido en el superindice (a) de la
Tabla 1. Una vez registradas las lecturas de cada una de las muestras y del control en la prueba
presuntiva o exploratoria, se calcula el porcentaje de efecto para establecer el criterio para la
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seleccion del modelo de prueba definitiva de cada muestra. En la Tabla 1 esta el ejemplo de siete
muestras, para las que se obtuvo la luz emitida y el % E correspondiente a los 5 min, en funcion de
la luz emitida por el control.

1 2 3 4 5 6 7 8

Ajuste al 2 % de salinidad con NaCl en cristales

CONTROL

Muestral
100 %

1,0mL

Muestra 2

100 %
1,0mL

Muestra3
100 %
1,0mL

Muestra 4
100 %
1,0mL

Muestra5
100 %
1,0mL

Muestra6
100 %
1,0mL

Muestra7
100 %
1,0mL

Inocular 0,01 mL de suspension )/

bacteriana (1x108células/ mL)

Figura 1- Modelo Metodoldgico para la prueba presuntiva o exploratoria

Tabla 1.- Relacion de la luz emitida en siete muestras y su % E a los 5 min.

MUESTRA LCs LM s % E® 5

Control 98 - -
M1 - 90 8
M2 - 80 18
M3 - 48 51
M4 - 57 42
M5 - 17 83
M6 - 2 98
M7 - 0 100

@ Se calcula:
% E = 100 - [LM (100) / LC]

En donde:

LCs, 15,30

luz emitida en el control, a los tiempos de 5 min, 15 min y 30 min.
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LMs, 15, 30 luz emitida en la muestra, a los tiempos de 5 min, 15 min y 30 min.

Con los resultados de la Tabla 1, se establece que la muestra 1 (M1) no es toxica a los 5 min,
considerando que una muestra toxica es aquella que presente una inhibicién de la luminiscencia
mayor al 10,0 % respecto al control. En éste caso la muestra se debe reportar como No Toxica.

El resto de las muestras si presentan efectos o inhibicion de la luminiscencia > 10,0 % respecto al
control, por lo que debe llevarse a cabo una prueba definitiva (ver 8.6.2, 8.6.3), para determinar la
concentracion efectiva (CEso). La concentracion inicial en dicha prueba, se debe definir a partir de
los porcentajes de efecto (% E) observados en la prueba presuntiva y debe permitir elegir el método
mas adecuado para el analisis y determinacion de la CEso, de acuerdo a los siguientes criterios:

8.6.1.11 SE%E>10y % E <50

Entonces, se debe aplicar un protocolo de prueba definitiva donde la concentracion inicial de la
muestra debe ser del 100,0 %, valor que representa la condicion inicial de la muestra sin diluir.
Puede aplicarse el factor de diluciobn mas conveniente, con un minimo de tres diluciones para
calcular la CEso (ver 8.6.2).

En caso de que no sea posible obtener la CEsg, se debe reportar: CEso = No detectable y el % E de
inhibicién de luz obtenido para la concentracion de la muestra al 100,0 % (% Ei= n) en los
tiempos de exposicion probados. Ver su célculo en 8.6.1.10.

8.6.1.12 SE%E>50y%E<100%

Entonces, puede trabajarse con una concentracion inicial del 45,0 % o 50,0 %, o inclusive
concentraciones menores a estas, conforme a lo establecido en la Figura 3 (ver 8.6.3), o utilizar una
concentracion inicial al 100,0 % y proceder de acuerdo a 8.6.2.

8.6.2 Prueba definitiva con concentracion inicial del 100,0 %

8.6.2.1 De acuerdo al origen de cada muestra, preparar su acondicionamiento conforme a 8.2.1 a
8.2.6.

8.6.2.2 En la Figura 2 se ejemplifica el Modelo Metodologico para el analisis de una muestra,
iniciando con una concentracion del 100,0 %, con 3 diluciones, aplicando un factor de
dilucién de 2.

8.6.2.3 Colocar 2 mL de la muestra acondicionada (ver 8.6.2.1) en la celda A5.

8.6.2.4 En Al cologue un tubo para el control.

8.6.2.5 En los tubos de incubacion A2 a A4 cologue 0,5 mL de medio de dilucion de cloruro de
sodio al 2 % (ver 6.2.2) y 0,5 mL de medio de dilucion de tres sales (ver 6.2.3).
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Realice la transferencia de 1 mL de la muestra, de A5 a A4; de A4 a A3; de A3 a A2y de

aqui, descartar 1 mL, de acuerdo con la Figura 2.

Adicionar 0,01 mL de la suspension bacteriana (ver 8.3.2) a cada tubo, iniciando de Al a

AS.

Una vez que se termine la adicién de la suspensién bacteriana, realice las lecturas de
luminiscencia en cada tubo a los 5 min, 15 min y 30 min de exposicion, en el mismo
orden en que se adiciond la suspension bacteriana (de menor a mayor concentracion).

Al término de las lecturas, realice el ajuste de las luminiscencias para obtener los valores
de efecto (I' = Gamma) los cuales se emplean para el calculo de la CE50, esto se realiza
mediante el uso de herramientas probabilisticas (p. ej. funcién probit), programas
adaptados a los sistemas automatizados o mediante célculos manuales para la
determinacion de los valores de Gamma y posteriormente de los % E y del desarrollo del
modelo gréafico para obtencion de la CEso (ver 9.1y 9.2).

