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RESUMEN

El monitoreo y control de algas constituye una herramienta fundamental en la prevencién de incidentes de
produccién de toxinas y malos olores y sabores, en un cuerpo de agua destinado al consumo humano.

Se procedié a relevar, monitorear y cuantificar la presencia de cianobacterias, géneros y especies que
protagonizan la floracion masiva y generan no solo toxinas sino también metabolitos que alteran la calidad
sensorial del agua en el Rio Uruguay, fuente de agua potable para las localidades de Santo Tomé, Paso de Los
Libres y Monte Caseros, en la Provincia de Corrientes, Argentina. Ademas, se elaboré una metodologia de
analisis de toxinas a través de técnicas de inmunoensayos, y de bioensayos en ratones, para evaluar toxicidad
proveniente de cianobacterias (cianotoxinas), proponiendo una marcha analitica a partir de los resultados de
recuentos celulares y como control de aptitud del tratamiento frente a los metabolitos que generan estos
eventos en cuerpos superficiales se realizaron ensayos de remocion de cianotoxinas y de compuestos
generadores de olores y sabores que alteren la calidad organoléptica del agua a potabilizar, con medios
adsorbentes como carbon activado obteniendo diferentes porcentajes de remocion seglin su origen.

PALABRAS-CLAVES: Cianobacterias, Cianotoxinas, Geosmina, Carbon activado, Rio Uruguay.

INTRODUCCION

Las floraciones de microalgas impactan negativamente en la calidad de agua de muchos ambientes de agua
dulce, tanto en aquellos utilizados como fuente de agua para consumo humano como para actividades
recreativas y agropecuarias.El incremento en la concentracion de nutrientes, los bajos caudales y las altas
temperaturas, favorecen el desarrollo masivo de algas, especialmente del grupo de las cianobacterias.

Muchas especies de cianobacterias son capaces de producir diversas hepatotoxinas y neurotoxinas, asi como de
la generacion de malos olores y sabores, tales como la geosmina y el 2-metilisoborneol (2-MIB), por lo cual el
monitoreo y control de las mismas es de fundamental importancia para los organismos responsables del
abastecimiento de agua potable.

Dolichospermum spiroides (productora anatoxina-a Yy geosmina) de es una de las especies formadoras de
floraciones de mas frecuente ocurrencia en Argentina. Aphanizomenon schindleri ha sido descripta para lagos
Canadienses, siendo observada por primera vez en Argentina durante el presente estudio. No hay registros hasta
el momento de produccion de toxinas por parte de esta especie (Otafio, 2009b). Analisis realizados en agua
cruda durante estas floraciones resultaron en la no deteccion de estas toxinas, o presencia de las mismas en
concentraciones muy inferiores al nivel guia para agua potable.

El objetivo de este estudio fue investigar la presencia de algas potencialmente toxicas que pudieran estar
presentes en el Rio Uruguay, fuente de agua potable para las localidades de Santo Tomé, Paso de Los Libres y
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Monte Caseros, en la Provincia de Corrientes, ubicado en el nordeste de Argentina, y constituye el limite entre
Argentina y Brasil, y Argentina y Uruguay. Los sitios estudiados se encuentran localizados en la Provincia de
Corrientes: Santo Tomé (28°32°38"S, 56°01°43"W), Paso de Los Libres (29°43"44”S, 57°05"11"W) y Monte
Caseros (30°14°54”S, 57°37°25"W)..

Desde que se detectd la primera floracién de cianobacterias en las fuentes superficiales de captacién en la
provincia de Corrientes, la empresa prestataria del servicio de agua potable puso en marcha un plan de accién
consistente en la evaluacion del grado de proteccion brindado por los sistemas de potabilizacion frente a
floraciones de cianobacterias siguiendo las recomendaciones de la OMS; en el caso de las localidades afectadas
sobre la margen del rio Uruguay, se describe en detalle la metodologia utilizada para recoleccién de muestras y
realizacion de bioensayos en ratones para evaluar toxicidad proveniente de cianobacterias (cianotoxinas),
informando los resultados obtenidos y proponiendo una marcha analitica para evaluacion de cianotoxinas a
partir de los analisis de recuentos celulares de cianobacterias.

