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RESUMEN

La normativa ambiental vigente en nuestro pais, referida a la descarga de efluentes
liquidos y lixiviados no contempla la evaluacién de su genotoxicidad. Por lo que el presente
estudio proporciona las bases para medir los efectos genotoxicos de los lixiviados en un
organismo modelo, -Eisenia foetida proporcionando asi una herramienta necesaria para

determinar el dafio genotéxico de organismos expuestos a contaminantes ambientales.

El lixiviado fue colectado en el relleno sanitario manual de Nauta. Para evaluar la
genotoxicidad se expuso lombrices adultas de Eisenia foetida a diferentes concentraciones del
lixiviado (1:1, 1:2, 1:10, 1:100 y 1:1000) por 7, 14 y 21 dias. Luego se obtuvieron los
celomocitos de las lombrices para registrar los cometas producidos. Los resultados nos
muestran que existen diferencias significativas (p<0.05) en la cantidad de cometas inducidos
entre los dias de tratamiento y entre las concentraciones evaluadas, de tal manera que a mayor
concentracion de lixiviado y a mayor tiempo de exposicion se observa un mayor dafio
genotoxico en los celomocitos de Eisenia foetida. El efecto genotoxico encontrado se atribuye
a la presencia de los iones metélicos presentes en el lixiviado. Por lo que para minimizar el
efecto genotédxico del lixiviado proponemos el empleo de mezclas preparadas con almidén de
platano-sulfato de aluminio y arcillas con propiedades coagulantes para el tratamiento de
lixiviados ya que constituyen una opcién de tratamiento fisico en nuestra region. En
conclusidn, el lixiviado generado en el relleno sanitario manual de Nauta muestra efecto

genotoxico en celomocitos de Eisernia foetida.

Palabras claves: lixiviado, genotoxicidad, Eisenia foetida, relleno sanitario manual de Nauta.
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ABSTRACT

Environmental standards in our country, relating to the discharge of wastewater and
leachate does not include the assessment of genotoxicity. As this study provides the basis for
measuring the genotoxic effects of leachate as a model organism, Eisenia foetida providing a
necessary tool to determine the genotoxic damage of organisms exposed to environmental

contaminants_

The leachate was collected in the sanitary landfill of Nauta. To evaluate the genotoxicity was
exposed adult worms Eisenia foetida in different concentrations of the leachate (1:1, 1:2, 1:10,
1:100 and 1:1000) for 7, 14 and 21 days. Celomocytes were then extracted from the worms to
record the comets produced. The results show significant differences (p <0.05) in the number of
comets induced between days of treatment and the concentrations evaluated, so that the higher
concentration of leachate and longer exposure time has become more genotoxic damage
celomocytes in Eisenia foetida. The genotoxic effect found is attributed to the presence of certain
metals and probably other components of the leachate. So to minimize the genotoxic effect of the
leachate suggest the use of mixtures prepared with banana starch-clay and aluminum sulfate
coagulation properties for treating leachate as they are a physical treatment option in our region.
In conclusion, the leachate generated at the landfill Nauta manual shows celomocytes genotoxic

effect in Eisenia foetida.

Key words: leachate, genotoxicity, Eisenia foetida, Nauta manual filling.

Tesis: Lixiviado de residuos sélidos del relleno sanitario manual de Nauta y su genotoxicidad en Eisenia foetida “lombriz roja”-2011
Pdgina xvi



CAPITULO 1

INTRODUCCION

La norma legal en materia ambiental en el Peri es la Ley N° 28611 (2005), Ley
General del Ambiente que incorpora la gestion de residuos sélidos en el concepto de saneamiento

bésico; antes de esta ley, el saneamiento basico sélo consideraba el tema de aguas'.

La normativa ambiental vigente en nuestro pais, referida a la descarga de efluentes
liquidos y lixiviados no contempla la evaluacién de su genotoxicidad; esto significa que un
efluente determinado puede ser tdxico para los organismos pero al cumplir con los limites de
descarga establecidos pueda ser descargado en un cuerpo de agua determinado. La toxicidad
de un lixiviado no puede ser entendida, ni explicada, solamente por el andlisis de las
concentraciones de sustancias o parametros individuales. Por el contrario, es la resultante de
la interaccién, sinergista o antagonista, de cada uno de los componentes fisicos y quimicos
que los componen. Por lo tanto, la Unica manera de evaluar su potencia téxica es mediante la

aplicacién de ensayos o pruebas de toxicidad, utilizando organismos modelos para tal fin'.

La Agencia de Medio Ambiente de Estados Unidos ha analizado hasta 200
compuestos diferentes presentes en los lixiviados en los vertederos de residuos sélidos
urbanos. Algunos como cloruro de vinilo, cloruro de metilo, tetracloruro de carbono,
clorobencenos (de los que destaca el hexaclorobenceno, por su toxicidad) y arsénico son
sustancias cancerigenas. Al igual que el resto de las sustancias organocloradas, son
persistentes y bioacumulables en todos los eslabones de la cadena trofica. El plomo, cadmio y
el mercurio son metales pesados presentes en los lixiviados de los vertederos. El plomo
procede principalmente de las baterias de los coches y de aparatos electronicos, pldsticos,
vidrio, cerdmica, pigmentos, etc. El plomo ocasiona lesiones cerebrales en los nifios e
hipertension arterial en adultos. El mercurio produce lesiones renales y neurolégicas. Las
fuentes de cadmio y mercurio son fundamentalmente las pilas. El cadmio, ademds, se

encuentra en los aparatos electronicos, plasticos, etc.; produce lesiones renales y hepéticas”.

Los estudios genotéxicos son mas rapidos y baratos de analizar y son mas faciles de
interpretar, ya que indican el dafio en las células de los organismos que han estado expuestos, e

incluso si estd siendo afectado por la presencia de contaminantes téxicos u otros estresores,
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como la falta de oxigeno. Se podrd incluir este tipo de estudios en los programas de
monitoreo, ya que anteriormente no se consideraba por su costo relativamente alto y la
dificultad de interpretar los resultados, entre otras razones’. Una caracteristica importante y
diferenciadora de los riesgos genotoxicos es que sus efectos no siempre son evidentes, sino
que la mayoria de las veces cuando se reconoce este riesgo es demasiado tarde y ya se han

producido dafios importantes en la salud de los organismos vivos, incluyendo el hombre®.

Por lo que; el presente estudio tiene como principal objetivo establecer la
genotoxicidad de los lixiviados en celomocitos de Eisenia foetida expuestos al lixiviado del
relleno sanitario manual de Nauta; asi como también analizar posibles causas de
genotoxicidad y proponer un disefio de tratamiento de lixiviados en base a revision
bibliografica, proporcionando asi, las bases para medir los efectos genotoxicos de los
lixiviados en organismos que se encuentran en el ambiente, ya que se basan en mecanismos
genéticos que fundamentan la toxicidad, proporcionando as{ una herramienta necesaria para
determinar el dafio en el ADN de los organismos expuestos a los contaminantes ambientales,
debido a que muchos de estos no son biodegradables, por tanto, su permanencia en el
ambiente plantea una amenaza a largo plazo para la salud publica y la vida silvestre, donde los
cambios biolégicos debido a la contaminacién ocurre en todos los niveles de organizacion,

desde molecular hasta niveles de comunidad.
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CAPITULO 11

2.1. ANTECEDENTES
2.1.1 MARCO LEGAL
La Ley General del Ambiente en el Peri, establece que toda persona tiene el derecho
irrenunciable a vivir en un ambiente saludable, equilibrado y adecuado para el pleno
desarrollo de la vida; y el deber de contribuir a una efectiva gestion ambiental y de
proteger el ambiente, asi como sus componentes. De este modo, se asegura particularmente
la salud de las personas en forma individual y colectiva, la conservacion de la diversidad
bioldgica, el aprovechamiento sostenible de los recursos naturales y el desarrollo sostenible

del pais'.

Esta misma ley, incorporé la gestion de residuos solidos en el concepto de saneamiento

bésico. Antes de esta ley, el saneamiento bésico sélo consideraba lo referente a las aguas.

El contenido constitucional del derecho al medio ambiente estd delimitado por dos
elementos: 1) el derecho a gozar de ese medio ambiente y 2) el derecho a que ese medio
ambiente se preserve; por ese motivo se debe entender al ambiente como un bien juridico
constitucional, digno de proteccion y promocion, ello nos lleva a la conclusion que, dado el
caracter complejo del medio ambiente, éste merece un enfoque ecosistémico e
interdisciplinario, que nos permita entender que la decisién o el tratamiento juridico de

algtn problema ambiental tiene implicancias en otros aspectos ambientales®.

A través del principio de sostenibilidad; la gestion y manejo del ambiente y de sus
componentes, asi como el ejercicio y la proteccion de los derechos que establece la Ley
General del Ambiente, se sustentan en la integracion equilibrada de los aspectos sociales,
ambientales y econdmicos del desarrollo nacional, asi como en la satisfaccion de las
necesidades de las actuales y futuras generaciones. Este principio permite integrar la
politica ambiental con las demds politicas publicas, los procesos de planificacién, decision

y ejecucion de politicas piblicas en todos los niveles de gobierno’.

Asimismo, refiere que por el principio de prevencion, el disefio de los instrumentos

de gestion ambiental debe tener como objetivos prioritarios; prevenir, vigilar y evitar la

Tesis: Lixiviado de residuos sélidos del relleno sanitario manual de Nauta y su genotoxicidad en Eisenia foetida “lombriz roja”-2011



degradacion ambiental. Cuando no sea posible eliminar las causas que la generan se
adoptaran las medidas de mitigacion, recuperacion, restauracion o eventual compensacion,

que correspondan’.

La prevencion es uno de los pilares fundamentales en la gestion ambiental a fin de
prevenir actos que provocan un deterioro del ambiente en cierto modo irreversible. En tal
sentido, consiste en el conocimiento y valoracion anticipada de los peligros y riesgos
asociados a ciertas actividades que potencian y probablemente puedan causar dafios

ambientales”.

Referente al principio precautorio, establece que cuando haya peligro de dafio grave
o irreversible, la falta de certeza absoluta no debe utilizarse como razén para postergar la
adaptacién de medidas eficaces y eficientes para impedir la degradacion del ambiente’. La
aplicacion del principio precautorio requiere el cumplimiento de los siguientes
presupuestos:

a. Identificar la posible amenaza y caracterizar el problema: el proposito es lograr
una mejor comprension de lo que podria suceder si la actividad econémica continfia.

b. Identificar lo que se sabe y lo que no se sabe sobre la amenaza; es decir, lograr
un mejor andlisis sobre la incertidumbre que rodea la comprension de la amenaza, de ahi
que es preciso hacer el analisis técnico y cientifico sobre la misma.

c. Reformular el problema para obtener una descripcion de lo que debe hacerse; es
decir, entender qué se pretende obtener con la actividad propuesta, por lo que puede
entonces reformularse el problema en términos de que se debe lograr y facilitar la

identificacion de posibles alternativas.

d. Evaluar las alternativas a partir del andlisis exhaustivo de las alternativas
propuestas. La aplicacion del principio precautorio nos permite reenfocar la pregunta que
debe formularse la autoridad ambiental o la empresa; asi en vez de preguntar qué nivel de
riesgo es aceptable, se puede preguntar si existe una forma mas segura y mas limpia de
realizar esa actividad; sin embargo, esta nueva propuesta debe considerar que el principal

enfoque es la tutela y proteccion del ambiente ante la incertidumbre cientifica.
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e. Adoptar la alternativa. De esta forma, dentro de las diversas opciones, con la
informacioén recabada es preciso determinar el grado de precaucion a adoptar, como

paralizar las actividades, exigir alternativas o modificaciones de un proyecto determinado.

adopte, es imprescindible identificar resultados esperados e inesperados; de ahi que sea
preciso contar de manera independiente con una entidad responsable del monitoreo y

seguimiento.

El impacto al ambiente no solo procede de la extraccion de las materias primas,
sino también de las emisiones y residuos producidos durante el procesamiento de los
bienes y de upa disposicion final inadecuada. Entonces, para que ¢l desarrollo sea
sostenible es imprescindible pensar en todo el ciclo productivo considerando los principios
de minimizacion del uso de materia prima, re-uso y reciclaje de los productos, asi como de
la disposicion final adecuada de los residuos. Una disposicién final inadecuada ocasiona
graves impactos sociales, ambientales y econémicos, violando derechos fundamentales de

1a poblacion a su salud y a un ambiente ecolégicamente equilibrado y sano®.
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2.1.2 REVISION DE LITERATURA

Al evaluar el efecto bioldgico de uranio empobrecido y natural en las lombrices de
Eisenia foetida, las concentraciones de metales en el suelo experimental variaron de 1,86 a
600 mg kg”. Se tuvo en cuenta aspectos de mortalidad, peso, estabilidad de la membrana
lisosomal midiendo el tiempo de retencién con rojo neutro, los cambios histolégicos y los
efectos genéticos (ensayo cometa) para evaluar los efectos biolgicos en las lombrices de
tierra después de 7 y 28 dias de exposicion. No hubo efectos en términos de mortalidad o la
reduccion de peso. Los efectos citotoxicos y los genotdxicos fueron bajas en las
concentraciones del uranio natural. Para algunos de los criterios de valoracion, en especial
Jos efectos genéticos, la dosis uranio-efecto de las relaciones se han encontrado en forma
no lineal. Los resultados muestran un nivel estadisticamente significativo mas alto de
incidencia en las lombrices expuestas a uranio natural en comparaciéon con el uranio

1.7
empobrecido’.

E. foetida puede desarrollar una mayor tolerancia a pruebas citotdxicas y
genotoxicas con exposiciones a largo plazo a una concentracion subletal de cadmio en el
laboratorio. Se expusieron ejemplares de E. foetida de una poblacién control de laboratorio
y de una poblaciéon de campo a varias concentraciones de sulfato de cadmio en el agua del
suelo artificial. El grupo que habia estado expuesto a cadmio durante méas de una década
fueron mas tolerantes a los efectos deletéreos de Cd en ambos niveles celulares y
moleculares de la poblacién de control de laboratorio. La poblacion de campo, que
procedia de un entorno muy contaminado por metales, mostré también alta tolerancia a
nivel molecular. Los resultados ofrecen nueva evidencia de biomarcadores de mayor
tolerancia de Cd en E. foetida, pero los mecanismos que sustentan la aparente tolerancia,

no son muy claros®.