En el caso de que los limites de confianza sean mayores al 30,0 % del valor de la CE50
obtenido (considerando un 95,0 % de confiabilidad estadistica), debe repetirse la prueba
para obtener mayor precisién. Con la misma finalidad, también se puede elaborar una
serie con un mayor numero de diluciones, o bien emplear un factor de dilucién menor a 2,
como puede ser: 1:1,2 6 1:1,25 6 1:1,33 o el que se requiera.

1

CONTROL

0% ml de medio
de diluciin de 3
sales + 0,5 ml de
medio de dilucidn
Hall 3%

0,5 ml de medio
de dilucidn de T
sales + 0,5 mL de
mesdio de dilucidn
Mall 2%

(12,5%)

-----------------------------------------------

Trashenr
1 ml

0,5 ml die medio
de dillucidn de 3
sales + 0,5 mL de
medio de diluciin
MNaCl 2%

(25 %)

| Trasferir
1 mlL

| Trasferir
1 mlL

2 mlL de

5 ml de medie muestra

de dilucsin de 3 onginal,
sales + 0,5 mlL de ajustada con
meiedio de dilucidn HaCl en
Nall 2% cristales
(50 %) (100%:)
" Inscular
0,01 mlL de
S HEASIGN
bacteriana |
stock (1x 10 [
oidulas  mlL)

Figura 2 — Modelo Metodoldgico para la prueba definitiva con concentracion inicial al 100%
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8.6.3.1

8.6.3.2

8.6.3.3
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Prueba definitiva con concentracion inicial del 45,0 % 0 50,0 %

De acuerdo al origen de cada muestra, preparar su acondicionamiento conforme a 8.2.1 a
8.2.6.

En la Figura 3 se ejemplifica el Modelo Metodol6gico de anélisis que emplea 3 diluciones
con un factor de dilucién de 2 que se preparan a partir de una muestra con una
concentracién original del 100,0 % (A5), si para el ajuste de la salinidad se emplea NaCl
en cristales. Si se utiliza la disolucién de ajuste osmético adicionada en una proporcion
1:10 del volumen de la muestra, la concentracion original debe ser del 90,0 %. Con base
en lo anterior, la concentracién inicial en B5 y C5 debe ser del 50,0 % o del 45,0 %,
respectivamente.

En este protocolo el andlisis por replicado es opcional, para ello colocar para cada
concentracion un tubo més en la Fila C, como se ejemplifica en la Figura 3.

La serie de diluciones puede prepararse dentro de un sistema automatizado, o por
separado y poner a una temperatura de 15,0 °C = 1,0 °C.

8.6.3.4 Colocar 3,0 mL de la muestra original (ver 8.6.3.1) en la celda A5.

8.6.3.5

8.6.3.6

8.6.3.7

a)

b)

8.6.3.8

8.6.3.9

Colocar en cada tubo de Al a A4, 1,5 mL de disolucion diluente de cloruro de sodio al 2
% (ver 6.2.2).

Realizar la dilucion de la muestra sobre la Fila A (de la A5 a la A2), como se indica en la
Figura 3. La celda Al, debe permanecer sin muestra, para ser utilizada como control.

Los tubos de las filas B y C deben prepararse con el llenado del medio de dilucién de tres
sales y la suspension bacteriana, siguiendo cualquiera de las siguientes dos alternativas:

Adicionar 0,5 mL de la disolucion de tres sales en cada tubo y posteriormente 0,01 mL de
la suspension bacteriana (ver 8.3.2), o,

En un tubo de ensayo o matraz Erlenmeyer, colocar un volumen de la suspension
bacteriana (ver 8.3.2) en 50 volumenes de medio de dilucion de 3 sales (ver 6.2.3).
Homogenizar y mantener a una temperatura de 4,0 °C + 3,0 °C. Posteriormente se debe
adicionar a cada tubo 0,5 mL de esta mezcla.

Esperar 5 min para atemperar todos los tubos a 15,0 °C + 1,0 °C.

Tomar la lectura inicial (lo), de los tubos sobre las Filas B y C. Al terminar,
inmediatamente hacer la transferencia de la muestra, pasando 0,5 mL de A1 aBly 0,5
mL de Al a C1. Hacer lo mismo de forma sucesiva con A2, A3, A4y A5, es decir, de
menor a mayor concentracion.



SECRETARIA DE
ECONOMIA

NMX-AA-112-SCFI-2017
20/41

8.6.3.10 A partir de la transferencia de A1 a B1 y C1, cronometrar y tomar la lectura a los 5 min,
15 min y 30 min, en el mismo orden en que se transfirio la muestra, de menor a mayor
concentracion.

8.6.3.11 Al término de las lecturas, realice el ajuste de las luminiscencias para obtener los valores
de efecto ('=Gamma) los cuales se emplean para el calculo de la CE50, esto se realiza
mediante el uso de herramientas probabilisticas (p. ej. funcién probit), programas
adaptados a los sistemas automatizados o mediante célculos manuales para la
determinacion de los valores de Gamma y posteriormente de los % E y del desarrollo del
modelo grafico para obtencion de la CEsp (ver 9.1y 9.2).