Las cianobacterias en su desarrollo masivo pueden ocasionar_problemas organolépticos debido a la presencia de
compuestos generadores de olores como ser la geosmina o el 2-metilisoborneol, estas son sustancias cuyo
olor/sabor (identificado como terroso-moho) se encuentran en umbrales cuyas concentraciones van de 4 ng/L
(nanogramos por litro) a 14 ng/L. Para su analisis se necesita instrumental muy especifico lo que dificulta
brindar una respuesta adecuada en el manejo de las plantas de tratamiento, a lo que se suma una gran
problematica de percepcion por parte de los consumidores, debido a sus muy bajos niveles de deteccion, ya que
si el agua presenta olor o sabor, estos pueden interpretar que existe algln riesgo sanitario y/o algin problema
en el origen del agua, en su tratamiento o en la red de distribucién.

Considerando que el carbén activado en polvo constituye un medio adsorbente donde los compuestos
generadores de olores (geosmina y 2-metilisoborneol) asi como toxinas algales como la microcistina pueden
quedar retenidos, se emplea este medio en las plantas de tratamiento como sistema de eliminacién de estos
agentes que aporta la presencia de cianobacterias en los cursos de agua superficial.

MATERIALES Y METODOS

Para el analisis de fitoplancton se recolectaron muestras de agua de entrada a las plantas potabilizadoras de las
tres localidades con frecuencia diaria 0 semanal durante los afios 2008 y 2009. Las mismas fueron fijadas con
solucion de Lugol y concentradas por centrifugacién para la cuantificacion del fitoplancton. La identificacion de
los organismos fue realizada por observacion con microscopio 6ptico utilizando claves y manuales
taxondémicos. La cuantificacion se efectud con cdmara de Sedgwick de acuerdo a la metodologia de APHA
(1998).

Se realizaron analisis de las toxinas microcystinas, cylindrospermopsina y saxitoxinas mediante la técnica de
ELISA, y de anatoxina-a por HPLC-MS/MS. La determinacion de anatoxina-a se realizé en los laboratorios de
la Universidad Nacional de Cordoba por HPLC/MS.

Los bioensayos en ratonesfueron realizados en el bioterio del Centro Nacional de Parasitologia y Enfermedades
Tropicales en la ciudad de Corrientes. Se realiz6 la observacidn de los individuos entre las primeras 2 hs y 24 hs
y para el control de toxinas se emplearon muestras concentradas.

Preparacion de muestras concentradas para bioensayo: Las muestras fueron recolectadas con red de
fitoplancton, y conservadas refrigeradas hasta ser procesadas, para cada punto de muestreo se realizdé dos
recolecciones con red recolectando un volumen concentrado de 1,5 L a partir de un volumen original
aproximado de 56 L de agua de rio. Como control positivo se utilizé un liofilizado de un lago con gran
desarrollo de cianobacterias productoras de microcystina se preparé 20 mg/mL de liofilizado, se filtr6 y se
reservo frizado, como control negativo se us6 solucion fisiolégica.

Preparacion de los animales: Se utilizaron ratones Mus musculus macho cepa BALB/C de 20 a 25 gr los
cuales no han sido expuestos previamente a ningun toxico.
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Inoculacion: Se inicié en horas de la mafiana, 1ml de muestra preparada fue inyectada por duplicado
intraperitonealmente, en cada ejemplar de ratén. Se inocularon ejemplares con testigo y control negativo
respectivamente ubicandolos en las jaulas correspondientes.

Eliminacion de residuos: Se procedio a descartar los animales mediante el procedimiento establecido por el
CENPETRORP para tal fin.