La mutagenicidad inducida por metales en las lombrices de tierra fueron observadas
en experimentos de la generacion de 8-oxoguanina (en las lombrices de tierra expuestos a
suelos con cadmio y niquel. Este compuesto es un important;: premutagénico que ocasiona
dafio oxidativo .en él ADN induéien,do mutaci,éncs puntuales, lo que lleva a la

carcinogénesis’.
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Los tres estados de crecimiento (adultos, en formacién e inmaduros) de E. foetida
fueron expuestos durante 14 dias a suelos mezclados con desechos contaminantes de la
mineria. Los efectos toxicos sobre el crecimiento de las lombrices inmaduras fueron
causados por proporciones de 5 y 10% de los residuos mineros, mientras que los maduros o
en formacioén no mostraron ningln efecto adverso sobre el crecimiento. Ademas, sélo los
gusanos inmaduros expuestos a los suelos con las escombreras dieron una pérdida de peso
corporal del 10%, que contrasta con el resultado de que el peso corporal de los gusanos
inmaduros aumenté sobre todo cuando se expone al control. Las concentraciones de
arsénico en las lombrices de tierra con mas de 14 dias de exposicién no mostraron ninguna
diferencia con la madurez inicial de la lombriz. Los resultados indican que la capacidad de
resistencia a la toxicidad y el grado de tolerancia a los contaminantes dependen del estado
de madurez de E. foetida'.

La genotoxicidad del endosulfan en la lombriz de tierra utilizando el ensayo cometa,
fue significativamente mads alta que en los controles (p<0,01). Ademas que el aumento de
las lesiones al ADN depende de las dosis de exposicion durante los 28 dias que dur6 el
ensayo. Tal es asi que, el dafio del ADN en celomocitos de la lombriz de tierra tratados con
la mayor dosis (1,0 y 10,0 mg/kg) fue significativamente mayor que en los tratados con
0,1 mg/kg (p<0,05)"".

El tratamiento de los lixiviados como desarrollo sostenible es importante por cuanto
disminuye la contaminacion ambiental, sobre todo en temporada de lluvias; por ello, en
periodo de lluvias las 12 mil toneladas de basura que genera a diario el Distrito Federal de
México dan lugar a los lixiviados de rellenos sanitarios, uno de los contaminantes mas
peligrosos para el ambiente, en particular para los acuiferos; los lixiviados son una
corriente liquida que se genera en los basureros por efecto de la lluvia, y tienen una alta
concentracion de contaminantes, 100 veces superior a la de las aguas residuales, por lo que

tiene un riesgo potencial muy alto para el entorno'>.

Si no se trata los lixiviados en una regién vulnerable como la ciudad de México
pueden filtrarse al subsuelo y contaminar los mantos freaticos, de donde se extrae gran

parte del agua potable que consumen los habitantes; incluso, un manto acuifero
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contaminado con lixiviados requiere de tecnologia avanzada para quitarle los metales
2

pesados y las sales, con el prop6sito de volverlo seguro para el uso humano'?.

El modelo de manejo de desarrollo sostenible presenta el primer sistema moévil para
descontaminacién y tratamiento de lixiviados en vertederos, lo cual permite a los
vertederos moverlos de un centro a otro segin lo necesiten, hasta la fecha en los
vertederos pequefios y medianos no se podian realizar grandes inversiones en plantas fijas.
Los lixiviados, generados por los residuos acumulados, son depositados en las balsas de los
vertederos, que deben ser vaciadas y tratadas cada cierto tiempo dependiendo de su
capacidad de almacenamiento. El correcto tratamiento de estas balsas supone un beneficio
medioambiental para la zona en la que se encuentre el vertedero al disminuir su impacto en
el area y ademas, es capaz de generar recursos reutilizables, asi, permite la recuperacion y
transformacién de los residuos en abonos y reutilizar el agua para riego u otros usos
industriales. Con el uso de este tipo de plantas, los vertederos no s6lo estaran reduciendo
sus gastos de vertido y tratamiento, sino que ademas, aprovecharan los residuos generados

y minimizar4n un potencial riesgo de contaminacion®’.

Existen tres métodos de obtencién de celomocitos de E. foetida: 1) puncién de la
cavidad celémica, 2) extrusioén por excitacién eléctrica y 3) extrusién en un medio irritante.
Con los tres métodos existe una alta viabilidad celular (95 a 98%) y la cantidad de
celomocitos/lombriz obtenidos son de 8.9x10%, 2.5x10° y 6.0x10° para los métodos 1,2 y 3
respectivamente, mostrando diferencias significativas (p< 0,05). Si bien el nimero de
células obtenidas por extrusién con medio irritante es el mas alto, el método que emplea
excitacion eléctrica ofrece las ventajas de producir suspensiones con menor cantidad de
sustancias quimicas agregadas que podrian interferir en ensayos posteriores. Ademas, por
ser mas sencillo, rapido y econdmico, resulta una alternativa ttil para la obtencién de
celomocitos de E. foetida en los ensayos cometa y biomarcadores no especificos de estrés
ambiental™,

La aplicacién de bioensayos para evaluar el peligro de toxicidad de lixiviados
descargados en un medio acuético, los cuales son una mezcla compleja de productos
quimicos, siendo dificil evaluar el riesgo que representa para la fauna acuética utilizando

las técnicas de identificacion de productos quimicos, como la cromatografia de gases y

Tesis: Lixiviado de residuos s6lidos del relleno sanitario manual de Nauta y su genotoxicidad en Eisenia foetida “lombriz roja”-2011

Pdgina 24



espectroscopia de masas (GC-MS). De esta revision se desprende que las pruebas de
toxicidad, utilizando especies que representan los diferentes niveles tréficos, es una forma
superior a predecir el riesgo que plantea la aprobacién de la gestion que el anélisis
quimico. Estudios previos evaluaron la toxicidad de lixiviados utilizando bacterias, algas,
plantas, invertebrados y peces. Los estudios mostraron que existen varios niveles de
toxicidad de los lixiviados en las especies evaluadas. El amonidco, la alcalinidad, los
metales pesados y los compuestos orgénicos recalcitrantes fueron identificados como la

causa de reacciones adversas de los organismos de prueba'’,

El ensayo cometa en Eisenia foetida expuesta a suelos contaminados con Cd y Pb,
donde la exposicion a Cd causé diferencias significativas entre ambos grupos de
tratamiento (ANOVA, p <0,05, p <0,01) y un perfil positivo de dosis-respuesta. En cuanto
al tratamiento con Pb, no hubo diferencias significativas entre los grupos tratados con 50 y
500 mg kg’ de Pb y el control. Los resultados mostraron que el dafio del ADN inducido

por Cd fue mayor que con Pb'®,

La genotoxicidad de suelos contaminados en Eisenia foetida en Lorena Francia,
donde las lombrices fueron expuestas por 4 y 10 dias. Encontrando dafio a nivel de ADN,
ademds que los contaminantes genotéxicos en el suelo presentaban biodisponibilidad a
pesar de la edad de la tierra contaminada. Entre los contaminantes encontrados en el suelo
se mencionan a los hidrocarburos arométicos policiclicos que parecia ser la fuente mas
probable de la genotoxicidad registrada, aunque los efectos de los metales no podian
excluirse. La medicion de efectos genotdxicos en las lombrices de tierra podrian
complementar las pruebas estandarizadas existentes utilizadas en la evaluacion

ecotoxicoldgica de los riesgos asociados a suelos contaminados'’.

El contenido de metales de los residuos sélidos urbanos (RSU) que han pasado por
un proceso de separacion tiene inherentemente mas baja disponibilidad de metales en
general, en comparacién con los residuos que son colocados sin ningin proceso de
segregacion. Los procesos de compostaje también reducen la disponibilidad de metales en
comparacion con otros métodos de estabilizacion de residuos organicos. El zinc es el

elemento en el suelo agricola identificado como la principal preocupacion en relacion con
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los impactos potenciales sobre la actividad microbiana del suelo y también es el metal més
importante en el compost con respecto a la fertilidad del suelo y los procesos microbianos.
Sin embargo, con la excepcién de un estudio, no hay otras pruebas tangibles que
demuestren los efectos negativos de los metales pesados en el caso del suelo de compost en
los procesos microbianos del suelo y s6lo son reportados efectos positivos de la aplicacién
de compost en el estado de los microorganismos y la fertilidad del suelo. Los impactos
negativos sobre los microorganismos del suelo se dan a largo plazo y podria ser explicada
por las concentraciones excepcionalmente altas de diversos metales pesados y otros

elementos'®,

El ensayo cometa se basa en €l hecho de que bajo condiciones normales la célula
tiene en su nicleo ADN enrollado e intacto, mientras que al ser expuesta a sustancias
genotoxicas éste se fragmenta. En consecuencia, al lisar las membranas plasmética y
nuclear y someter a electroforesis el ADN intacto no migrard significativamente en
comparacion con el ADN fragmentado. Las condiciones alcalinas de la técnica permiten
evidenciar roturas de una sola hebra, sitios de reparacién retardados y sitios alcalinos
labiles; mientras que a un pH neutro, la técnica es capaz de evaluar fragmentacién de las
dos hebras del ADN. La imagen que se observa después de revelar el gel es semejante a un
cometa, donde la cabeza representa el ADN sin dafiar y la cola el ADN fragmentado. El
ensayo puede ser utilizado rutinariamente, debido a su sencillez y rapidez y se emplea para

probar la genotoxicidad de nuevos compuestos antes de ser puestos en el mercado’.

Los metales, como el Fe, Zn y Cd, son los principales contaminantes en los
ecosistemas acuaticos. Ademas, que éstos metales normalmente estin presentes en estos
ecosistemas en forma de mezclas, y su efecto en los organismos expuestos es el resultado
de las interacciones que ocurren entre los metales, asi como con otros contaminantes y
factores ambientales. Se evalud la absorcion de Cd, Fe y Zn en forma individual y como
una mezcla y su efecto en adenosin trifosfato (ATP). Hoffmeisteri limnodrillus, un
organismo acuético importante dado su resistencia a grandes cantidades de estos
xenobibticos, para ello se expuso durante 96 horas a los sedimentos tratados con cada uno
de estos metales por separado y en mezcla. Los tres metales provocaron una importante

disminucién en el contenido de ATP cuando actian por separado y como parte de una
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mezcla. Cuando se presenta como una mezcla, su asimilacién y efecto en el organismo se
modifican. Por lo tanto, un enfoque de la toxicidad de accién conjunta debe ser utilizado

para las evaluaciones de la toxicidad relativa a estos contaminantes’’.

La sensibilidad de cinco especies de lombrices (Diffringens amynthas, Caliginosa
aporrectodea, Rubidus dendrodrilus, Eisenia foetida y Microchaetus benhami), a la
genotoxicidad por 48 horas de exposicién a suelos con concentraciones subletales de
sulfato de cadmio. Cantidades significativas de dafio en el ADN fueron detectados en las
especies: C. aporrectodea, R. dendrodrilus y E. foetida. Esta Gltima mostr6 el mas alto
nivel de dafio en el ADN. Todas las lombrices expuestas acumularon Cadmio, a pesar que
las cantidades acumuladas en el cuerpo no necesariamente se relacionan con los niveles de
dafio en el ADN, ya que la mayor cantidad de Cadmio fue secuestrado y probablemente

son inofensivos para estos organismos>2.

El tratamiento de los lixiviados, es una necesidad que se repite a nivel mundial, pues
en toda infraestructura de disposicion de residuos se generan de manera inevitable los
lixiviados, los cuales se relacionan directamente con la cantidad de materia orgénica
generada, ya que éstas después de ser asimiladas por actividad bacterial, producen grandes
cantidades de metano, diéxido de carbono, sulfuro de hidrégeno, mercaptanos, amoniaco,
calor, agua, entre otros; el liquido generado es el lixiviado, que siempre estd en contacto
con todos los contaminantes y que logra arrastrarios por la sencilla razén de que los

compuestos pesados insolubles se convierten en materiales mas simples y solubles®.

La evaluacién de la genotoxicidad de suelos industriales en Eisenia foetida, indican
que todas las muestras de suelo cumplieron con los lineamientos de calidad ambiental para
concentraciones de metales. Sin embargo, las eluciones han producido efectos genotéxicos
en diluciones tan bajas como 6%. Las concentraciones de metales totales para cada elucién

acuosa podria expresar los efectos sinérgicos de estos compuestos®®.

Los metales pesados generados de la incineracién de residuos s6lidos municipales se
pueden filtrar en el suelo y las aguas subterrdneas constituyendo riesgos a largo plazo para

el ambiente. La concentracion de los metales fue determinado mediante espectrofotometria
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de masas y la genotoxicidad de los lixiviados con la técnica de micronicleos en células de
raiz de Vicia faba. Los resultados mostraron que las concentraciones de aluminio (Al),
manganeso (Mn), cobalto (Co), cadmio (Cd) y mercurio (Hg) en los lixiviados fueron
inferiores a 0,01 mg I, y las de hierro (Fe), el cobre (Cu) y molibdeno (Mo) eran
inferiores a 0,1 mg I"'. Las concentraciones de cromo (Cr), zinc (Zn), selenio (Se),
estroncio (Sr), bario (Ba) y el cesio (Cs) tenfan entre 0,11 mg I y 2,19 mg 1”'. Plomo (Pb)
las concentraciones, en particular, lleg6 hasta el 19,6 mg I, superando claramente el limite
de concentracién méxima (5 mg I'). Observaron un aumento significativo de las
frecuencias de microntcleos (MN) los grupos expuestos a lixiviados que en el grupo
control negativo (P <0,05). Con el aumento de metales pesados en los lixiviados, los
efectos téxicos sobre las células de Vicia faba fueron mayores, lo que implica que los
metales pesados fueron los factores principales que causan los efectos genotdxicos.
Recomiendan, que ademds de los andlisis quimicos, deben realizarse las pruebas

biolbgicas, como el ensayo de MN de las células Vicia fabd’.

Los lixiviados son los liquidos contaminados que drenan de un relleno sanitario.
Varian ampliamente en cuanto a su composicion, segin la antigiiedad del relleno y del tipo
de residuo que contienen. Sin embargo, la cantidad de lixiviados producidos depende del
balance entre la precipitacién, la infiltracién, la capacidad de campo y permeabilidad
(propiedades de la estructura del suelo) y la escorrentia. Asimismo, refieren que los
lixiviados contienen altas concentraciones de sustancias orgédnicas tdxicas, sélidos
disueltos, sales y otros componentes que escurren en forma vertical contaminando los
acuiferos. De allf la importancia de ubicar los rellenos en suelos impermeables por encima
del nivel fredtico, evitando que los lixiviados se acumulen dentro del relleno. A fin de
proteger las reservas de aguas subterrdneas contra la contaminacién, es necesario tomar
precauciones y medidas complementarias, tales como cubiertas de arcilla 0 membranas,
revestimientos para el relleno, medios para recolectar, extraer y tratar el lixiviado y un
sistema de vigilancia de las aguas subterraneas®.