8.6.3.12

En el caso de que los limites de confianza sean mayores al 30,0 % del valor de la CEso

obtenido (considerando un 95,0 % de confiabilidad estadistica), debe repetirse la prueba
para obtener mayor precision. Con la misma finalidad, también se puede preparar una
muestra inicial con mayor concentracion, cuando aplique, elaborar una serie con un mayor
namero de diluciones, o bien emplear un factor de diluciéon menor a 2, como puede ser:
1:1,261:1,25 6 1:1,33 o el que se requiera.

1
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15 mL

)

2

3
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1,5 mbL

15mL

~ 2N

Transferir
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£

~<Z N
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Figura 3 - Modelo Metodoldgico para la
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NOTA: La muestra original en el ejemplo, tiene una concentracion del 100%, que se logra
al emplear NaCl en cristales para el ajuste de la salinidad al 2%, pero puede ser del 90% si
para este ejemplo el ajuste de la salinidad se hubiera efectuado adicionando la disolucion de
ajuste osmético en relacion de 1 volumen por 10 de la muestra.

8.7 Control de calidad analitico

Cada laboratorio que realice pruebas de toxicidad debe contar con un programa de control de
calidad que incluya el seguimiento de la respuesta para por lo menos uno de los toxicos de
referencia indicados en 6.1.2 y 8.5, a través de una carta control y del analisis de muestras
duplicadas.

8.7.1 Carta control para los toxicos de referencia

Es muy importante que la concentracion de los toxicos de referencia sea verificada, a fin de conocer
la variabilidad de la CE50 en las cartas control, ya que con base en dicha carta se establece el
intervalo de variacion de la respuesta de los organismos de prueba y se robustece el control
analitico. Los intervalos de respuesta a los toxicos de referencia, asi como los tiempos de su lectura
deben cumplirse de forma estricta de acuerdo a las especificaciones sefialadas en los incisos
siguientes para ambos compuestos.

8.7.1.1 La carta control del fenol se debe elaborar utilizando los valores de las CE50 obtenidas de
manera experimental (ver 8.3.4). El ambito de respuesta de la bacteria Vibrio fischeri a
este compuesto se encuentra entre 13 mg/L y 26 mg/L a un tiempo de exposicion de 5
min. El coeficiente de variacion debe ser < 17,0 %.

8.7.1.2 La carta control para el zinc Il se debe elaborar utilizando los valores de las CE50
obtenidas de manera experimental (ver 8.3.4). La CE50 del zinc 11, a partir de sulfato de
zinc, para Vibrio fischeri se encuentra entre 0,7 mg/L y 3,7 mg/L para un tiempo de
exposicion de 30 min. El coeficiente de variacion debe ser < 34,0 %.

8.7.1.3 La carta control para el 3,5 Diclorofenol se debe elaborar utilizando los valores de las
CE50 obtenidas de manera experimental (ver 8.3.4). La CE50 del 3,5 Diclorofenol, para
Vibrio fischeri se encuentra entre 2,7 mg/L y 4,1 mg/L para un tiempo de exposicion de
30 min. El coeficiente de variacion debe ser < 10,0 %.

8.7.1.4 La carta control para el cromo VI se debe elaborar utilizando los valores de las CE50
obtenidas de manera experimental (ver 8.3.4). La CE50 del cromo VI, a partir de
dicromato de potasio, para Vibrio fischeri se encuentra entre 6,4 mg/L y 31 mg/L para un
tiempo de exposicion de 30 min. El coeficiente de variacion debe ser < 33,0 %.
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8.7.1.5 El coeficiente de variacion (CV) es la relacion entre la desviacion estandar de una serie de
datos y su media. Se calcula de acuerdo a:

CV= (DS CE50n1-n20/ X CE50n1.n20) 100

En donde:

DS desviacion estandar;

N1 - Nz son los eventos en que se ha determinado la concentracién efectiva media del toxico
de referencia (minimo 20 eventos), y que constituyen la carta control;

X promedio.

8.7.1.6 En caso de emplear las disoluciones sefialadas en 8.4.2, para dar seguimiento a la
sensibilidad bacteriana con disoluciones en concentraciones de los toxicos de referencia,
cercanas a las CEsp de cada uno de ellos, el criterio de aceptacion es que el valor de
inhibicién de la luminiscencia que cause el toxico de referencia elegido se encuentre entre
el 20 %y el 80 %, a los 30 min de exposicion.

8.7.1.7 El valor del factor [ para 15 min o 30 minutos debe estar entre 0,6 y 1,8 (ver formula (3)
en 9.1.2).

8.7.1.8 Cuando en el analisis se emplean réplicas (ver 8.6.3 y Figura 3), la diferencia de los valores
de cada uno de los controles, respecto al promedio obtenido de ellos, se recomienda que no
se desvie en mas de un 3 %.

8.7.2 Andlisis de muestras duplicadas

Cada laboratorio debe efectuar como minimo, el andlisis de una duplica, seleccionando aleatoriamente
una muestra, dentro de la misma sesion de trabajo y bajo condiciones idénticas de manejo del resto de
las muestras.