Para el anélisis de compuestos generadores de sabores y olores en agua que aparecen debido a las
floraciones masivas de cianobacterias se capacito y se establecié un panel sensorial en las plantas de tratamiento
mas afectadas sobre la margen del Rio Uruguay (Santo Tome, Monte Caseros y paso de los Libres). El perfil de
olor se hace a 25°C y a 45°C y el perfil de sabor solo a 25°C en las aguas naturales, salidas de plantas y puntos
de red. Los Panelistas entrenados caracterizan cualitativamente la muestra segin la Rueda de Olor y Sabor, la
cuantificacion de la intensidad se hace con la escala del 0 al 12 (Mallevialle 1995)

Para evaluar aptitud del carbén activado en polvo para uso en la remocién de compuestos que alteran el
gusto y olor considerando su rendimiento en la adsorcion se empleé:

- carbon activado seco a 110°C durante 24 hs

- estandar de Geosmina

- Agua del cuerpo superficial procedente del Rio Uruguay

Se utiliz6 prueba de reactor discontinuo seguin metodologia descripta en referencia 2

Las Condiciones de Adsorcién fueron: evaluacién a los 10 min y a los 40 min y concentracién inicial de
Geosmina: 138.6 ng/L

La determinacién analitica para la deteccién de geosmina y 2-metilisoborneol se realizé en muestras de
agua por microextraccion en fase solida con SPME Fiber: 2 cm-50/30 um DVB/Carboxen/PDMS StableFlex
bajo Temeperatura de Extraccion:60°C para un volumen de 40 ml con cloruro de sodio en viales con septa de
teflon y analisis por cromatografia gaseosa con deteccion de masa en modo SIM empleando columna HP-5Ms
5% Phenyl Methyl Siloxane

Para los ensayos de adsorcion de carbon activado en polvo frente a toxinas algales, se evalud la variacion
de la concentracion de Microcistina empleando diferentes carbones CA01 USA — mineral; CA02 ESCOCIA-
mineral; CA03 BRASIL-vegetal, CA04 BRASIL-vegetal ; CA05 BRASIL-vegetal; CA06 vegetal; las
condiciones de trabajo fueron en matriz agua destilada; se colocd sobre agua destilada la cantidad necesaria de
liofilizado algal para obtener 6 preparados con una concentracion inicial de 71 ug/L para todos los carbones
excepto el CAO6 para el que se utilizé 178 ug/L.. Se evalud la adsorcion a los 5 min y 30 min a dosis de
20mg/L.

RESULTADOS DE MONITOREOS DE CIANOBACTERIAS EN CUERPOS DE AGUA
SUPERFICIAL

Durante el verano de 2008 se produjeron dos picos de abundancia de fitoplancton, el primero en enero-febrero
debido a una floracién de Dolichospermum spiroides, la cual presentd una abundancia maxima en Monte
Caseros con 87.750 cél./mL, constituyendo el 90% del fitoplancton total. El segundo pico se produjo en marzo-
abril con un maximo de 32.325 cél./mL de D. spiroides en Santo Tomé (74% del fitoplancton total), y de
447.600 cél./mL de Aphanizomenon schindleri en Monte Caseros (93% del fitoplancton total). En marzo-abril
de 2009 se registro otra floracion de A. schindleri, con un méximo de 458.000 cél./mL (95% del fitoplancton
total) en Santo Tomé, aunque en dicho periodo la abundancia de D. spiroides no superé las 10.000 cél./mL
(Figura. 2)

Se registraron ademas otras poblaciones de cianobacterias, con una abundancia maxima de 17.375 cél./mL de
Microcystis aeruginosa y 32.306 cél./ml de Microcystis wesenbergii en Monte Caseros, y de 6.500 cél./mL de
Dolichospermim planctonicum, 9.000 cél./mL de Cuspidothrix cf. issatschenkoi y 50.200 cél/mL de
Cylindrosdpermopsis raciborskii en Paso de Los Libres.

Los maximos valores de las diversas toxinas (Tabla 1) detectadas en el agua cruda siempre estuvieron con
valores inferiores a los valores guia de la OMS para agua potable.