También afirman que el diéxido de carbono, producto de la descomposicion orgénica
en combinacién con el agua, crea un ambiente icido en el cual los minerales como el
calcio, magnesio, hierro, cadmio, plomo y zinc, presentes en los desechos (o en el suelo),

tienden a disolverse y avanzar hacia el nivel freético. El calcio y el magnesio sélo aportan
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dureza a las aguas subterrdneas, pero los metales pesados toxicos pueden contaminar
fuentes de agua para consumo humano.

Finalmente, manifiestan que la dispersion de los lixiviados afectan los ecosistemas de
la flora y fauna del lugar, pudiendo ocasionar la muerte de especies animales y vegetales
debido a sus altas concentraciones de contaminantes como metales pesados o sustancias
toxicas. Otros riesgos son producidos por la alteracién de variables ambientales
determinantes para la vida de ciertas especies como la demanda biolégica de oxigeno
(DBO), la demanda quimica de oxigeno (DQO), las variaciones del pH y la variacion de la
temperatura del medio, entre otras™.

Es importante analizar las sustancias bioacumulables, debido a que pueden ser
transferidas a los niveles troficos superiores de las cadenas alimenticias en ecosistemas
acuaticos. Por otro lado, la actividad metabdlica de desintoxicacién de los organismos
puede producir metabolitos genotdxicos, es decir, alterar la estructura quimica del ADN. El
poder genotdxico de los efluentes puede ser el resultado de la interaccion de todos los

compuestos quimicos presentes’’.

Los sistemas biol6gicos presentan respuestas complejas a los xenobibticos que van
desde el estrés a los cambios asociados con el mecanismo de toxicidad. Sus resultados
muestran datos que son reveladores en la complejidad de la respuesta de la expresion
génica a estimulos como la exposicion a xenobidticos. Afirman que la Toxicogenémica
trata de utilizar la complejidad de la respuesta como una huella digital o firma
caracteristica de la exposicion a los xenobiéticos. Existen, sin embargo dos grandes retos
experimentales que deben ser objeto de valoracién por la Toxicogen6mica para tener éxito.
El primero es técnico y se refiere a las dificultades intrinsecas asociadas con la medicion
precisa de la expresion génica. El segundo desafio es el sistema bioldgico utilizado. Para
sistemas in vitro deben trabajarse con lineas celulares o células primarias. Estos factores,
y mads, podrian afectar el perfil de expresion génica obtenida en respuesta a la exposicidén a
xenobiéticos™.

La acumulacién de metales pesados (Cromo, Cadmio, Plomo, Cobre y Zinc) en dos
grupos de E. foetida mantenidas en un compost de lodos (Irdn y Australia) tiene como
resultado que la concentracién de los metales pesados disminuyé con el tiempo de
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duracién del compost de lodos. Al comparar los dos grupos de lombrices, demostraron que
las lombrices provenientes de Iran consumen mayores cantidades de micronutrientes como
Cobre y Zinc con respecto a las lombrices de tierra de Australia, mientras que la
bioacumulacién de elementos no esenciales, tales como el Cromo, Cadmio, Plomo por el
grupo australiano fue mayor. La disminucién significativa de las concentraciones de
metales pesados en el compost de lodos final indica la capacidad de acumulacién de

metales pesados en los tejidos del cuerpo de las lombrices de tierra de Irdn y Australia®’.

La genotoxicidad del cloruro de niquel en la lombriz de tierra es evidente con el
aumento del numero de células con el ADN dafiado conforme aumentaba la concentracién
de la solucién. Encontraron diferencias significativas (p= 0,05) entre los controles
positivos y negativos. El efecto de la exposicion a la concentracién mas baja (0,0049 mg/l)
no fue significativamente diferente del control negativo. En las células de animales
expuestos a concentraciones mayores de 0,025 mg/l, también causé poco dafio al ADN,
por lo tanto no podian atribuir con precision el dafio genotdxico. Los animales no

sobrevivieron al ser expuestos a una concentracién de 0,05 mg/1%°.

Estabilizaron lixiviados con un proceso secuencial de coagulacién-floculacion mas
oxidacién quimica. Ademds, mencionan que el proceso de coagulacién-floculacion y foto-

oxidacién son utilizados como pretratamiento de lixiviados de rellenos sanitarios™.

El seguimiento de genotoxicidad en el ambiente mediante el uso de organismos
centinelas para ensayos sensibles. Indican las propiedades genot6xicas del agua y
sedimento recolectados en el rio Noyyal, el mismo que estd contaminado con vertidos
industriales y aguas residuales. Mediante ensayo cometa en los peces Cyprinus carpio y
lombrices de tierra E. foetida y tras la electroforesis, observaron el dafio del ADN
(longitud del ADN y anchura de la masa de ADN), ademd4s, observaron que en los
eritrocitos, el higado y las células del rifién de los peces, la cantidad de dafio se increment6
con la duracion de la exposicion. Del mismo modo, la longitud del ADN fue
significativamente mayor en los celomocitos de las lombrices de tierra tratadas con
muestras de sedimentos. Los mayores niveles de dafio en el ADN se obtuvieron con las

muestras tomadas en aguas debajo de los centros urbanos. Estos resultados indican que el
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rio Noyyal estd contaminado con sustancias que son genotoxicas para los peces y las
lombrices de tierra y que el ensayo cometa tiene una sensibilidad suficiente para detectar la
genotoxicidad™,

La calidad del lixiviado es una variable muy fuerte y estd en relaci6n con la
localizaci6n del sitio y el tiempo de colocacién de los desechos. Asi, el término “lixiviado
tipico” debe utilizarse con ciertas reservas. En relacion con las caracteristicas quimicas,
una muestra de lixiviado obtenida de estas fuentes puede no ser considerada representativa

del volumen total del lixiviado™*.

En pequefias descargas, el lixiviado presenta decoloramiento y mal olor; esto se da
por lo general en la parte mas baja de los basureros. Estas descargas pueden representar la
interseccion del nivel de agua interna de las celdas de basura con la superficie del suelo o
también puede tratarse de pequefios lentes de agua colgada dentro de los monticulos de
basura. Estas descargas son invaluables para la obtencion de muestras para la
determinacién de las concentraciones de lixiviado; como es de esperarse, las descargas no
siempre son representativas del volumen total del lixiviado. Los cambios sustanciales en el
lugar de descarga o en el porcentaje del flujo o bien la aparicion de nuevas descargas, son
indicadores de cambio de flujo en ¢l sistema. Asimismo, para evaluar las caracteristicas
del lixiviado en sitios de disposicion final de desechos s6lidos que no cuentan con sistema
de drenaje, no es posible hacer un estudio completo de este liquido contaminante que
impacta en zonas propensas a la contaminacién o ya contaminadas. Siendo necesario

contar con un dispositivo para obtener muestras de lixiviado®>.

Es importante incluir ensayos biologicos en los programas de andlisis de muestras
ambientales para complementar los pardmetros quimicos y fisicos. Ademds, es necesario
una bateria de pruebas selectas que evalien la genotoxicidad de los contaminantes
ambientales (prueba de Ames, ensayo cometa, etc.)*.

El lixiviado presenta condiciones metanogénicas. Entre las sustancias toxicas que
encontrd estan las anilinas (hasta 207 mg/l). Los metales con mayor concentracién fueron:
Fe (27 mg/l), Al (9 mg/l) y Mn (1.5 mg/l). Ademas, encontraron una alta concentracién de
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organismos potencialmente patégenos (1.3x10° UFC/ml) de los cuales aislaron:
Escherichia coli, Citrobacter freundii, Hafnia alvei, Aerobacter hydropila, Enterobacter

cloacae, Proteus miriabilis, Pseudomona putida y Pasteurella spp®’.

Las sales de los metales pesados inducen con frecuencia mutaciones
intracromosomales. Ademads, sugieren que los efectos mutagénicos encontrados no solo se
deben a contaminantes diversos encontrados en los cuerpos de agua contaminados, sino

también a la accién compleja de los metales pesados y cianuro™.

Muchos de los efectos téxicos del cadmio (Cd) se deben a la interaccién con los
elementos esenciales, como el zinc (Zn). Estas interacciones pueden tener lugar en
diferentes etapas de la absorci6n, distribucién en el organismo y la excrecién de los
metales y en la fase de funciones bioldgicas del Zn. La exposicion a Cd lleva a la
perturbacion del zinc en el organismo, por un lado, mientras que en la dieta la ingesta de
zinc tiene un importante efecto sobre la absorcién de Cd, la acumulacién y la toxicidad en
el otro. El estatus de Zn del cuerpo es importante en relacion con el desarrollo de la
toxicidad del cadmio. Numerosos datos muestran que el aumento de suministro de zinc
puede reducir la absorcién y acumulacién de Cd y prevenir o reducir las acciones negativas
de Cd, mientras que la deficiencia de zinc puede intensificar la acumulacién y toxicidad
del Cd¥.

La genotoxicidad de los plaguicidas Imidacloprid y RH-5849 en Eisenia foetida
muestran que Imidacloprid fue mas genot6xico que el RH-5849. Ademas, sus resultados
de las frecuencias de micro micleos de médula dsea de ratdén indican que los dos
plaguicidas no mostraron efectos significativos (p> 0,05), hasta que llegé a la dosis de 100
mg / kg de imidacloprid y 300 mg / kg de RH-5849. Aunque no detectaron genotoxicidad
mediante el uso de las pruebas de micro nicleos, los resultados del ensayo cometa
mostraron que los dos plaguicidas provocaron lesiones significativas del ADN (p<0,01) en

lombrices de tierra mostraron una relacién de dosis-efecto?.
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Existe una gran interdependencia entre el estado nutricional del organismo y el
grado de acumulacioén y toxicidad de metales pesados. El cadmio es uno de los venenos
mds peligrosos. Su ingesta en la dieta con una cantidad inadecuada de calcio produce un
aumento de la absorcion de cadmio en el tracto gastrointestinal y aumento de la
acumulacién de este metal en el organismo. El consumo elevado de calcio protege contra
la absorcién, la acumulacion y la toxicidad del Cd. Las interacciones entre el calcio y el
cadmio pueden ocurrir en diferentes etapas (absorcién, distribucién en el organismo, la

eliminacién) y el cadmio puede interferir con las funciones biol6gicas de los iones Ca®.

En los ultimos afios se ha investigado sobre tratamientos de lixiviado utilizando
productos inorgénicos en procesos fisicoquimicos como por ejemplo el de coagulacion-

floculacién y ozonificacién para hacer més eficiente el tratamiento en rellenos sanitarios*!.

]
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2.1.3 MARCO TEORICO

2.1.3.1 Diagnéstico del relleno sanitario manual de Nauta

En el Plan Integral de Gestion Ambiental de Residuos Sélidos de la ciudad de Nauta, se
indica que el principal problema ambiental ocasionado por el manejo inadecuado de los
residuos sélidos es la contaminacién de los recursos naturales (agua, suelo y aire), asi
como el deterioro estético de la ciudad y sus paisajes naturales. La ausencia de un correcto
tratamiento de los residuos sélidos estd provocando el deterioro de muchas zonas urbanas y

peri urbanas, perjudicando las actividades turisticas propuestas para estos lugares®.

El relleno sanitario es la alternativa més conveniente para la disposicion final de los
residuos sélidos en nuestro medio, evitindose de esta forma, los efectos antes
mencionados, ya que es una técnica sanitaria que trata los residuos s6lidos en el suelo, sin
ocasionar perjuicio al ambiente y sin causar molestia o peligro para la salud y la seguridad

publica, ni durante su operacién, ni después de su cierre.

El método utiliza principios de ingenieria para confinar la basura en un 4rea de poca
extension, cubriéndola con capas de tierra y compactindola diariamente; ademds, prevee
los problemas que pueden causar los lixiviados y gases producidos en el relleno como

consecuencia de la descomposicién de la materia organica®.

A diferencia de los botaderos, los rellenos sanitarios son lugares donde se entierran los
residuos, garantizando que éstos no ocasionen dafios al ambiente y a la salud. Para ello se
debe garantizar la construccion de la infraestructura apropiada, como las chimeneas para la
eliminacién de gases, drenes para la recoleccion de lixiviados, drenes de escorrentias para
la captacion de las lluvias, cercos de proteccion, vias de acceso apropiadas, entre otros. La
correcta operacion de los rellenos sanitarios garantizara una disposicién final adecuada de

los residuos sélidos.

El disefio de rellenos sanitarios requiere considerar ciertos criterios bésicos, tales como
acceso, distancia de amortiguamiento, cercado, excavacion de zanjas, pendientes, manejo
de lixiviados, procedimientos de vigilancia y operacion, entre otros, que, normalmente, son
establecidos por las autoridades responsables de su aprobacién y manejo*’. El relleno
sanitario manual, se presenta como una alternativa, técnica y econémica, para resolver el

problema de la disposicion de los residuos sélidos en localidades con menos de 40,000
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habitantes, o que producen en promedio un maximo de 20 toneladas diarias de basura®.
Para la operaci6n cotidiana del relleno sanitario manual, prima la mano de obra sobre la
magquinaria pesada; la maquinaria se requiere para la preparacion del sitio, realizéndose las
demis actividades manualmente, a través de los obreros municipales.

En el 2001 la Municipalidad Provincial de Loreto (Nauta) y el Proyecto Araucaria
Amazonas-Nauta de la AECI, iniciaron un trabajo conjunto para contar con un Sistema de
Tratamiento Integral de Residuos Sélidos para Nauta (SITIRS), que consideré un Plan de
Gesti6n Integral de los Residuos Sélidos, un Expediente Técnico del relleno sanitario y un
plan de educaci6n ambiental que promoviera la participacién organizada y consciente de la

poblacién*.

2.1.3.1.1 Situacién actual en el manejo de los residuos sélidos del
relleno sanitario manual de Nauta

La Municipalidad Provincial de Loreto (Nauta) es la encargada de la prestacién del
servicio de limpieza publica, realizando las labores de recolecci6n, transporte y disposicién
final de los residuos s6lidos urbanos.