8.7.2.1 Analisis de significancia estadistica en muestras duplicadas.

El resultado de la prueba de significancia estadistica para el analisis de las diferencias de la CE50
entre muestras duplicadas, es empleado para poder evidenciar la precision del anélisis y respaldar la
confianza analitica de la medicidn, por lo que la aceptacion de los resultados debe estar sujeta también
a la diferencia numérica, significativa o no, de los analisis de muestras duplicadas. La prueba puede
ser efectuada de la siguiente manera:

1) Célculo de factores.- Con base en los valores obtenidos de CEsy para las muestras
duplicadas, calcular para cada duplica:
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Para la duplica 1:
Fi= CEso1
Min IC 1
Para duplica 2:
Fa= CEso2
Min IC ;
En donde:
F Factor para establecer los limites, con un 95 % de confianza, del valor de CE50;
CE50 1,2 Concentracion Efectiva Media reportada en el informe de la prueba, para la duplica 1
y duplica 2,y

Min ICy, Limite inferior del intervalo de confianza en duplica 1 y en duplica 2

2) La relacion de factores

F,, =antilog (logE)* +(logF,)

3) Relacion entre los valores de CE50 de las dUplicas de acuerdo a:
CESO max
CESO min

4) Significancia

A partir de los célculos anteriores, si la resultante de CE50 max / CE50 min excede el valor obtenido para
F12, entonces la diferencia entre las CE50 de la muestra duplicada, es significativa, mientras que en el
caso de ser menor o igual, la diferencia debe ser no significativa.

8.7.3 Interpretacion de los resultados de control de calidad analiticos.

Cuando los valores de la CE50 excedan el dmbito aceptable para el toxico de referencia, o se
detecten problemas en la reproducibilidad, evidenciada mediante el analisis de pruebas duplicadas,
el laboratorio debe revisar los posibles factores de variabilidad, entre los cuales se considera a los
siguientes:

8.7.3.1 Organismo de prueba: almacenamiento 6ptimo de la bacteria liofilizada (ver 6.1.1).
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8.7.3.2 Caducidad de la bacteria liofilizada.
8.7.3.3 Manejo de la bacteria, durante su reconstitucion (ver 8.3).
8.7.3.4 Periciay consistencia en la realizacion de las pruebas por parte de los analistas.

8.7.3.5 Una vez que se han revisado minuciosamente los factores mencionados se deben
documentar y se deben aplicar las acciones necesarias para la correccién en el manejo de
este procedimiento.

0. Resultados
9.1 Calculo de resultados

Al término de la prueba, deben obtenerse los % E y posteriormente calcular la CE50 para los
tiempos de exposicion de 5 min, 15 min y 30 min, con un método estadistico disponible
comercialmente, que sea de utilidad para dicho fin o software asociado a los sistemas
automatizados, en cualquier caso deben también determinarse los intervalos de confianza al 95 %.
También pueden emplearse las ecuaciones (1) y (2) en 9.1.1 y (3) a (9) en 9.1.2 para el célculo
manual de los % E de cada uno de los dos modelos metodoldgicos (ver 8.6.2 y 8.6.3) y la
determinacion de la CEso mediante el modelo grafico (ver 9.2).

9.11 Célculos para el Modelo Metodoldgico para la prueba definitiva con concentracion
inicial del 100,0 % (ver 8.6.2)

El calculo del valor de Gamma (I') para cada dilucion y tiempo 5 min, 15 min o 30 min, permite
obtener los valores de % E. Estos valores se obtienen empleando las siguientes ecuaciones:

Para Gamma (T")

= (le/l) - 1 Q)
En donde:
It es la Gamma al tiempo de incubacion (t);
lic es el nivel de luz (1) al tiempo de incubacidn (t) del control (c), y

I es el nivel de luz (1) al tiempo de incubacién (t) para cada concentracion de la muestra.

Para el % E a partir de Gamma:
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% E =T'¢(100) (2)
En donde:
% E  porcentaje de efecto de inhibicién de luz;

It es la Gamma al tiempo de incubacién (t);

9.1.2 Calculos para el Modelo Metodoldgico para la prueba definitiva con concentracion inicial
del 45,0 % 0 50,0 % (ver 8.6.3), debe seguirse la secuencia de las ecuaciones (3) a (9).

fkt = |kt/|0 (3)
En donde:
fue: Factor de correccién al tiempo de contacto de 5 min, 15 min 0 30 min;
e luminiscencia en el control tras un tiempo de contacto de 5 min, 15 min y 30 min, expresada

en unidades de luminiscencia relativa;

lo: luminiscencia al tiempo cero (to) en las celdillas B1 y C1 (expresada en unidades de
luminiscencia relativa); y

t: tiempo
[(f ktE fkti)/f k] 100 (4)
En donde:
fiai: uno de los dos valores individuales del factor de correccion; y
Fkt: valor medio.
le=lo*f (5)

En donde:

fi es la media de los valores de f referido en la ecuacion (3) para los valores de 5 min, 15
miny 30 min;
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lo: luminiscencia de la lectura inicial de cada una de las celdas en B y C, referidas en 8.6.3.7,
antes de la adicion de la muestra, preparada en la fila A; y
% Valor corregido de lp para cada una de las celdillas de la muestra, antes de la adicion de la
misma.
H = [(lee-19)/1*100] (6)
En donde:
H: la proporcién de luz perdida para cada una de las celdillas de la muestra, después de un

tiempo de contacto de 5 min, 15 min y 30 min, expresado en porcentaje;
1% definido en ecuacion (5); y