ABES - Associacéo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



/' TRy
83 X

ABES
Tabla 1. Valores maximos de metabolitos algales y su correspondiente abundancia de algas.
Valores
Metabolito maximos Abundancia de especies Lugar y Fecha
metabolitos
Microcystinas 0,6 ug/L 9.000 cél./mL M. aeruginosa Paso de Los Libres, 12/04/2008
Saxitoxinas 0,31 pg/L 13.300 cél./mL C. raciborskii Santo Tomé, 26/03/2008
Anatoxina-a 0,055 pg/L 11.150 cél./mL D. spiroides Santo Tomé, 26/03/2008
Geosmina 463 ng/L 87.750 cél./mL D. spiroides Monte Caseros, 03/02/2008

RESULTADOS DE EVALUACION DE TOXICIDAD CIANOBACTERIANA EN FUENTES DE AGUA
DE PLANTAS POTABILIZADORAS DE CAPTACION SUPERFICIAL

Se realizo la observacion permanente durante las primeras 2 hs, a los 40 min se produjo el deceso del ejemplar
testigo positivo, los sintomas fueron: caminata lenta, letargo, somnolencia, inflamacion abdominal, hasta
quedarse quieto inmdvil en un sector de la jaula con respiracion lenta y muerte.

Se continud la observacion de los deméas animales frecuentemente por 24 hs, los mismos no presentaron
sintomas de neurotoxicidad, su comportamiento fue muy similar al de los controles negativos, inmediatamente
después de la inoculacidon se mostraron retraidos para luego recuperar la actividad..

Necropsia

Luego del deceso del animal testigo positivo se procedié a realizar la diseccion del mismo, se observé
importante inflamacién del higado, el mismo presenté color oscuro hemorragico, se registrd en la tabla de
registro el peso del higado y la hora de deceso. En todos los ejemplares inoculados con muestra el aspecto del
higado fue de color méas oscuro que el control pero no se observd inflamacién evidente.

Los recuentos de algas y analisis de toxinas en las muestras de agua superficial se describen en las Tablas 2 a 4
y en agua de consumo no se detectaron toxinas.

Tabla 2-Recuento celular de algas de muestras en estudio:

Muestra Agua rio Uruguay Agua rio Uruguay Agua rio Uruguay
S Tomé P L Libres M Caseros
Fecha de muestreo 26-03-09 30-03-09 31-03-09
ESPECIES POTENCIALMENTE
TOXICAS (cél./ml)
Anabaena spiroides 3.450 934 300
Anabaena planctonica 1.500 1.750 67
Aphanizomenon schindleri 458.000 281.000 125.003
Aphanizomenon issatchenkoi 2.000 667 5.384
Cylindrospermopsis raciborskii 11.250 2.000 3.250
Microcystis aeruginosa 0 0 667
Microcystis wesenbergii 0 1.000 32.306
OTROS ORGANISMOS (cél./ml)
Aulacoseira granulata 0,00 0,00 16,67
Crhysophyta 100,00 150,00 769,00
Chlorophyta 2.300,00 1.650,00 1.600,00
Cyanophyta 2.750,00 1.834,00 26.429,00
Pyrrophyta 0,00 8,40 0,00
TOTAL 481.350 290.993 195.792
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Tabla 3-Toxinas en muestras de agua del rio sin concentrar.
Muestras Agua rio Uruguay | Agua rio Uruguay | Agua rio Uruguay
S Tomé P L Libres M Caseros
Fecha de muestreo 22-03-09 30-03-09 31-03-09
Microcystina (ppb) <0.16 <0.16 <0.16
Cilindrospermopsina (ppb) <0.10 <0.10 <0.10
Saxitoxina (ppb) <25 <25 <25
Anatoxina (ppb) 0.055 - -

Tabla 4-Toxinas en muestra de agua del rio concentradas para bioensayos y control positivo

Muestras

Agua rio Uruguay

Agua rio Uruguay

Agua rio Uruguay

Control Positivo

S Tomé P L Libres M Caseros
Fecha de muestreo 26-03-09 30-03-09 31-03-09 -
Factor de concentracion 1800 2800 2800 -
Microcystina (ppb) 0.65 0.80 2.02 17250
Cilindrospermopsina (ppb) <0.1 0.14 0.19 <0.10
Saxitoxina (ppb) <2.5 <2.5 <2.5 <2.5