De acuerdo a un estudio de generacién y caracterizacion de los residuos sélidos
domiciliarios, se estima que en Nauta se producen 10.5 toneladas diarias de residuos
s6lidos domiciliarios y 2.7 toneladas diarias de residuos sélidos de mercados, colegios y
establecimientos; se generan en total 13.2 toneladas. La disposicion final se lleva a cabo
desde julio del 2003 en un drea municipal, ubicada a 7.5 Km de la carretera Nauta-lquitos.

La situacién actual del manejo de residuos sélidos se realizé en base a los aspectos
técnicos operativos, que describe el ciclo de vida de los residuos solidos desde la

generacion, almacenamiento y barrido, recoleccién, transporte y disposicion final.

De acuerdo a la composicion de los residuos s6lidos domiciliarios y su elevado porcentaje
de materia organica, se plante6 un Programa de compostaje que consider6 un piloto de
segregacion en la fuente, elaboracién de compost (en cantidades minimas que abastecen el
cultivo de hortalizas) y lombricultura. Este Programa se desarrollé en un 4rea de
tratamiento dentro del relleno sanitario. Esta propuesta se planteé con la finalidad de
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reducir la cantidad de desechos que se entierran y suprimir los lixiviados, que pueden

afectar las aguas subterraneas que se encuentran debajo del 4rea designada,*?

2.1.3.1.2 Clasificacion de los residuos sélidos segiin su origen de
acuerdo a Ia Ley General de Residuos Sélidos. Ley N° 27314
a) Residuos sélidos municipales:

Son aquellos que tienen origen en las actividades domésticas y comerciales de las

ciudades.

Los residuos doméstices incluyen a los residuos biodegradables (sélidos organicos) e
inertes, materiales como papel, cartones, vidrios, plasticos, metales, textiles, pilas, entre
otros. Los residuos comerciales provienen de bienes y servicios, como centros de abastos
de alimentos, restaurantes, tiendas, bares, bancos, oficinas de trabajos, entre otras
actividades comerciales y laborales. Estos residuos estdn constituidos mayormente por

papel, plésticos, embalajes diversos, restos de aseo personal, latas, entre otros similares.

a. Residuos industriales:
Son aquellos generados en las actividades de las diversas ramas industriales, tales como
manufacturas, quimica, pesquerfa, y otras similares. Estos residuos se presentan como:
lodos, cenizas, desechos metdlicos, vidrios, plasticos, papel, carton, madera, entre otros,
que generalmente se encuentran mezclados con sustancias alcalinas o 4cidas, aceites

pesados, entre otros.
b. Residuos hospitalarios:

Son aquellos que proceden de los centros de salud, hospitales, clinicas e incluso casas
particulares donde se brinda atenci6n a pacientes. Los residuos hospitalarios se consideran
residuos peligrosos por ser fuentes infecciosas, por contener residuos organicos con cargas
patégenas elevadas y de algo riesgo para la salud piblica; entre ellos tenemos: medicinas
que han excedido su fecha de vencimiento, y que no son reutilizables, material infeccioso
{ropa de cama, vendajes, equipos de transfusién), residuos patégenos (residuos de
quir6fanos, sondas, agujas, bisturis, etc.)
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¢. Residuos agropecuarios:
Estan compuestos por aquellos residuos generados en el desarrollo de las actividades
agricolas y pecuarias; estos residuos incluyen los envases de fertilizantes, plaguicidas,

agroquimicos diversos, entre otros.
2.1.3.1.3 Impactos de una gestion inadecuada de los residuos sélidos °

1. En la Salud
En general, los residuos s6lidos poseen altas cargas patogenas y constituyen medios para la

proliferacién de agentes vectores de enfermedades de alto riesgo para la salud humana, asi
como para el ambiente. La peligrosidad de los residuos varia de acuerdo al grado de
toxicidad o al potencial contaminante de sus componentes, contribuyendo a ello también
las condiciones atmosféricas de disposicion (humedad y temperatura).

La exposicién humana a los residuos peligrosos puede ocurrir en los sitios de generacién
(exposicién ocupacional o exposicion durante accidentes), en la segregacion formal e
informal, durante el transporte, y en los sitios donde se almacenan o se depositan para su
tratamiento. En los sitios de disposicion final, los trabajadores formales ¢ informales se
encuentran expuestos a diversos factores de riesgo generados por las tareas de recoleccién
y transporte de los residuos sélidos. La falta de medidas de prevencién y control de
riesgos, especialmente en la recoleccién manual, las condiciones poco seguras del manejo
de los residuos, y la falta de hébitos y condiciones de higiene, entre otras causas, aumentan
la incidencia de accidentes y enfermedades asociadas tales como exposicién a accidentes
por exposicién a instrumentos punzo-cortantes, infecciones gastrointestinales, epidérmicas

y respiratorias, asi como por exposicion a productos peligrosos.

Las poblaciones expuestas a los agentes fisicos, quimicos y biolégicos de los residuos

s6lidos municipales son:

e Los trabajadores formales e informales que manipulan residuos.

< La poblaci6n no atendida por los servicios de recoleccion.

* La poblacién que vive cerca de los sitios de tratamiento y disposicién final de los
residuos.

e [a poblacion de segregadores y sus familias.
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e La poblacién en general, a través de la contaminacién de los cuerpos de agua
superficiales y subterrdneos, del consumo de carne de animales criados en condiciones de
insalubridad o con restos alimenticios procedentes de los residuos municipales y de la
exposicion a residuos peligrosos.

Los principales factores que contribuyen a esta situacion son la escasa atencién de las
autoridades relacionadas con el sector y la deficiente calidad de los servicios prestados.
Los componentes de los residuos pueden variar segin el estilo de vida de la poblacién de
cada localidad. Por lo tanto, Ia afectacién de la salud humana, debido a agentes fisicos,
quimicos y biolégicos contenidos en aquéllos constituye el principal problema que surge
de una inadecuada gesti6n de los residuos en los distritos del Perd.
2. En el Ambiente:

Probablemente, todo impacto en el ambiente tendra incidencia directa o indirecta en la
salud humana. De alli la importancia de un tratamiento integral y relacionado de los
impactos ambientales de los residuos sdlidos en la salud publica. Una porcién
significativa de los impactos en la salud humana depende de las condiciones particulares
de la localizacion, la geomorfologia y las caracteristicas de los medios fisico y bidtico de
donde se disponen los residuos solidos.

Los impactos derivados de una mala gestién de los residuos s6lidos en el ambiente se

pueden clasificar de la siguiente manera:
a) Contaminacién del Aire:

Los gases producidos por la descomposicion de la fraccién biodegradable de los residuos
(metano, sulfuro de hidrégeno y diéxido de carbono) se dispersan por accién del aire,
produciendo olores que se difunden en los entornos. Los olores pueden causar malestar,
cefaleas y nduseas, ademds de desvalorizar las propiedades inmuebles dentro de su
ambito de influencia. La quema de los residuos también contribuye a la generacién de
monoxido de carbono, dioxinas, cenizas y volatilizacion de sustancias quimicas
contaminantes que afectan a la salud (tales como bencina, o cloro-vinilo). Estas
sustancias contribuyen a que las poblaciones expuestas sean mucho més susceptibles a

desarrollar enfermedades respiratorias.
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De otro lado, los escombros, desmontes, residuos producidos por la construccién, o
botaderos abiertos, emiten polvo y material particulado que puede portar apuntes
patégenos y materiales peligrosos. El polvo también es responsable de molestias,
problemas respiratorios y pulmonares. A ello se afiaden los riesgos de contaminacién del

agua de rios, lagos, pozos, alimentos, poblaciones cercanas, entre otros.

b) Contaminacién del Suelo:

En los residuos sélidos se puede encontrar una gran variedad de subproductos quimicos,
especialmente pilas y baterias, aceites y grasas, pesticidas y herbicidas, solventes,
pinturas y tintes, productos de limpieza y detergentes, cosméticos, medicamentos,
aerosoles, cauchos sintéticos y asbestos, entre otros. Todas estas sustancias son altamente

contaminantes del suelo.

La disposicion de residuos en sitios frigiles, inestables, o en depresiones causadas por la
erosion puede ocasionar derrumbes de franjas de morros y residencias construidas en
areas de riesgo o suelos con pendiente. Adicionalmente, el suelo que subyace a los
desechos solidos depositados en un botadero a cielo abierto o en un relleno sanitario se
contamina con microorganismos patogenos, metales pesados, sustancias téxicas e

hidrocarburos que estdn presentes en el lixiviado de los desechos.

La afectacion al suelo por el dep6sito de basura en un vertedero es directa por los
lixiviados. Los lixiviados son los liquidos contaminados que drenan de un relleno
sanitario. Varian ampliamente en cuanto a su composicién, segin la antigiiedad del
relleno y del tipo de residuo que contiene. Sin embargo, la cantidad de lixiviados
producidos depende del balance entre la precipitacién, la infiltracién, la capacidad de
campo y permeabilidad (propiedades de la estructura del suelo) y la escorrentia.

Cuando los residuos s6lidos municipales se entierran, la materia orgénica presente se
degrada en condiciones aerdbicas durante las primeras semanas (en 4reas hiimedas) o en
¢l primer afio (en dreas secas), y después se degrada anaer6bicamente cuando ya no hay

oxigeno presente. Los residuos producen lixiviados mientras se descomponen.
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c) Contaminacién de Aguas Superficiales:

Uno de los efectos ambientales més serios provocados por el inadecuado manejo de los
residuos solidos es la contaminacién de las aguas superficiales, sobre todo de aquellas
que constituyen fuentes de abastecimiento de agua potable. Por una parte, la materia
orgénica disminuye el oxigeno disuelto y aumenta los nutrientes (N y P), conduciendo a
los cuerpos de agua a procesos de eutrofizacion.

Por otra parte, los residuos y los lixiviados estdn frecuentemente mezclados con residuos
industriales peligrosos, ocasionando la pérdida de fuentes de agua para consumo humano
0 para recreacion, asimismo la destruccién de la fauna acuética y del paisaje, con altos
costos de remediacion ambiental y restauracion del hébitat. En algunos casos, los
procesos de degradacion de la calidad bioldgica de los cuerpos de agua en condiciones
naturales pueden 1legar a ser irreversibles. Asimismo, la presencia de residuos sélidos en
los cursos de agua puede ocasionar inundaciones por obstruccién de canales de drenaje y

del alcantarillado.

d) Contaminacién de Aguas Subterrineas:

Los acuiferos, confinados o libres, pueden contaminarse inadvertidamente por la
inadecuada disposicién final de residuos sélidos. En la mayoria de las situaciones se
subestima el problema, ain cuando la contaminacién por efecto de nitritos y otras
sustancias quimicas en aguas subterrdneas para consumo humano es peligrosa para la
salud.

Los lixiviados contienen altas concentraciones de sustancias organicas toxicas, solidos
disueltos, sales y otros componentes que escurren en forma vertical contaminando los
acuiferos. De alli la importancia de ubicar los rellenos en suelos impermeables por
encima del nivel fredtico, evitando que los lixiviados se acumulen dentro del relleno. A
fin de proteger las reservas de aguas subterrdneas contra la contaminaci6n, es necesario
tomar precauciones y medidas complementarias, tales como cubiertas de arcilla o
membranas, revestimientos para el relleno, medios para recolectar, extraer y tratar el
lixiviado y un sistema de vigilancia de las aguas subterrdneas. Sin embargo, se considera
que, a una distancia adecuada del acuifero, el suelo constituye un medio eficaz para
eliminar materiales organicos, metales pesados y otros iones inorganicos en virtud de la

filtracion, adsorcion, actividad bioldgica y precipitacion.

Tesis: Lixiviado de residuos sélidos del relleno sanitario manual de Nauta y su genotoxicidad en Eisenia foetida “lombriz roj;'-zm 1
Pdgina 40



El diéxido de carbono, producto de la descomposicion organica en combinacién con el
agua, crea un ambiente 4cido en el cual los minerales como el calcio, magnesio, hierro,
cadmio, plomo y zinc, presentes en los desechos (o en el suelo), tienden a disolverse y
avanzar hacia el nivel freatico. El calcio y el magnesio sélo aportan dureza a las aguas
subterrdneas, pero los metales pesados t6xicos pueden contaminar fuentes de agua para

consumo humano.

e) Afectaciones a la Flora y Fauna:

La dispersion de los liquidos lixiviados afectan los ecosistemas de la flora y fauna del
lugar, pudiendo ocasionar la muerte de especies animales y vegetales debido a sus altas
concentraciones de contaminantes como metales pesados o sustancias tbxicas. Otros
riesgos son producidos por la alteracién de variables ambientales determinantes para la
vida de ciertas, especies como la demanda biolégica de oxigeno (DBO), la demanda
quimica de oxigeno (DQO), las variaciones del pH, y la variacién de la temperatura del
medio, entre otras.

Las afectaciones a la flora y fauna no s6lo se dan de manera directa sobre los individuos,
sino también sobre dreas criticas de alimentacion o reproduccidn, ocasionando
alteraciones fisiol6gicas en los organismos. La presencia de sustancias contaminantes o
toxicas puede alterar funciones vitales para el mantenimiento de poblaciones

genéticamente viables o para la sobrevivencia de la especie.

3. Implicancias sociales:
El acelerado crecimiento de las ciudades, sin planificacién, plantea una dificil situacién
para enfrentar el tema de servicios bdsicos como el de la gestién de los residuos. Los més
afectados en este proceso son los estratos mds pobres de las ciudades, que carecen de

servicios basicos.

La carencia de servicios basicos y el desconocimiento de mecanismos para proteger su
salud pone a la poblacién més pobre en una grave situacion de vulnerabilidad. Esta
vulnerabilidad se relaciona con la calidad del ambiente en el que viven, considerando
variables como su situacién de vivienda, acceso a servicios, educacion ¢ informacion, lo
que los pone en desventaja frente a la exposicién a agentes patogenos, ante los cuales

tienen menos posibilidades de protegerse.

Tesis: Lixiviado de residuos sélidos del relleno sanitario manual de Nauta y su genotoxicidad en Eisenia foetida “lombriz roja”-2011

Pdgina 41



La mejora de estos servicios y la educacion sanitaria pueden reducir significativamente la
mortalidad infantil en general, principalmente la de los nifios més pobres, cuya
vulnerabilidad es mayor. Las toneladas de residuos vertidos al ambiente diariamente
alimentan a roedores e insectos que transmiten peligrosas enfermedades, ademds de la
contaminacion que producen en el suelo, el agua y los alimentos a través de los lixiviados

producidos por la descomposicion de los residuos.