1% intensidad de luminiscencia de las celdillas de la muestra después de un tiempo de contacto
de 5 min, 15 min y 30 min, expresada en unidades de luminiscencia relativa

Calcular el efecto inhibidor medio de H; para cada dilucion en porcentaje y calcular la diferencia

aritmética entre las determinaciones en paralelo de Hi y su respectiva media f; en unidades
porcentuales:

H\(%)-Ha(%) (7)

En donde:
Hii: es el valor individual del efecto inhibidor de la dilucién de una muestra de ensayo; y
Hy es el valor medio de cada dilucion (p.ej. HB2 + H:C2/2, etcétera).

r=[H/(100-H)] ®)

Esta formula se emplea para evaluar las relaciones concentracion/efecto. Para ello, se evaltan para
cada dilucion, el valor I'.

En donde:

It es el valor Gamma de la muestra de ensayo, tras un tiempo de contacto de 5 min, 15 miny
30 min; y

H

t Es la media de H, ver la ecuacion (6)



NMX-AA-112-SCFI-2017
27/41

SECRETARIA DE
ECONOMIA

Para el céalculo de la CEsg

1. Se calcula la relacién concentracién/efecto para cada tiempo de exposicién y para cada dilucion
utilizando un analisis por regresién lineal o no lineal segun resulte adecuado.

2. Para la evaluacion de las relaciones concentracion/efecto utilizando una técnica de regresion
lineal se calcula para cada nivel de dilucion el valor Gamma

log C=b log I't+ log a 9)

Es la ecuacion de la recta que describe la relacion concentracion/efecto para un tiempo de
exposicion dado.

En donde:

C: Es la concentracion de la muestra, expresada en porcentaje;
I'c ver ecuacion (8);

b: es la pendiente de la recta; y

loga: valor de la ordenada al origen.

La ecuacion (9) describe una recta con pendiente b y una intercepcion de log a, en la cual se
representa la concentracion y la Gamma (I') correspondiente. Los logaritmos de cualquier base se
pueden utilizar, mientras sean utilizados consistentemente. La (9) denota el logaritmo base 10. La
estadistica de regresion de log C en log T se utiliza para estimar la concentracion que debe dar un
efecto nominal, por ejemplo una CEso.

Para los andlisis de una regresion no lineal hay diversos modelos disponibles en programas
informéaticos y estadisticos o gréaficos estdndar. Generalmente se basan en funciones de la
distribucion normal (p. ej. funcién probit), de la distribucidn logistica (anélisis Logit) o distribucion
Weibull (analisis Weibull). Los efectos inhibidores calculados (H:) pueden usarse directamente para
estimar los pardmetros de la relacion no lineal concentracion/efecto, a partir de la cual pueden
deducirse posteriormente los valores de la CE para todos los niveles. Si el conjunto de pares de
valores no puede ajustarse a la recta, pueden estimarse graficamente los valores de concentracion
efectiva utilizando un sistema con dobles coordenadas logaritmicas.

9.2 Modelo Gréfico para la determinacion de la CEso
Para el célculo de la CEsy mediante este modelo, deben graficarse las Gammas (eje Y) contra la

concentracion de las diluciones de la muestra (eje X). La construccion de la curva debe hacerse
obteniéndose el logaritmo en X y Y 0 en su caso, emplear papel log-log e interpolar a valor de
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Gamma igual a 1, la concentracion que corresponda en el eje X. Este valor de concentracién debe
ser la CESO0.

9.3

9.3.1

9.3.2

9.3.3

9.33.1

9.3.3.2

9.3.3.3

9.3.34

Expresion de resultados

Cuando se trabaja con muestras de concentracion conocida el resultado debe expresarse
como CEsp en unidades de concentracion, ya sean masa volumen (m/v), o volumen-
volumen (v/v), ya que se conoce la concentracion de la sustancia que inhibe en un 50,0 %
la intensidad de la luz emitida por la bacteria Vibrio fischeri. En este caso se requiere que
no se reporte el resultado en Unidades de Toxicidad.

Cuando se trabaja con mezclas de agua, como son aguas haturales, descargas de aguas
residuales, sedimentos, lixiviados, elutriados, extractos, o una muestra compleja de la cual
no se conoce la concentracion de las sustancias que contiene, la CE50 se debe expresar en
porcentaje (%), porque no se tiene idea de su composicién especifica y puede
acompafiarse por el valor de Unidades de Toxicidad que corresponda (ver 4.14).

La expresién de los resultados como CEsg (ver 4.4) o UT (ver 4.14) debe ser como sigue:

Cuando en una prueba presuntiva o exploratoria ocurra que LM > LC o que la LM
presente una reduccion de la luminiscencia de hasta 10,0 % respecto al control, la muestra
se debe reportar como No Toxica. No es necesario llevar a cabo una prueba definitiva para
determinar la CEso.