De acuerdo a los datos obtenidos en los bioensayos,
sintomas de hepatotoxicidad llegando incluso a la muerte en 40 minutos,

el raton inoculado con el testigo positivo present
porcentaje de peso del higado

respecto al peso del animal cercano al 7%. En cambio los animales inoculados con las muestras ensayadas
(Santo Tome, Paso de los Libres, y Monte Caseros) no presentaron signos evidentes de inflamacion o
hepatotoxicidad con porcentaje de peso de higados muy cercano al valor del control negativo, excepto los
ejemplares inoculados con la muestra de Monte Caseros, los cuales presentaron color oscuro del higado y uno
de ellos present6 un 6.3% de peso del higado respecto al peso del animal, debido probablemente a la presencia
de dosis subletales de hepatotoxinas en la muestra concentrada.Ningin animal presenté sintomas de
neurotoxicidad.

RESULTADOS DE PANEL DE CATA EN PLANTAS POTABILIZADORAS.

En las plantas de tratamiento de las tres localidades se determinaron la calidad sensorial del agua, registrandose
en la fuente natural olores asociados principalmente a moho vy tierra, en tanto que muy pocos dias olores a
séptico y barro. En las salidas de planta se registraron olores a moho - hierba, teniendo periodos de
permanencia que van desde el mes de enero a marzo.

La calidad sensorial en el afio 2010 puede sintetizarse en:

Santo Tome:

Agua Natural: intensidades de 4 a moho en general

A.Natural: 45° :intensidades de 6-8 para periodos de mayor percepcién y 2 cuando es bajo en olor.
Salida de planta: intensidades de 2 en olor a tierra para periodos de mayor percepcion.

Paso de Los Libres:

Agua Natural: intensidades de 4 a tierra en general

A.Natural: 45° :intensidades de 6 para periodos de mayor percepcidn y 2 cuando es bajo en olor.
Salida de planta: intensidades de 2 en olor a tierra para periodos de mayor percepcién

Monte Caseros:

Agua Natural: intensidades de 4 a hierba/ moho en general

A Natural: 45° :intensidades de 6-8 para periodos de mayor percepcién y 2 cuando es bajo en olor.
Salida de planta: intensidades de 2 en olor a moho para periodos de mayor percepcion

A partir de estos analisis se puede tener rapidamente informacién de la calidad organoléptica del agua de
entrada al proceso de potabilizacion y una rapida respuesta a los ajustes de proceso de dosificacion y
tratamiento del agua ante este tipo de eventos. Estos datos se corroboraron con analisis de geosmina por
cromatografia gaseosa con deteccion de masa y microextraccion en fase sélida. En el agua natural se registraron
valores desde 5 a 820 ng/L
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En planta se procedié a dosificar el agua natural con carbon activado en polvo, realizindose ensayos de
adsorcién y determinacion analitica de la geosmina durante todas las etapas del proceso a fin de evaluar su
remocion.

RESULTADOS DE ENSAYOS DE ADSORCION CON CARBON ACTIVADO

Adsorcion de Geosmina: empleando carbén activado en polvo la adsorcion presentd los siguientes resultados
a diferentes tiempos en la tabla 5

Tabla 5 : Ensayo de adsorcion de geosmina
TIEMPO DE ADSORCION 10 min

dosis de pac 5 10 20 40 50
cantidad de geosmina — fase acuosa (ng/l) 94.96 85.95 24.79 6.37 5.43
cantidad de geosmina removida (ng/l) 43.64 52.65 | 113.81 | 132.23 | 133.17

capacidad de adsorcion: cantidad de geosmina 8.73 5.27 5.69 3.31 2.66
removida por unidad de masa de cap ng/mg

% remocion 31.49 37.99 82.11 95.40 96.08
TIEMPO DE ADSORCION 40 min

cantidad de geosmina — fase acuosa (ng/l) 100.64 | 65.21 19.54 1.88 nd

cantidad de geosmina removida (ng/l) 37.96 73.39 | 119.06 | 136.72

capacidad de adsorcion: cantidad de geosmina 7.59 7.34 5.95 3.42
removida por unidad de masa de cap ng/mg
% remocion 27.39 52.95 | 85.90 98.64

La cantidad de geosmina removida para dosis de CAP inferiores a 20 mg/L se encuentra entre un 30-40 % para
tiempos de 10 min y alcanzan un 50 % para 40 min .