La reduccion de riesgos provenientes de la mala gestion de residuos sélidos involucra
ampliar la nocién de “salud publica”, incorporando otros aspectos como lo avanzado en
nuestro pafs respecto a los sistemas de agua y saneamiento, lo que se ha traducido en
politicas publicas e inversién. El desarrollo de politicas, la implementacién del Plan
Nacional de Gestion Integral de Residuos Sélidos y la inversién en infraestructura son
necesarios en la gestion de residuos sélidos son acciones que deben tener un alcance

nacional, pero adaptadas al contexto local.

2.1.3.1.4. Competencia de las municipalidades provinciales y
distritales en el relleno sanitario.

La “base ejecutiva” del sistema estd constituida por los municipios distritales y
provinciales. Los primeros proveen el servicio de recoleccion, reciclaje y disposicién en
rellenos sanitarios. Los municipios provinciales regulan y fiscalizan el proceso de la
gestion de los residuos en toda su jurisdiccién y son responsables también por la gestion
de los residuos s6lidos de origen domiciliario, comercial y de aquellas actividades que

generen residuos similares a éstos en todo el 4mbito de su jurisdiccion.
a.  Municipalidades Distritales:

Segiin la Ley General de los Residuos Sélidos®, los municipios distritales son
responsables por la prestacion de los servicios de recoleccion y transporte de los residuos
s6lidos y de la limpieza de vias, espacios y monumentos piiblicos en su jurisdiccion,
deben proveer el servicio de limpieza publica determinando las dreas de acumulacién de
desechos, rellenos sanitarios y el aprovechamiento industrial de desperdicios. Los

residuos solidos en su totalidad deben ser conducidos directamente a la planta de
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tratamiento, transferencia o al lugar de disposici6n final autorizado por la municipalidad

provincial.

Conforme lo establece el Reglamento de la Ley General de Residuos Sélidos*,

- corresponde a los municipios distritales:

e  Asegurar una adecuada prestacion del servicio de limpieza, recoleccion y transporte
de residuos en su jurisdiccion, debiendo garantizar la adecuada disposicion final de
los mismos. Asimismo debe determinar las &dreas a ser utilizadas por la
infraestructura de residuos s6lidos en su jurisdiccion en coordinacién con la
municipalidad provincial respectiva y en sujeciéh a la Ley y al Reglamento.

e  Asegurar que se cobren tarifas o tasas por la prestacién de servicios de limpieza
publica, recoleccion, transporte, transferencia, tratamiento o disposicion final de
residuos, de acuerdo a los criterios que la municipalidad provincial establezca, bajo
responsabilidad.

e  Determinar las dreas de disposicién final de residuos sélidos en el marco de las
normas que regulan la zonificacién y el uso del espacio fisico y del suelo en el
ambito provincial que le corresponda. Bajo los mismos criterios, determinar las
zonas destinadas al aprovechamiento industrial de residuos sélidos.

. Supervisar en su jurisdiccion los aspectos técnicos del manejo de residuos
indicados en los literales a) y b), excluyendo las infraestructuras de residuos.

. Sancionar al generador del 4mbito de su competencia por el incumplimiento de la
Ley, el Reglamento y las normas que se emitan al amparo de ésta.

° Suscribir contratos de prestacién de servicios con empresas registradas en la
DIGESA.

b. Municipalidades Provinciales:

Segin la Ley General de los Residuos Sélidos, los municipios provinciales son
responsables por la gestion de los residuos sélidos de origen domiciliario, comercial y de
aquellas actividades que generen residuos similares a éstos, en todo el 4mbito de su
jurisdiccion. Regulan y controlan el proceso de disposicion final de desechos solidos,

liquidos y vertimientos industriales en el 4&mbito provincial y tienen opcién de intervenir

[ ' - - - -
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en el sistema de limpieza phblica y tratamiento de residuos sélidos, cuando por

economias de escala resulte eficiente centralizar provincialmente el servicio.

Son responsables por la gestion de los residuos sélidos de origen domiciliario, comercial

y de aquellas actividades que generen residuos similares a éstos en todos los 4mbitos de

su jurisdiccion. Segtin el Reglamento de la Ley General de Residuos S6lidos deben:

2.1.3.2

Planificar, promover, regular, aprobar, autorizar, fiscalizar, supervisar y sancionar
en su jurisdicci6n los aspectos técnicos y formales de gestion y manejo de residuos
de competencia municipal, tal como se establece en la Ley y el Reglamento. La
funcién de planificacién se debe desarrollar en armonia con el Plan de Desarrollo
Regional Concertado que formula la region respectiva.

Asegurar la adecuada limpieza de vias, espacios y monumentos piblicos, y
promover ¢l manejo adecuado de los residuos generados en las ciudades capitales
hasta la disposici6n final.

Establecer criterios para la fijacion de tasas o tarifas que se cobren por la prestacion
de los servicios de limpieza piiblica, recoleccién, transporte, transferencia,
tratamiento o disposicién final de residuos solidos en los distritos de su
jurisdiccién, asegurando asimismo su efectiva aplicacion. Dichos criterios deben
considerar los costos reales de los servicios, la tecnologia utilizada y garantizar su

calidad y eficiencia.

EVALUACION GENOTOXICA EN ORGANISMOS EXPUESTOS A
CONTAMINANTES AMBIENTALES.

El término genotoxico se refiere a los efectos toxicol6gicos letales y hereditarios, tanto en

las células germinales como en las sométicas. La ciencia que estudia esos factores y sus

efectos genéticos adversos es la Genética ToxicolGgica, su objetivo es conocer los eventos

que ocurren en los procesos de interaccion de las genotoxinas con el ADN y la expresién
del dafio genético™.
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2.1.3.2.1 CONTAMINANTES AMBIENTALES (O XENOBIOTICOS)

Inicialmente el término xenobidticos (etimolégicamente: “ajeno a la vida”) estaba limitado
a compuestos quimicos sintetizados por el hombre, constituidos por determinados
elementos o grupos estructurales y que fueron detectados con posterioridad en los sistemas
naturales. Todo cambio significativo en la composicién o condiciones normales de un
medio, constituye una forma de contaminacion. Tales cambios afectan al recurso en sf o a
su uso para un fin determinado, y los agentes que lo provocan pueden ser: quimicos, fisicos
y biol6gicos. El medio afectado puede ser aire, agua, suelo o cualquier sustrato organico

(de ordinario, més de uno de ellos simultémeamente)33 .

Tal amplitud de factores y de efectos, involucran agentes de diferente naturaleza y acciones
continuas y discontinuas, que pueden producirse espontineamente 0 ser provocadas,
muchas veces por la actividad del hombre en su bisqueda de recursos a consumir,
asociadas con la transformacién de materias primas naturales a través de procesos

industriales y la acumulacién de una cantidad de residuos considerables.

En cuanto a la composicién, puede ser que implique una variacién anémala en la
proporcién en que se encuentran los componentes habituales (ej.: concentracién de nitratos
en ¢l agua subterrdnea por uso de fertilizantes) o la aparicion e incorporacion de sustancias
que normalmente no se encuentran en el ambiente. Estos contaminantes quimicos pueden
ser inorganicos (generalmente sales) u orgénicos (derivados mis o menos sustituidos de
moléculas inicialmente formadas por carbono e hidrégeno, p.e. hidrocarburos). A su vez,
tanto unas como otras pueden reconocer un origen natural (ej.: fliior, vanadio o arsénico
en aguas subterrdneas en varias provincias del pais; productos de degradacién biolégica,
que incluyen desde detritos hasta metano, en condiciones anaerdbicas), o en la mayoria de
los casos, ser el resultado de la actividad del hombre: origen antr6pico (metales pesados

provenientes de a mineria, metalurgia; residuos domiciliarios o agropecuarios)*'.

Los contaminantes fisicos incluyen variaciones repentinas en la temperatura, la
incorporaci6én de isétopos radioactivos (vuelcos de agua de refrigeracion, en general y de
reacciones nucleares, en particular), radiacion electromagnética y ruidos. En ciertas zonas
de grandes ciudades se manifiesta una sobrecarga de informacién grafica (contaminacién

vnsual) La contammaclén bloléglca, puede ser muy vanada, desde las paras1t0s1s
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endémicas en zonas pantanosas, en embalses o en cuerpos de agua con aporte de desechos
domiciliarios, hasta las denominadas “mareas rojas”, producidas por el crecimiento

poblacional de determinado grupo de algas®’.

2.1.3.2.2 GENOTOXICIDAD

La genética toxicolégica tiene sus inicios en el afio 1927 cuando se demuestra la
capacidad de los rayos X para inducir mutaciones en Drosophila mellanogaster®. Afios
més tarde en 1949, se descubre las propiedades mutagénicas del gas mostaza,
descubrimiento que permiti6 incrementar el concepto de mutagénesis. Durante las décadas
del 50 y 60 se alcanzan la mayor parte de los conocimientos basicos acerca de la estructura
y replicacion del ADN, cédigo genético, los mecanismos de la sintesis proteica y Ia

reparacion del ADN.

La sociedad de Mutagénesis Ambiental es fundada en 1969, debido a la preocupacién de
muchos investigadores por el impacto genético que podria acarrear la proliferacion de
contaminantes quimicos en el ambiente, producto de la actividad humana. Es en este
mismo afio que es reconocida la Toxicologia Genética, como disciplina cientifica. Décadas
mas tarde, el desarrollo de la denominada tecnologia del ADN recombinante ofrecio
metodologias que han resultado fundamentales en el conocimiento directo de la estructura
y configuracion del genoma, la identificacion de genes especificos, la determinacion de las
alteraciones generadas en la informacion genética y su relacion con la inducci6n del céncer

y otras enfermedades de base genética.

Las investigaciones relacionadas con la genotoxicidad adquieren cada dia mayor
importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del ambiente al que se encuentra
expuesto el hombre moderno. Existen tres razones que justifican esta preocupacion.
Primero, el incremento en el grado de mutacién de las células germinales (6vulos,
espermatozoides y sus precursores) lo cual puede provocar el aumento de la incidencia de
las enfermedades genéticas en futuras generaciones. Segundo, la existencia de una estrecha
relacién entre la inestabilidad genémica de células sométicas con el céncer y las

enfermedades degenerativas crénicas y el tercero, el origen ambiental del céncer®.
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La toxicidad genética o genotoxicidad es el proceso por el cual un agente produce un
efecto deletéreo sobre el ADN y otros blancos celulares que controlan la integridad del
material genético.

Se denominan genotéxicos a aquellos agentes que producen alteraciones estructurales en el
material hereditario, causando cambios o re arreglos en el mismo, e induciendo por tanto
mutaciones. Una vez producidas, las mutaciones son permanentes y por lo tanto heredables
a otras c€lulas, o incluso de padres a hijos cuando las mutaciones se producen sobre células
germinales como évulos o espermatozoides. La acumulacién de estas mutaciones en las
células de mamiferos tiene relacién con la aparicién de procesos neoplasicos. Ademas, si
estas mutaciones se producen durante el embarazo en las células del concepto en
desarrollo, pueden llevar a la induccién de malformaciones o incluso abortos. Si las
mutaciones se producen sobre 6vulos o espermatozoides pueden llevar a alteraciones

reproductivas como infertilidad o una mayor incidencia de enfermedades hereditarias®.

2.13.23 ESTUDIOS GENOTOXICOS IN VITRO

Las pruebas de genotoxicidad son ensayos que evidencian las alteraciones causadas al
material genético, de manera directa o indirecta, por agentes ambientales, tanto en células
somadticas como germinales. La adecuada determinacién de la actividad genot6xica exige
la disponibilidad de métodos de deteccion especificos. El primer paso para realizar los
estudios de evaluacién genotéxica es la ejecucion de ensayos in vitro que permiten evaluar
el potencial mutagénico de los compuestos quimicos en breve tiempo. Estos ensayos de
genotoxicidad a corto plazo resultan de gran utilidad porque permiten detectar mutaciones
génicas, aberraciones cromosémicas, dafio primario a la estructura del ADN,
transformaciones celulares u otras afectaciones, los cuales son inducidos por compuestos

quimicos o fisicos que abundan en el ambiente*’.

La evaluacion genotéxica para compuestos de nueva sintesis y fitofarmacos es de cardcter
obligatorio a nivel internacional. La diversidad de efectos deletéreos a los que esta
expuesto el material hereditario es imposible de detectar a través de un unico sistema de
ensayo. El amplio espectro de mutaciones que pueden originarse no serfa abarcado en un
ensayo aislado y ofreceria un resultado poco preciso. Resulta imprescindible usar un grupo

de ensayos in vitro e in vivo que permitan una correcta extrapolacion del efecto genotoxico
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de la sustancia de interés para poder predecir con certeza un posible efecto carcinogenético
del compuesto en estudio y realizar una correcta extrapolacion de los hallazgos detectados,

al hombre.

2.1.3.24 LOS METALES COMO POSIBLES CAUSANTES DE
GENOTOXICIDAD

De los elementos quimicos que hoy conocemos, aproximadamente un 75% son metales,
entre los que destacan los denominados metales pesados toxicos més conocidos como son
el mercurio, el plomo, el cadmio y el talio. También se suele incluir un semimetal como es
el arsénico y, en raras ocasiones, algin no metal como el selenio. A veces también se habla
de contaminacién por metales pesados incluyendo otros elementos toxicos mas ligeros,

como el berilio o el aluminio.

Estos son un grupo de elementos quimicos que presentan una densidad relativamente alta y
cierta toxicidad para el ser humano. Aunque el término metal pesado no esté bien definido,
la descripcién mdés aceptada corresponde a que los metales pesados son un grupo de
elementos que tienen un peso molecular comprendido entre 63,5 y 200,6 con una

distribuci6n electrénica similar en su capa externa®.

Desde un punto de vista biolégico y toxicologico los metales pueden ser clasificados en
cuatro grupos: (1) metales con toxicidad aparente y con amplia distribucion en el ambiente
(p.¢j. arsénico, cadmio, plomo, mercurio y uranio); (2) metales traza esenciales (cromo,
cobalto, manganeso, selenio y zinc); (3) otros metales con importancia biologica (niquel y
vanadio); y (4) metales con interés farmacoldgico (aluminio, galio, litio y platino).