Cuando en una prueba definitiva, con una concentracion inicial del 100,0 %, en donde el
% E > 10,0 y % E < 50,0 no sea posible obtener la CEso, se debe reportar: CEso = No
detectable y el % E de inhibicién de luz obtenido para la concentracion de la muestra al
100,0 % (% Ei00= n), de acuerdo a 8.6.1.11. Se debe expresar como:

CE50 > 100,0 % con % Eigo=n
Cuando en una prueba definitiva, con una concentracion inicial del 100,0 %, en donde el
% E > 10,0 y % E < 50,0 sea posible obtener la CEso, el resultado se debe expresar de
acuerdo a 9.3.2:

CEsoZX%yUTZH
Cuando en una prueba definitiva, con una concentracion inicial del 45,0 % o 50,0 %, en
donde el % E > 50,0 y % E < 100,0 de acuerdo a 8.6.3, los resultados se deben expresar

como:

CEso=X%yUT =n
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9.3.3.,5 Si en una prueba definitiva se obtiene que la CE50 = 100,0 % de la concentracion inicial
de la muestra. Entonces se tiene:
CE50 =100,0 %

Esto significa que la muestra naturalmente genera el 50,0 % de efecto en la poblacion. Por lo tanto
en Unidades de Toxicidad se obtiene lo siguiente:

UT =100/100,0 % = 1,0
Por lo tanto se debe expresar como:
CE50 =100,0% y UT =1,0

Siempre que la CE50 sea menor a 100,0 % (CE50 < 100,0 %), el valor de UT debe ser mayor a 1,0
(UT > 1,0). El valor debe reportarse con 3 decimales, para ambas expresiones.
10. Informe de la prueba
Informacién que debe estar contenida en la bitdcora del analista o en registros de laboratorio.

a) Cadena de Custodia.

b) Referencia del método de prueba aplicado.

¢) Tipo de muestra (ver 8.2.1 a 8.2.6).

d) Forma de almacenamiento y preservacion de la muestra.

e) Datos fisicoquimicos al inicio del andlisis: pH, oxigeno disuelto, conductividad, salinidad,

temperatura de la muestra, asi como sus caracteristicas aparentes de la muestra: olor, color,

presencia o ausencia de burbujas y espuma.

f) En el caso de muestras de sedimento, indicar tipo de sedimento aparente (limoso, rocoso,
arenoso o cualquier otro).

g) Fecha de inicio y término del andlisis.

h) Registrar los nimeros de lote, caducidad y marca del reactivo bioldgico (ver 6.1.1), asi
como la preparacion de las disoluciones sefialadas en 6.2.

i) Tipo de prueba realizada (presuntiva o definitiva).
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j) Tratamiento aplicado a la muestra, cuando proceda.

k) Indicar cuando se haya realizado correccion por interferencia de color
1) Porcentaje de efecto (% E) de la prueba presuntiva o exploratoria.

m) Concentraciones utilizadas en las pruebas definitivas.

n) Respuesta obtenida en las muestras, expresada de acuerdo a 9.3, sefialando ademas los
limites de confianza al 95,0 %.

0) Firma del responsable de la realizacion de las pruebas de toxicidad.

p) Observaciones sobre cualquier detalle de operacién no especificado en esta norma e
incidentes que puedan afectar el resultado.

q) Registrar el toxico de referencia utilizado en la prueba de sensibilidad y la CE50 obtenida
para el lote del reactivo bioldgico (ver 6.1.2).

r) Cuando el laboratorio, genere archivos electronicos asociados al desarrollo o resultados de
las pruebas, el analista los debe archivar.

11. Vigencia
La presente Norma Mexicana, entrara en vigor a los 120 dias naturales después de la publicacion de
su declaratoria de vigencia en el Diario Oficial de la Federacion.
12. Concordancia con Normas Internacionales
Esta Norma Mexicana es modificada (MOD) con respecto a la Norma Internacional 1SO 11348-
3:2007 (E), Water quality—Determination of the inhibitory effect of water samples on the light

emission of Vibrio fischeri (Luminiscent bacteria test) — Part 3: Method using freeze-dried bacteria,
y difiere en los siguientes puntos:

Capitulo/Inciso Modificaciones

Capitulo 7 La ISO considera congelacién por dos meses a

-18 °C 0 menor a ésta. Sin embargo, el cambio se acoto a
congelacidn hasta por 15 dias posteriores a su colecta, ya que
se considera un tiempo perentorio para desarrollo de analisis
y entrega de resultados.

Explicacion:
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Para lograr una mayor certeza sobre la no alteracion fisica, quimica y toxicoldgica de las
muestras, por un almacenaje prolongado.

8.2.4 Preparacion de muestras Se incluy6 el inciso
de agua intersticial de
sedimentos

Explicacion:
Porque en la norma 1SO 11348-3:2007 (E), no se explica el procedimiento y puede haber
métodos alternativos para su obtencion, que generen variacion de la toxicidad.

8.2.5 Preparacion de elutriados | Se incluyd el inciso
y de sedimentos

Explicacion:

En consistencia con lo anterior, porque en la norma ISO 11348-3:2007 (E), no se explica el
procedimiento y puede haber métodos alternativos para su obtencion, que generen variacion de
la toxicidad.

8.2.6 Extractos de fase solida Se incluyé el inciso
con disolventes

Explicacion:
Porque el analisis toxicoldgico de sedimentos no se hace por exposicion directa de la muestra,
sino sobre la solubilizacion de compuestos que pudieran estar contenidos en la muestra.

8.6.1 Prueba presuntiva o Se incluyé el inciso
exploratoria;

Explicacion:
Porque permite la discriminacion de muestras tdxicas de las no toxicas y la decision sobre la
concentracion inicial de andlisis para la prueba definitiva.