En cuanto a los tiempos de adsorcion evaluados no se observan variaciones significativas en los porcentajes de
remocién para 10 min frente a los 40 min (précticamente iguales porcentajes) que van de un 80 a 99 % para
este limite de concentracidn inicial.

La cantidad de geosmina removida por unidad de masa de carbdn adicionado es entre 5y 3 ng/mg de carbon
activado en polvo adicionado para dosis mayores de 20 mg/L donde presenta mayor efectividad.

La capacidad del carbén en polvo empleado en agua natural del Rio Uruguay sobre la toma de captacion de
agua de la localidad Monte Caseros y sin la presencia de floraciones algales masivas, utilizado para la remocion
de geosmina, se encuentra entre dosis 20 a 50 mg/L para tiempos de remocion de 10 min y 40 min con
concentracion inicial que alcance los 200 ng/L, con dosis inferiores la influencia de la materia orgéanica es muy
competitiva.

En planta de tratamiento la adsorcién de geosmina con carbon activado en polvo los porcentajes de remocion
fueron altos con dosis que van desde los 20 mg/l hasta 80 mg/l segun el evento de abundancia masiva algal.

Adsorcion de Microcistina: una comparativa de diferentes carbones activados de distinto origen frente a
toxinas algales en agua natural inyectada con la microcistina demuestra la diferencia de porcentajes de
adsorcion.

Los diferentes carbones de origen vegetal CA03 (de 71 a 20 ug/L) , CA04 (de 71 a 18 ug/L) y CA06 (de 170 a
85 ug/L en 30 min) presentan una rapida adsorcion in situ para la microcistina considerando que los analisis se
efectuaron sin mantener practicamente interferencia de la materia organica.

CONCLUSIONES

Se produjeron floraciones de cianobacterias durante los meses de verano, debido a Dolichospermus spiroides y
a Aphanizomenon schindleri, estando acompafiadas ademdas por otras especies potencialmente toxicas

6 ABES — Associacgdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



3

ABES

registradas con menor abundancia; se produjeron siempre en condiciones de altas temperaturas y bajos
caudales, lo que hace suponer que ambos factores son los mas inciden en su desarrollo.

Al detectarse toxinas en el agua cruda, éstas estuvieron presentes siempre en concentraciones inferiores a los
niveles guia para agua potable. EI méximo valor de geosmina detectada se corresponde con la maxima
abundancia de D spiroides. No se detectaron toxinas en aguas de salida de plantas potabilizadoras.

Basados en la ausencia de sintomas de hepatotoxicidad y de neurotoxicidad en los ensayos con muestras
concentradas, siendo el factor de concentracion entre 1800-2800, se concluye que el agua del Rio Uruguay no
presentaria riesgos asociados con toxinas cianobacterianas intracelulares, hecho que se corroboré con las
determinaciones de toxinas en las muestras concentradas demostrando ausencia de toxinas o valores inferiores
a las Dosis Letales 50; teniendo en cuenta que los procesos de potabilizacién remueven aproximadamente el
99.9 % de células cianobacterianas, tampoco existiria riesgo asociado a toxinas cianobacterianas intracelulares
en el agua potable, hecho que queddé demostrado con los andlisis de toxinas en agua de consumo.

Se propone la marcha analitica partiendo de recuentos, analisis de Elisa, HPLC, bioensayos descriptas en
referencia 5 para el estudio de toxicidad cianobacteriana, sobre todo para los casos en que se presentan
recuentos de células cianobacterias superiores a los promedios registrados previamente asi como cuando se
presentan especies cianobacterianas nuevas 0 que no hayan sido detectadas previamente en concentraciones
elevadas.

La incorporacion del panel de cata constituye una informacidn rapida frente a los problemas de olor y sabor que
afectan la calidad del agua, permitiendo una pronta respuesta operativa en el sistema de tratamiento.

El carbdn activado constituye un medio eficiente para adsorcion de microcistina y geosmina con dptima
eficiencia de remocidn y de facil aplicacién en plantas de tratamiento de agua.
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