En las dltimas décadas, la concentracion de metales en el ambiente ha aumentado
considerablemente, debido a las variadas actividades de origen antropogénico
principalmente la minerfa, deforestacién, generacién de residuos sélidos entre otros, de
manera que actualmente estos metales representan una clase importante de contaminantes

ambientales®
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En general, algunos metales pueden tener efectos positivos como micronutrientes
esenciales a bajas concentraciones y efectos téxicos a niveles altos. Estos efectos pueden
observarse a nivel histolégico, celular o molecular. Entre los efectos a corto plazo causados
por los metales de transicién destacan la neurotoxicidad, la hepatoxicidad y la

nefrotoxicidad, sin olvidar su potencial cancerigeno.

2.13.25 TOXICIDADAD DE LOS METALES PESADOS (mercurio, plomo,
cadmio y talio)

Los metales pesados muestran toxicidad cuando no son metabolizados por el organismo y

cuando, consecuentemente se acumulan en los tejidos. Las rutas de exposicion a los

metales son miltiples, que éstos pueden entrar en el cuerpo a través de los alimentos, agua,

aire o por la absorcion a través de la piel.

Aunque los niveles de exposicién generalmente son bajos, éstos pueden incrementar

considerablemente por razones de indole laboral o como consecuencia de accidentes.

Las propiedades toxicolégicas de los metales dependen altamente del elemento metalico

involucrado, pero éstas se ven dréasticamente modificadas en funcion del tipo de compuesto

formado, de si es orgdnico o inorgénico, asf como de sus caracteristicas hidrofilicas o

lipofilicas; estos factores determinan significativamente su toxicinética y, por lo tanto, sus

posibilidades de alcanzar sus dianas biol6gicas®.

Potencialmente, todos los metales pesados pueden causar toxicidad cuando son ingeridos
en cantidades suficientemente altas, pero hay algunos metales con caracteristicas
especiales, los cuales pueden tener una gran capacidad de penetracién o producir toxicidad
a concentraciones bajas. A pesar de que la toxicidad de los metales ha sido ampliamente
investigada en las ultimas décadas, todavia existen miltiples incégnitas sobre sus
mecanismos de accién.

En general, los metales pesados suelen ejercer su toxicidad por la formacién de complejos
con compuestos organicos. Estas moléculas biol6gicas modificadas pierden sus
capacidades funcionales propias, provocando el malfuncionamiento o la muerte de las
células afectadas. La mayoria de los grupos involucrados en la formacién de complejos son

el oxigeno, el azufre, y el nitrogeno. Cuando los metales se unen a estos grupos pueden
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inactivar sistemas enziméticos importantes (glucdlisis, ciclo de krebs, cadena

transportadora de electrones, etc.) 6 afectar las estructuras proteicas.*’

Los metales pesados poseen una elevada reactividad biolégica dada su capacidad para
unirse con diversos tipos de moléculas orgénicas. Los procesos de bioacumulacion de los
metales se deben basicamente a la imposibilidad, por parte del organismo afectado, de
mantener los niveles necesarios de excrecién del contaminante, por lo que sufre una
acumulacion en el interior del mismo. El proceso se suele agravar a lo largo de las cadenas
troficas, debido a que los niveles de incorporacion experimentan un fuerte incremento a lo
largo de sus sucesivos eslabones, siendo en los superiores donde se hallan los mayores
contaminantes. Una vez incorporados a los tejidos, los metales son capaces de reaccionar
con una variedad de moléculas, y sus efectos toxicos especificos sobre un sistema
biologico dependen de reacciones con complejos que son esenciales para la funcién normal
de ese sistema. Asi, los metales muestran gran afinidad por los grupos sulfhidrilo y, en
menor medida, por el radical amino, fosfato, carboxilo, imidazol e hidroxilo,

pertenecientes a enzimas u otras proteinas esenciales.

Por otro lado, diversos estudios previos demuestran que algunos de los denominados
metales de transicion (plomo, cadmio, mercurio y arsénico) actiian como catalizadores de
reacciones de oxidacién de macromoléculas bioldgicas; por lo tanto, la toxicidad asociada
a estos metales se podria deber también al dafio oxidativo inducido en los tejidos. Tanto
los metales que poseen actividad 6xido-reductora (hierro, cobre y cromo), como los que no
la poseen (plomo, cadmio y mercurio), pueden causar incrementos importantes de los
niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs), tales como los radicales hidroxilo (OH),
superéxido (O ) y peréxido de hidrégeno (H,O;). Las células bajo condiciones de estrés
oxidativo muestran un amplio rango de alteraciones debidas a lesiones causadas por los
EROs en los lipidos, proteinas y ADN, lo que sugiere que la toxicidad de los metales
pesados puede ser explicada, al menos en parte, por la capacidad de inducir estrés

oxidativo en las células®.

e BT
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Luego de un anélisis de los efectos téxicos de los metales pesados, es necesario que
consideremos también la genotoxicidad como un tipo especifico de toxicidad, ya que
muchos de estos metales tienen la capacidad de interactuar con el ADN, ya sea de forma
directa o indirecta, provocando efectos biolégicos nocivos para las células y, en

consecuencia, para los organismos.

2.1.3.2.6 GENOTOXICIDAD DE LOS METALES PESADOS

Los metales pueden inducir genotoxicidad por miiltiples vias, ya sea por si solos o por la
potenciacién de los efectos de otros agentes, es decir, por la interaccién entre agentes. Se
ha descrito que casi todos los metales causan dafios en el ADN por la generacién de estrés
oxidativo en las células, principalmente por las especies reactivas de oxigeno, las cuales
pueden inducir la peroxidaciéon de lipidos, dafio en el ADN, la reduccién de grupos
sulfhidrilo, asi como alteraciones de las vias de sefializacién celular y de la homeostasis del
calcio. Los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno generados
por los metales pueden promover distintos tipos de dafio en el ADN, tales como roturas de
cadena simple y modificaciones de las bases del ADN. Sin embargo, los metales también
pueden inducir la genotoxicidad debido a su habilidad para inhibir los mecanismos de
reparacion del ADNY,

Por ejemplo, metales como el niquel y €l plomo pueden ser comutagénicos e interferir con
los mecanismos de reparacion por excision de nucledtidos (NER) y de bases (BER). La
disminucion de la habilidad para eliminar el dafio genético causado por los metales puede
incrementar el riesgo de cancer. Adem4s, se ha demostrado que los metales afectan la
fidelidad de la replicacién del ADN, debido a que son capaces de inhibir las enzimas
involucradas en la replicacion y en la sintesis de nucleétidos, asi como alterar los procesos

de metilacién del ADN y de los componentes del complejo de replicacién del ADN®,

Aunque existen numerosos estudios que han evaluado los efectos genotéxicos y
carcindgenos de diferentes metales pesados, alin se desconocen los efectos que pueden
provocar algunos metales y, fundamentalmente, los mecanismos por los cuales causar

genotoxicidad. De esta manera, nuevos estudios que utilicen ensayos sensibles y capaces
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de detectar un amplio rango de mutaciones ayudardn a dilucidar y conocer més

profundamente los efectos de los metales o metaloides sobre el material genético.

2.132.7  DETECCION DEL DANO GENOTOXICO

La gran trascendencia que tienen los efectos adversos causados por los metales pesados (y
otros agentes) sobre el ADN, ha hecho que los cientificos se hayan movilizado en la
obtencion de herramientas que permitan detectar con la mayor rapidez y sencillez posibles
si un determinado agente es genot6xico o no, y aportar informacién sobre los mecanismos
mediante los cuales ejercen su potencialidad genotdxica.

Asi, para detectar los posibles agentes genotoxicos se ha desarrollado una amplia variedad
de ensayos que utilizan organismos de complejidad muy variada, abarcando desde
organismos unicelulares simples, como las bacterias, hasta mamiferos y cultivos de células
humanas. Cada ensayo tiene la capacidad de detectar diferentes alteraciones en el ADN, lo
que permite que, al utilizar distintos ensayos en paralelo, se pueda tener una evaluacién

genotoxica completa del potencial de un determinado agente®,

2.1.3.28 EL ENSAYO COMETA

El ensayo del cometa, conocido como electroforesis alcalina en gel de células
individuales (SCGA:Single Cell gel Electrophoresis Assay), es una prueba sensible, rapida
y sencilla que permite la cuantificacién y anélisis del dafio genético causado por diferentes
agentes quimicos y fisicos. Este ensayo tiene la capacidad de detectar el dafio genético
causado por roturas del ADN de doble y simple cadena, sitios alcali-labiles, dafio
oxidativo, y enlaces ADN-ADN, ADN-proteina, o aductos, asi como el dafio genético
debido a deficiencias en la reparacién del ADN®.
El ensayo cometa comprende una metodologia bésica, la cual se puede resumir en siete
etapas: (1) las células de interés se suspenden en agarosa y se colocan en portaobjetos
previamente cubiertos con agarosa; (2) se procede a la lisis de las células bajo una alta
concentracién de sales para eliminar las proteinas celulares y liberar el ADN; (3) se lleva a
cabo una exposicion alcalina (usualmente, pH> 13) para el desenrrollamiento y relajacién
del ADN, permitiendo la expresién de roturas de cadena simple y de sitios 4lcalilabiles; (4)
se lleva a cabo una electroforesis bajo condiciones alcalinas (pH>13), la cual permite que

las roturas del ADN o los bucles relajados migren bajo el efecto del campo eléctrico hacia
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el anodo; (5) a continuacién, se procede a la neutralizacion de las condiciones alcalinas; (6)
se procede a la tincién del ADN y a la visualizacién microscépica (mediante fluorescencia)
de los cometas; y (7) finalmente se procede al recuento y andlisis de los niveles de dafio

genético observado.

El principio del ensayo se basa en que el ADN no dafiado mantiene una asociacién
altamente organizada con una matriz de proteinas en el niicleo. Cuando el ADN es dafiado,
esta organizacion es alterada y las cadenas simples de ADN pierden su estructura compacta
y se relajan, expandiéndose fuera de su cavidad. Cuando el campo eléctrico es aplicado, el
ADN, que tiene una carga negativa, migra hacia el 4nodo. Las cadenas de ADN no dafiado
son demasiado grandes, y no migran de la cavidad, mientras que el ADN dafiado presenta
fragmentos, los cuales se pueden mover ficilmente a través de la agarosa. Asi, la cantidad
de ADN que migra es una medida de la cantidad de ADN dafiado en la célula®.

Las principales ventajas que presenta este ensayo son las siguientes: a) se pueden obtener
datos a nivel de células individuales, lo cual permite un analisis estadistico mas potente; b)
s6lo se necesita un pequefio miimero de células por muestra (aprox 10.000); c) es capaz de
detectar niveles bajos de dafio genético; d) se puede utilizar cualquier célula eucariota; ) el
tiempo necesario para completar un estudio es muy corto; y f) es un ensayo relativamente

econ6mico de realizar®.

La gran sensibilidad del ensayo cometa fue desarrollado para medir la variacion del dafio
en el ADN y la capacidad de reparacion dentro de una poblacién de células de mamiferos,
en la ultima década sus aplicaciones van desde la biomonitorizacion de poblaciones
humanas y organismos centinelas, a procesos de reparacién del ADN y otros estudios de
toxicologia genética. En este altimo campo este ensayo ha tenido gran importancia y sus
aplicaciones incluyen: 1) ensayos de exploracion; 2) estudios mecanisticos para distinguir
el dafio producido en los cromosomas por genotoxicidad y citotoxicidad; 3) estudios
mecanisticos para distinguir entre carcinégenos genotoxicos y carcinégenos no

genotoxicos; y 4) puede incluirse en las baterias de ensayos in vitro ¢ in vivo®.
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Este amplio uso se debe principalmente a que es un ensayo muy versétil, en donde
cualquier tipo de tejido puede ser empleado, tiene la capacidad de detectar diferentes tipos
de dafio genético y sblo requiere un bajo nimero de células. Convirtiéndose asi en un

ensayo ideal en comparacion a otros®

2.1.3.3 DESCRIPCION DE LA ESPECIE EN ESTUDIO

2.1.3.3.1 Caracteristicas generales de Eisenia foetida

Conocida también como “lombriz roja”; de color rojo oscuro, respira por medio de su piel,
mide de 6 a 8 cm de largo, de 3 a 5 milimetros de didmetro y pesa aproximadamente 1
gramo. Son de una especie genéticamente mejorada, son anélidos segmentados de la clase
clitelados y pertenecen al orden oligoquetos, poseen las siguientes caracteristicas: son
longevas ya que pueden vivir hasta 16 afios, son hermafroditas, acopldndose cada 7 dias,
siendo su reproduccion geométrica ya que son proliferas, ponen un coco cada 7 dias del
cual nacen hasta 10 lombrices y adquieren su madurez sexual a los 2 o 3 meses. Son
animales con un excelente aparato digestivo compuesto con 6 higados y que come por dia
hasta su propio peso, adquiriendo para si hasta el 30% y excretando el 70%. Y justamente
es aqui el valor econémico de sus deyecciones, ya que estamos en presencia del producto
organico de excelentes condiciones con macro y micro nutrientes necesarios para los

vegetales en general®.

La lombriz estd clasificada en el reino animal como Anélido terrestre de la clase de los
Oligoquetos. Vive en ambientes himedos, rehiiye la luz y se nutre de restos orgénicos
vegetales y animales en descomposicion, siendo un excelente recuperador. Es hermafrodita

insuficiente (tiene ambos sexos, pero necesita aparearse para reproducirse).

Est4 dotada de 5 corazones y 6 pares de rifiones. En cautiverio vive un promedio de 15
afios y no contrae ni transmite enfermedades. Desde el punto de vista ecoldgico se la

clasifican en:

EPIGEAS, viven sobre la superficie del suelo, se alimentan de materia orgénica y
producen HUMUS.

WO e ST e e M e PR s Al s S i W o oo et e G s oo e eIl o TN
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ENDOGEAS, son las mds conocidas, viven dentro del suelo cavan galerias horizontales y

comen y defecan tierra.

ANECICAS, viven dentro del suelo, cavan galerias verticales y durante la noche suben a

la superficie del suelo alimentidndose de materia organica.

Los tres grupos de lombrices son sin duda el gran arado de la tierra y constituyen el
elemento mas importante en el rol de los EDAFOECOSISTEMAS.

Siendo las lombrices animales migratorios por excelencia, ha sido necesario para
poder desarrollar la lombricultura, que su habito sea modificado y es asi como luego de
mas de 14 afios de proceso, su habito migratorio fue modificado para llegar al dia de hoy
en que su hébito sedentario permitiera mantenerla en cautiverio y poder realizar un proceso
industrial en el que no solamente se la pueda mantener en un criadero sin que fugue, sino
que adicionalmente ya tiene la capacidad de vivir en altas densidades (30 a 40.000

lombrices por metro cuadrado) sin que se alteren sus efectos conductuales.