8.6.2 Prueba definitiva conuna | Se incluyo el inciso
concentracion inicial al 100,0 %

Explicacion:

Porque la maxima concentracion posible de andlisis inicial de una muestra en la ISO 11348-
3:2007 (E), es del 50% y méximo del 80%. Para los fines de los controles en México, es
necesario poder realizar el analisis en su condicion natural (100 %).

Apéndice A (Normativo) Se incluyd el apéndice
Lavado de material y cristaleria

Explicacion:

Porque es necesario que para poder reutilizar el material de vidrio no desechable y de uso
continuo en el laboratorio, se requiere un lavado que remueva compuestos organicos e
inorganicos. Las sugerencias de lavado s6lo consideran la remocidn de alguno de estos grupos.
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Apéndice A
(Normativo)
Lavado de material y cristaleria

Todos los materiales y recipientes de uso rutinario en el area, no desechables, deben lavarse
perfectamente antes de su uso en cualquier actividad relacionada con este método de prueba, para
evitar que contengan residuos potencialmente toxicos a los organismos. El método se describe a
continuacion:

Al Lavar el material con detergente libre de fosfatos y enjuagar dos veces con agua de
la llave.
A2 Sumergir por lo menos, durante 24 h el material en una disolucion de acido nitrico

aproximadamente al 10 %, para eliminar residuos metélicos, o si se requiere su uso
inmediato, puede optarse por la aplicacion de acido nitrico concentrado.

A3 Enjuagar con agua destilada o desionizada hasta eliminar los residuos &cidos y
escurrir.
A4 Enjuagar con acetona de grado reactivo analitico o superior, para eliminar residuos

organicos. Dejar que se volatilice la acetona

A5 Enjuagar con agua desionizada y dejar secar completamente a temperatura ambiente
0 en horno.

A.6 Si el secado se realiza por el secado en horno, se sugiere un tiempo minimo de 3 h a
aproximadamente 100 °C para asegurar la eliminacion total de los productos de
lavado.

A7 Guardar el material protegiéndolo del polvo y sustancias contaminantes.
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Apéndice B
(Normativo)
Método para la correccion de la CE50 en muestras con interferencias de color o turbiedad.

B.1  Aplicacion

Cuando una muestra presenta coloracién visible, especialmente en la gama de colores del rojo al
marron, puede producirse la interferencia en la deteccion de la emision de luz y alterar el valor de
luminosidad en las diversas diluciones de prueba y por consecuencia también el valor de la CEso. Si
esto sucede en la dilucién mas cercana a la CEsg, debe determinarse si hay interferencia mediante la
obtencion del valor de absorbancia. Para ello, puede emplearse cualquier procedimiento
espectrofotométrico que permita su obtencion, asi como corregir el valor de la CEso si resulta
procedente.

Un método que puede ser empleado es el descrito en B.2.
B.2 Equipamiento complementario
a) Tubos de vidrio para correccion del color (ver 5.2 b)

Tubo de vidrio borosilicato de doble compartimento para correccion de color, compatible
con el luminémetro.

b) Pipetas Pasteur.
B.3 Procedimiento operativo

El procedimiento de correccion de color se realiza a una temperatura de 15,0 °C £ 1,0 °C en un
incubador termostatizado.

Se prepara una dilucion de la muestra de ensayo de concentracion proxima al valor de CEso. Si
difieren mucho los valores de la CEso para los distintos tiempos de lectura elegir la concentracion
mas baja para preparar un concentracion similar o cercana a esta, llamada Ck.

NOTA 1: Se transfieren 2,0 mL del medio de dilucién de cloruro de sodio al 2 % al
compartimento exterior del tubo para correccion de color.

Se prepara la solucion bacteriana de acuerdo a los numerales 8.3.1 a 8.3.3.

NOTA 2: Después de mezclar la disolucion bacteriana esperar 15 min y
posteriormente transferir un volumen de ésta al compartimento interior del tubo para
correccién de color hasta que se iguale el nivel del liquido que se encuentra en el
compartimiento exterior.
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Marcar el tubo para correccion de color en algun punto de forma que siempre tenga la misma
posicion dentro del luminémetro.

Medir la intensidad luminosa (Bo) y poner en marcha el cronémetro.
NOTA 3: Extraer del tubo de correccion de color el medio de dilucion de cloruro de
sodio colocado en el compartimiento exterior y reemplazar por 2,0 mL de la dilucion de la
muestra de ensayo (Ck) preparada y enfriada a 15,0 °C £ 1,0 °C.

Se mide la intensidad luminosa (Is) a los 5 min después de la primera medida.

Se extrae, la muestra diluida del compartimento exterior y se reemplaza nuevamente por 2,0 mL de
dilucion de cloruro de sodio.

Se mide nuevamente la intensidad luminosa (B1o) a los 10 min después de la primera medida.
NOTA 4: El procedimiento puede simplificarse utilizando dos cubetas idénticas para
correccion de color. El compartimento exterior de la primera cubeta se rellena con agua de
dilucion; el compartimento exterior de la segunda se rellena con la muestra diluida. Después
de 15 min pueden medirse las intensidades luminosas By e lo. Estos valores reemplazan los
de Bs e Is en los célculos siguientes.