De las mas de 8000 especies conocidas de lombrices, solamente 2500 han sido
clasificadas y solamente tres de ellas han podido ser domesticadas, siendo Eisenia foetida

1a més conocida y aquella que es utilizada en mas del 80% de los criaderos del mundo.

Las lombrices californianas pueden criarse en cualquier lugar del planeta que posea,
al menos, una temporada con temperaturas promedio superior a los 20°C, es decir cualquier
lugar con climas templados. Estas lombrices, a 21°C tienen la méxima capacidad de
reproduccién, por lo tanto, se reproducirin mas durante los meses célidos.
Cuando la temperatura es inferior a 7°C, las lombrices no se reproducen, pero siguen

produciendo abono, aunque en menor cantidad.
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2.1.33.2  Anatomfa y fisiologia de la lombriz

La lombriz se caracteriza por presentar una segmentacion interna y externa en el cuerpo,
cada segmento semeja a un anillo caracteristica principal de los anélidos. Las principales
caracteristicas sistémicas de la lombriz son: carecen de esqueleto y poseen una delgada
cuticula pigmentada, tienen pocas goénadas las cuales estdn situadas en definidas
posiciones segmentadas®.

La lombriz vive normalmente en zonas con clima templado, su temperatura corporal oscila
entre los 19° C y 20° C, mide de 6 a 8 cm de longitud; su didmetro oscila entre los 3 y 5
mm es de color rojo oscuro; en cada metdmero se ubican 5 pares de corazones y un par de
rifiones una temperatura optima 25°C, pH ideal 6.8 a 7.2, humedad 70 a 80 %",

E1 aparato digestivo esta formado por la cavidad bucal, faringe, es6fago, buche, estémago
e intestino. En el es6fago se encuentran las gldndulas calcéreas, cuya funcién es excretar
carbonato de calcio para neutralizar los 4cidos orgénicos presentes en el alimento®. El uso
que las lombrices dan a la faringe es el de una bomba succionadora, donde las
contracciones musculares jalan las particulas a través de la boca; El estémago muele el
alimento con la ayuda de las particulas minerales. La lombriz roja tiene la ventaja sobre
otro tipo de explotaciones de no contraer enfermedades, su mayor peligro en éste tema
radica en el envenenamiento por exceso de acidez y gases, esto puede suceder cuando

protefnas no totalmente fermentadas se acidifican y liberan gases nocivos™.

La respiracion es a través de la superficie del cuerpo, en la cual hay una red de pequefios
vasos sanguineos; en la pared del cuerpo de las lombrices terrestres el oxigeno es disuelto
en una pelicula permeable de la superficie hiimeda, y se conduce a través de la cuticula y la
epidermis hasta los vasos donde es tomado por la hemoglobina y ésta es transportada por

todo el cuerpo®.

La cuticula himeda de la pared del cuerpo, favorece la absorcién de oxigeno, y la
liberacion de anhidrido carbénico, por lo tanto la respiracién s6lo puede darse con la

cuticula hiimeda, cuando se expone una lombriz al sol deja de respirar al irse secando™.
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2.1.3.3.3 Taxonomia de la lombriz

Reino Animal

Tipo Anélida

Clase Oligoqueta

Familia Lombricidae

Género Eisenia

Especies Eisenia foetida (lombriz roja)

2.1334 Ciclo vital de Eisenia foetida

La lombriz roja madura sexualmente a los dos meses de vida, (figura 01) lo cual viene
indicado por el aparecimiento del clitelo. La copulaci6én de las lombrices se efectia con no
menos de 7 dias entre uno y otro, teniendo 1 6 2 capullos por cada lombriz por copulacién.
Si las condiciones son Optimas, después de 14 a 21 dias de incubacién, eclosiona el capullo
y nacen las nuevas crias, entre 2 y 9 lombricillas de color rosado pélido translicido por
capullo, en condiciones de moverse y nutrirse de inmediato. Las nuevas lombrices
alcanzan su madurez sexual entre 45 y 90 dias de su nacimiento dependiendo de las

condiciones de cultivo.

El sistema muscular de la lombriz roja consiste en una serie de fibras externas circulares o
transversas de musculo, que rodean el cuerpo, y una serie interna de fibras musculares
longitudinales que sirven para mover las cerdas. El aparato circulatorio estd formado por
un vaso sanguineo dorsal prominente y cuando menos cuatro vasos sanguineos ventrales,
que recorren de forma longitudinal el cuerpo y estdn conectados entre si a intervalos
regulares por medio de una serie de vasos transversales. El vaso dorsal est4 equipado con
valvulas y es el verdadero coraz6n. No obstante, el bombeo de la sangre se produce sobre

todo por movimientos musculares generales®.
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14-21 dias

Capullo L‘_‘A, z‘l

h A_ .J Nacimiento de individuos

1-2capullos/7dias 45-90 dias

Clitelo

Apareamiento Individuo adulto

Figura 01. Ciclo vital de Eisenia foetida “lombriz roja”

La lombriz roja alcanza su madurez sexual a los 90 dias de edad y se considera adulta a los
7 meses. Cada lombriz est4 dotada de un aparato genital masculino y de un aparato genital
femenino, el aparato genital femenino recibe el esperma, y lo retiene hasta el momento de
la fecundacién, dos lombrices en fase de acoplamiento giran en sentido opuesto la una de
la otra, de esta manera pueden contactar, el aparato genital masculino de una con el aparato

genital femenino de la otra®’.

- _______________________ _______ _ ___ ___________ _________ ______|
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CAPITULO 111
3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Tipo de investigacion

El estudio aplicé la investigacion descriptiva, permitiéndonos estudiar el efecto
genotoxico, en E. foetida, de diferentes diluciones de lixiviado y diferentes tiempos de
exposicion, manifestdndose en la fragmentacion del ADN nuclear de los celomocitos,

efecto, que se visualizo como cometas en los geles de agarosa tefiidos con nitrato de plata.

3.1.2 Diseiio de investigacion

El disefio fue de tipo experimental. Se conté con dos grupos de suelos que fueron
tratados con agua ultrapura (control negativo-CN) y lixiviado (grupo problema). Cada
grupo de suelo se trabaj6 por duplicado con 10 lombrices cada uno, que fueron expuestos
por 3 semanas a diferentes concentraciones de los lixiviados: 1/1 v/v, 2 v/v, 1/10 v/v,
1/100 v/v y 1/1000 v/v. La poblacién estuvo constituida por el lixiviado que se genera en
los rellenos sanitarios manuales y ejemplares de lombrices de la Amazonia. La muestra
estuvo representada por el lixiviado del relleno sanitario manual de Nauta y 120
individuos de E. foetida “lombriz roja” (10 por cada grupo experimental [3 a los 7 dias y 3

alos 14 dias y 3 a los 21 dias de exposicion]). Obtenidas por muestreo aleatorio simple.

Las evaluaciones del nivel de dafio genotoxico en los celomocitos de las lombrices se
hicieron mediante el ensayo cometa a los 7, 14 y 21 dias. Para ello, se tomaron mediante
muestreo aleatorio simple 9 lombrices (3 de los 7, 14 y 21 dias) de cada grupo

experimental (grupo control y grupo problema), tal como se muestra en el disefio.

Grupo Problema (por duplicado) grupo control \
o8 a)s
2 2 T R - 2 B R
T X2 22 22 T2 &
T AR 2R T2 (|2

Evaluacion
> genotdxica:

7, 14y 21 dias

ol of
ol &l

o
af &
of of ad
of/ad o
o of &
o) &
o afn)
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2 2 IR 2 22 2
2 2 22 3 22 2 p
1 2 3 4 5

Figura 02. Disefio del experimento
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3.1.3 Poblacion y muestra

3.1.3.1 Ubicacién del Area de Estudio:

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Biotecnologia del
Centro de Investigacién de Recursos Naturales de la Amazonia — CIRNA de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana. La muestra de lixiviado fue colectado del
relleno sanitario manual de Nauta, ubicada a 7.5 Km de la ciudad de Nauta, la misma que
se encuentra a 115 km de Iquitos (via fluvial) y 2 horas (via terrestre). La ciudad de Nauta
se encuentra ubicada en la margen izquierda del rio Marafién, a unas siete millas de su
confluencia con el rio Ucayali. Fundada en 1830, es una de las provincias méas antiguas de
nuestra Amazonia. Debido a su estratégica ubicaciéon como punto de enlace de los rios
Marafion y Ucayali, fue cobrando importancia y se constituy6 en el centro principal de

intercambio comercial y de comunicaciones.

Su paisaje es colinoso, con
superficies de topografia
accidentada; en las cercanias
de la ciudad, las tierras son

aptas para la produccion

forestal con limitaciones de

suelos y erosion.

La Municipalidad Provincial de Loreto-Nauta hasta el 2002 venia utilizando un
botadero a cielo abierto y desde julio del 2003 ha adquirido un area ubicada a 7.5 Km
de la carretera Nauta - Iquitos, en donde estd funcionando el Proyecto del relleno

sanitario manual.

e ]
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Figura 05. Ampliaci6n del relleno sanitario

A través del reconocimiento del 4rea se pudo observar el inicio del proceso de ampliacion
del relleno sanitario manual (figuras 04 y 05), asimismo, se encuentran los depésitos de
lixiviados que se encuentran expuestos al ambiente, que cuando sobrepasa su capacidad, el
personal tiende a retirar este lixiviado en baldes y los arroja por los alrededores del lugar 6
simplemente al suelo cercano. Ademas, los colectan en botellas plasticas descartables y

almacenan con fines fertilizantes para sus cultivos.

ﬁ?i < )

-

. ‘_ ° ~ -
R
o W

hnr

S FF Ll
’ - . A '?\“-
Figura 06. Poza donde se almacena el lixiviado que Figura 07. Canales construidos para el recorrido del
genera el relleno sanitario manual. lixiviado hacia la poza de almacenamiento.
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3.1.3.2 Poblacion:

Estuvo constituida por los ejemplares de Eisenia foetida de la Amazonia Peruana y
lixiviados que se generan en los rellenos sanitarios manuales.

3.1.3.3 Muestra:

Constituidas por el lixiviado del relleno sanitario manual de Nauta y 120 individuos de

E. foetida (10 por cada grupo experimental). La muestra de lixiviado se obtuvo por
muestreo aleatorio simple de una de las pozas existentes en el relieno. De la misma manera
aleatoria se procedié con el muestreo de las lombrices para la respectiva evaluacién

genotoxica.

3.14. Evaluacién del nivel de dafio genotoxico en celomocitos de
Eisenia foetida expuestos a diferentes concentraciones del lixiviado del
relleno sanitario manual de Nauta

Para el establecimiento del respectivo nivel de dafio genot6xico se procedié de la siguiente
manera:

3.14.1. Obtencién y cultivo de lombrices

Las lombrices fueron adquiridas del biohuerto de la Municipalidad Provincial de
Loreto-Nauta lugar donde se dedican al cultivo de esta especie con fines de
investigacién, una vez colectadas fueron transportadas a un huerto casero para ser
cultivadas y mantenidas por varias semanas bajo las siguientes condiciones: se colocaron
100 lombrices en etapa pre-juvenil en un recipiente de madera de 50x50x25cm que
contenia suelo para el cultivo (50% de tierra preparada para macetas, 30% de estiércol de
ganado vacuno, 20% de pajilla). El recipiente presentd una ligera pendiente hacia uno de
los extremos recubierto por un plastico con pequefios hoyos con la finalidad de conservar

la humedad adecuada.
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Figura 09. Crianza y mantenimiento de las
lombrices

Figura 08. Ejemplar de Eisenia foetida

El cultivo se realizé conservando una humedad relativa de 80 a 85%, humedad del
suelo de 35% y pH de 6.5. Cada 3 dias se control6 la humedad, removiendo con la mano

el substrato a fin de oxigenar el medio.

Figura 10. Remocién del substrato como Figura 11. Control de la humedad del suelo
parte del mantenimiento durante e} cultivo. al realizarse la adici6én de nuevo substrato.

Cada semana se preparé un nuevo medio de cultivo como alimento, el cual se adiciond
al cultivo, revolviendo con mucho cuidado y agregando agua para humedecer el sustrato.
En cada semana se aproveché la oportunidad para realizar el control de viabilidad de los

ejemplares y observar el crecimiento y la presencia de tocones (huevos).

R —
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Figura 13. Presencia de tocones (huevos)
de las lombrices encontrados en el substrato.

Figura 12. Control de viabilidad de las lombrices.

3.1.4.2. Exposicion de Eisenia foetida “lombriz roja” a diferentes
diluciones de lixiviado.

Para establecer las condiciones experimentales de la evaluacidn genotdxica se procedié a
preparar los suelos problema y control, secando el estiércol de vacuno y homogenizacién
de los demas componentes. Ademads, se seleccionaron los individuos adultos con clitelo
bien definido y con pesos entre 300 y 600mg. Estos fueron distribuidos en grupos de 10
individuos en recipientes de plastico de 500ml que contenia suelo utilizado para el

mantenimiento de los mismos con seis tratamientos diferentes:

Flgura 14. Preparac16n de componentes del Figura 15. Ejemplares adultos de 300 a 600mg
suelo de peso
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Figura 17. Adicion del lixiviado en el suelo
preparado

Figura 18. Distribucion de lombrices Figura 19. Proceso de evaluacién
por tratamiento aplicando diferentes tratamientos

Figura 20. Diferentes concentraciones del
lixiviado utilizado en la evaluacién genotdxica.
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El suelo control negativo present6 la misma composicién de nutrientes utilizada para el
cultivo y mantenimiento de las lombrices. Se emple6 200g del mismo, humedecido con
agua destilada al 35%. Para conocer la humedad a capacidad de campo y asi poder conocer
cuantos ml equivale al 35% de solucién para cada suelo, se tom6 una muestra de suelo
utilizado para el mantenimiento de las lombrices de aproximadamente 100 g y se puso a
secar a temperatura ambiente, evitando pérdidas de suelo. Una vez completamente seco se
volvi6 a pesar. Con los valores de peso inicial y final se calculd el porcentaje de humedad

a capacidad de campo (% HCC) de la siguiente manera:

% HCC = Peso hiimedo - Peso seco x 100
Peso seco

Del resultado de la resta del peso hiimedo con el peso seco, se obtuvo la cantidad de agua
disponible en el suelo, por lo tanto al hacer una regla de tres entre la cantidad de agua en el
suelo y €l 35% requerido en 100 g, se obtuvo la cantidad de agua requerida para cualquiera
que sea la cantidad de suelo a utilizar.