B.4  Calculo

En los siguientes calculos se asume que la muestra coloreada se comporta segun la ley de Lambert-
Beer, caso que generalmente se da.

Se calcula Bs a partir de la ecuacion B.1:

Bs=By=—2 10 (B.)

Se calcula para un tiempo de exposicion dado (t) la absorcion (A:) de la concentracion CEso, NO
corregida, a partir de la ecuacion B.2:

CE B
At=¢-k-ln—5 (B.2)
Ci Is
En donde:
C: es la concentracion de la muestra o sustancia quimica sometida a

ensayo (en lo que respecta al color);

es una constante del sistema, de caracter empirico;
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55
Is
Se calcula la transmisién correspondiente (T:) a partir de la ecuacion B.3
-4,
l—e
Ii=— B.3
) (B:3)
Se calculan los valores corregidos de gamma ([I¢) a partir de las ecuaciones B.4 y B.5
el,=(5T)—4 (B.4)
y
I.=cl; T, (B.5)
En donde:
¢t es el factor de correccion para los valores de gamma a un tiempo de

exposicion dado (t);
0 es el valor original de gamma.
Se efectlia un nuevo célculo de los resultados del ensayo con los valores corregidos de gamma.

NOTA: Para un tiempo de exposicion dado, puede calcularse la absorcion (A) y la
transmision (T:) para cada concentracion de ensayo, asi como el valor de gamma no
corregido, con ayuda de la ecuacién B.6:

[.=T(1+1,)-1 (B.6)

El factor de correccion es el mismo para todos los valores de gamma, suponiendo que la pendiente
de la recta original es correcta. Por tanto, es suficiente con calcular solamente el factor de
correccion de un valor de gamma. En este calculo se utiliza el valor de gamma correspondiente a la
concentracion CEso;, no corregida ([ /¢ = 0,25). La férmula para el célculo del factor de correccion
se obtiene por deduccion, de la ecuacion B.7:
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_ 25—
-:’F,=r':=rr(l+r°) l=1}{1+0 ) 1=(51’})—4 5
r, r, 0.25 (B.7)
En donde:

C es la concentracion de la muestra;

l¢ es el valor de bioluminiscencia, medido a un tiempo de exposicién dado (t);

cl 1t esel factor de correccion para los valores gamma, a un tiempo de exposicion (t) dado;
"0 esel valor de gamma original;

¢ es el valor de gamma corregido.

B.5 Ejemplo

Datos de correccion del color

Ck=10,0% en

fraccion de volumen Bs =81 ls =78 k=31

Célculos de correccidn del color

C =% en fraccioén

5 min 15 min 30 min
de volumen
Ccllsg= 0,708 Cllis= 0,670 Cll = 0,657
10 15 0 ic 115 1o C 130 0 Llc
blanco 100 90 0,076 | 0,054 80 0,059 | 0,040 70 0,055 0,036
5,625 98 82 0,343 | 0,243 74 0,253 | 0,170 65 0,242 0,159
11,250 94 63 0,920 | 0,651 60 0,829 | 0,556 53 0,768 0,505
22,500 96 45 482 | 3,412 42 3,665 | 2,389 38 2,994 1,967
45,000 97 15 17 17

ecuacion inicial: In171=1,96 xInC -5,96 In1[1=1,95xInC -6,16 In117=1,90xInC -6,12

ecuacion corregida: | In [111=1,96xInC-6,30 | In 111=195xInC-6,56 | In 111=1,90xIn C -6,53

CEsO,t inicial 10,3 11,6 12,1

CE50,t corregida 12,3 14,3 15,1
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Apéndice C
(Informativo)
Preparacion de agua de mar artificial (AMA) y
agua salobre artificial (ASA)

El agua de mar no es sélo una solucion de cloruro de sodio y agua, sino es mas bien una mezcla
compleja de diferentes sales, las cuales satisfacen el requerimiento osmético en los organismos
marinos y salobres, para mantener la homeostasis en el metabolismo.

Para asegurar un medio de dilucion éptimo osméticamente y libre de tdxicos, que pudieran
interferir en la respuesta de sensibilidad de los organismos que son utilizados en pruebas de
toxicidad, es indispensable preparar un medio artificial que asegure ambas condiciones.
Adicionalmente, debe asegurarse la condicion salina inicial de la muestra al ser diluida.

Derivado de lo anterior se sugiere utilizar las siguientes formulaciones, en funcién del tipo de
muestra que se vaya a trabajar (ver 8.2.2'y 8.2.3).

Tabla C.1 - Preparacion de agua de mar artificial (AMA) y agua salobre artificial (ASA)

Agua marina artificial Agua salobre artificial

sal (g/L) (AMA) (ASA)
NaCl 22,0 14,19
MgCl,.6H20 9,7 6,26
Na,SO, anhidro 3,7 2,39
CaCl; anhidro 1,0 0,65
KCI 0,65 0,42
NaHCOs3 0,20 0,13
H3BOs 0,023 0,015
Conductividad (uS/cm; 20,0 °C) 47 000 £ 1 000 31 000 + 1 000
Salinidad (20,0 °C) 31,0+1,0 20,0+1,0
pH 750,22 750,22

Se preparan con agua destilada (ver 6.1.5).
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