Para el suelo problema se empled 200g del suelo control negativo humedecido al 35% con
la dilucién respectiva del lixiviado (1/1, 2 v/v, 1/10 v/v, 1/100 v/v y 1/1000 v/v.) (ver
anexo). Se tuvo en consideracion que en los tratamientos aplicados no existieran una
mortalidad mayor del 10%.

Una vez que los recipientes estuvieron preparados con sus suelos correspondientes, se
incorporaron los organismos en ellos, se cubrié la boca del envase con papel aluminio y
una liga. Posteriormente se colocaron al azar los envases rodeados con envases de agua,
dando inicio asi al experimento. Se evaluaron los efectos a los 7, 14 y 21 dias. Debido a
que fue una prueba corta, los organismos no fueron alimentados durante la misma. Cada
semana se vaci6 el contenido de los recipientes en bandejas para verificar las condiciones

en las que se encontraban los organismos y evaluar la mortalidad.
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3.1.4.2.1 Evaluacion de la genotoxicidad en celomocitos de Eisenia
foetida a través del ensayo cometa.

La metodologia a seguir para el ensayo cometa fue el siguiente:

a)  Obtencién de celomocitos’.

- Se seleccionaron aleatoriamente tres lombrices de cada grupo experimental, se los puso
en purga por 24 a 48 horas en placas petri con papel toalla humedecido con suero
fisiologico. Las toallas se cambiaron cada media hora para evitar que los restos desechados
por las lombrices sean consumidos nuevamente.

- Después de purgar las lombrices, se colocaron con mucho cuidado en un tubo de 10ml
con 2 ml de solucién de extrusion fria (ver composicion en anexo) a temperatura ambiente
por 2 a 4 minutos.

-Se retiraron las lombrices con una pinza y los celomocitos se almacenaron en

refrigeracion 4°C protegidos de la luz.
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Figura 21.Lombrices en purga por 24 a 48
horas

b) Prueba de viabilidad: Se mezcl6 20 ul de azul de Tripén 0.4% y 20 ul de la

Figura 22.L.ombrices en solucién de
fria por 2 a 4 minutos

extrusion

suspensién de celomocitos y se puso en una camara de Neubauer para observar en el
microscopio a 40X. Se hizo un conteo del total de células y se determiné el porcentaje de
células viables luego de haber identificado a las células no viables (citoplasma tefiido de

azul).

- _____________ . __ _ ___  ______ _______________  _____]
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¢) Preparacion del control positivo in vitro

Se pes6 0.85 g de cloruro de sodio (NaCl) y se disolvi6 en 70ml de agua ultrapura. Se
afiadi6 30ml de per6xido de hidrégeno (H,O,), se homogenizé y se almacendé por 30
minutos a 4°C. Posteriormente, se sumergieron cuidadosamente en esta solucién las
laminas que contienen los celomocitos inmovilizados en gel de agarosa para su incubacién

por 30 minutos a 4°C. Se emplearon los celomocitos del grupo control.

d) Preparacion de las laminas:

Se limpiaron las laminas con alcohol de 96° y secaron a temperatura ambiente. Se agregd
en el centro de la 1amina portaobjetos 250 u/ de agarosa de punto de fusién normal, para
luego ser extendida con una laminilla cubreobjetos; posteriormente se dejé secar por 15

minutos en refrigeracion.

Transcurrido el tiempo de secado, se procedié a retirar la laminilla deslizandola
suavemente, para luego afiadir 80 u/ de la mezcla de celomocitos (66 ul/ de celomocitos +
154 pl de agarosa bajo punto de fusién) y se coloc6 nuevamente en refrigeracion por 15
minutos en oscuridad. Seguidamente se afiadi6 la tercera capa de agarosa de bajo punto de
fusién (80 ul) y se cubri6 con laminilla. Se secd por 15 minutos para luego retirar las

laminas cubre objetos, para luego someterlas a la solucién de lisis.

-

. N
Figura 23. Adicion de capas de agarosa Figura 24. Homogenizacién de mezcla
de celomocitos con agarosa.

-
i

- |
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d) Lisis:
- Se sumergieron las laminas preparadas en un recipiente de base plana que contenia 250

ml de la solucién de lisis refrigerada (4°C), (homogenizada con 1 ml de Tritén X-100 y 1
ml de DMSO) por 1 hora en oscuridad.

Figura 25. Laminas en proceso de lisis

e) Electroforesis:

- Transcurrido el tiempo de lisis, se retiraron las laminas de la solucién de lisis y se
trasladaron a la camara de electroforesis que contenia buffer de corrida (solucion alcalina)
por 25 minutos en refrigeracién y en oscuridad, asegurdndonos que las ldminas estén
totalmente cubiertas con dicha solucién. Luego se realiz6 la electroforesis a 30 volts, 300
mA durante 20 minutos. Cumplido el tiempo, se retiraron las ldminas y lavaron con agua
ultrapura (obtenido por un proceso consecutivo de destilacién, desionizacion,

ultrafiltracion y tratamiento con luz ultravioleta) fria.

Figura 26. Electroforesis en Figura 27. Laminas en solucién alcalina
condiciones de refrigeracién por 25 minutos
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- Se afiadi6 el buffer de neutralizacion en placas petri conteniendo las laminas, todo este
proceso se realiz en el agitador horizontal por 10 minutos a 68 rpm.

- Culminada la neutralizacion, se lav6 con agua ultrapura fria y se dej6 secar a temperatura
ambiente por 1 hora.

g) Fijacion y Tincién

- Cumplido el tiempo se lavaron las ldminas con agua ultrapura y se colocaron en placas
petri, todo este proceso se realizé en el agitador horizontal por 10 minutos a 68 rpm.

- Culminada de fijacion, se lavaron nuevamente con agua ultrapura y se dejaron secar por
12 horas. Para iniciar la tincién agregando las soluciones A y B (ver composicién en
anexo) sobre las ldminas y en oscuridad durante 1h aproximadamente, agitando a 68 rpm.

- Se detuvo la tincién agregando 1 ml de solucién STOP durante 10 minutos. Para luego
lavarlas por tres veces con agua ultrapura y se dejaron secar a temperatura ambiente, y

guardarlas para su posterior recuento de los cometas.

Figura 28. Laminas en proceso de
fijacion y tincién

3.1.4.3 Técnica de Recoleccion de Datos:

Los equipos, métodos y técnicas utilizadas establecidas para las siguientes variables son
establecidas de acuerdo a (Corona et al. 2008)°’. Ademis se procedi6 a recopilar los datos
procediendo de la siguiente manera:

Observacion: Estuvo dirigida para la obtencion de informacion directa de los resultados de
los niveles de dafio del ADN en cada tiempo de exposicion al lixiviado. Las observaciones
se realizaron utilizando el microscopio con cdmara incorporada, anotdndose los datos en
fichas de registro (ver anexo 03). La imagen que se pudo observar después de realizar la
corrida electroforética asemejo a un cometa, en donde la cabeza representa el ADN sin

dafiar, mientras que la cola del mismo es el ADN dafiado o fragmentado.
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3.1.4.4. Analisis de metales en el lixiviado del relleno sanitario
manual de Nauta.

Para la respectiva medicién de la concentracién de estos metales pesados se procedio en
primer lugar de la siguiente manera:

3.14.4.1 Colecta del lixiviado

El lixiviado formado a partir de los residuos solidos se dirige a una poza construida para su
recoleccion, mds no asi para su tratamiento. Para la recoleccion de la muestra se utilizaron
botellas de plastico con tapa rosca cuya capacidad fue de SL empleando un embudo a fin
de facilitar su colecta. Luego se transport al laboratorio de Biotecnologia del Centro de
Investigaciones de Recursos Naturales de la UNAP debidamente almacenadas en termos

que conservan una temperatura refrigerada para el envio y andlisis correspondientes.

Figura 29. Colecta de lixiviado de la
poza
3.1.4.4.2 Analisis de metales presentes en el lixiviado.

La muestra de lixiviado (500ml) se envi6é al Laboratorio de Envirolab Pert S.A.C, que
cuenta con un Laboratorio Certificado en la ciudad de Lima, quienes realizaron el andlisis
cualitativo de 31 elementos quimicos mediante Espectrofotometria de Absorcion Atémica
de acuerdo a las normas establecidas en (EPA 2007).

3.1.4.5 Instrumentos de Recoleccion de Datos:

Los instrumentos para la recoleccion de datos que se utilizaron, fueron:
a). Fichas o guias de observacion. Se utilizé para registrar la informacion obtenida de la

presencia de cometas, datos fisicoquimicos, y otros.
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b). Los Equipos que se utilizaron para obtener directamente el registro de datos fueron el
microscopio con camara incorporada, camara de electroforesis, refrigeradora, estufa, bafio

maria y otros.

3.2. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Se empled la estadistica descriptiva e inferencial. Se determinaron el promedio, desviacion
estandar y para conocer si existen diferencias estadisticas significativas entre el grupo
control (positivo (in vitro) y negativo) y los grupos experimentales (1, 2, 3, 4 y 5) se hizo
el test d¢ ANOVA, mientras que analizar pardmetros del ensayo cometa y los diferentes
niveles de dafio se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Estableciéndose a priori un nivel
de significacién a=0,05. Los andlisis se hicieron usando el paquete estadistico PASW

statistics version 18. Para el andlisis del nivel de dafio se aplico lo siguiente:

3.2.1. Recuento de los cometas:
Se observd las laminas en el microscopio con un aumento de 400x y se clasific6 100
cometas de cada lamina correspondiente a cada tratamiento, procediendo a la lectura de

acuerdo a la siguiente clasificacion:

Sin dafio Daiio leve Dafio moderado Dafio severo Dario total

Figura 30. Nivel de dafio genotoxico en células estudiadas.

Al terminar el conteo de los 100 cometas por ldmina, se hizo una sumatoria del total de
células en cada nivel de dafio y se multiplic por su mismo nivel de dafio, para finalmente
obtener la sumatoria de éstas multiplicaciones. La clasificacién del dafio por medio de
unidades arbitrarias (UA) se encuentra en un intervalo de 0 a 400, siendo 0 el menor dafio

y 400 el mayor dafio’.

L ]
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CAPITULO 1V

RESULTADOS

4.1. Genotoxicidad en celomocitos de Eisenia foetida expuestos al

lixiviado del relleno sanitario manual de Nauta.
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Figura 31. Nivel de dafio genotoxico en celomocitos de Eisenia foetida expuestos a diferentes

concentraciones de lixiviado.

La presente grafica muestra el nivel de dafio genotdxico en cada uno de los tratamientos
aplicados (7, 14 y 21 dias). En ella se observa claramente que existen diferencias
significativas (p<0.05) entre los dias de tratamiento en cada concentracién empleada.
Asimismo, es evidente que en la primera semana de exposicion al lixiviado (7 dias) el nivel

de dafio genotdxico es menor y va incrementandose conforme transcurre el tiempo y la
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Nivel de dafio genotdxico

dilucion del lixiviado. Las diluciones 2 y 1/1000 muestran un alto grado de significancia
en cada uno de los tiempos de exposicion al lixiviado. Cabe manifestar que durante los 21

dias que durd la exposicion de las lombrices al lixiviado no se registr6 mortalidad de los

ejemplares.
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Figura 32. Relacion entre la concentracion de lixiviado, tiempo de exposicion y nivel de dafio genotdxico.

Los graficos muestran que a mayor concentraciéon de lixiviado y a mayor tiempo de
exposicion se observa que se incrementa el nivel de dafio genotdxico en los celomocitos de

la lombriz Eisenia foetida.

4.2 Analisis de metales del lixiviado de residuos sodlidos del relleno
sanitario manual de Nauta.

En la tabla 01 se presenta la concentraciéon de metales presentes en el lixiviado del relleno
sanitario manual de Nauta. Se puede evidenciar que las concentraciones de arsénico (As),
niquel (Ni) y berilio (Be) en los lixiviados son inferiores a 0.001 mg/1, las de bismuto (Bi)
inferior a 0.10mg/1, las de cadmio (Cd) y titanio (Ti) son inferiores a 0.003 mg/l, las de
cobalto (Co) son inferiores a 0.005 mg/l, las de cobre (Cu), plomo (Pb), antimonio (Sb),
molibdeno (Mo) y plata (Ag) son inferiores a 0.010 mg/l, las de litio (Li) y talio (T1) son
inferiores a 0.02 mg/1 , las de selenio (Se) son inferiores a 0.002 mg/l, las de estafio (Sn)
son inferiores a 0.04 mg/l, las de tungsteno (W) son inferiores a 0.2 mg/l, las de vanadio

(V) son inferiores a 0.007 mg/l, y las de mercurio (Hg) son inferiores a 0.0002 mg/1.

Las concentraciones de bario (Ba), cromo (Cr), zinc (Zn), estroncio (Sr), y

manganeso (Mn) estdn entre 0.17 mg/l y 0.47 mg/l. El Aluminio (Al) con una
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concentracion de 6.4 mg/l, ademas las concentraciones del hierro (Fe), fosforo (P), boro
(B), magnesio (Mg) y calcio (Ca) estan entre 19.2 mg/l y 58.43 mg/l. siendo los metales de
elevadas concentraciones; el sodio (Na) y el silicio (Si) que estdn entre 305.3 mg/l y 364.5
mg/l, en particular el potasio (K) llegé hasta 2242 mg/l, superando claramente el limite de
- concentracién méxima (0.20 mg/l).

El hierro nos muestra una presencia de 19.12 mg/l, siendo su limite de cuantificacion de

0.001mg/1. Este elemento es el cuarto més abundante de la corteza terrestre, y se presenta
en dos estados de oxidacion: el Fe+3 (Ar3d5) o férrico y el Fe+2 (Ar3d6) o ferroso. En
presencia de O2 el Fe+2 es oxidado rapidamente a Fe+3, el cual es poco soluble en agua y en
v donde precipita como 6xidos de hierro. Por lo tanto, en nuestra atmésfera rica en 02, la

forma termodindmicamente mas estable del hierro es también la de mas dificil acceso para

los organismos.
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Tabla 01. Informe de anélisis de

relleno sanitario manual de Nauta.

metales presentes en lixiviado de residuos sélidos del

Solicitante:

Domicilio Legal:

Tipo de Muestra:

Plan de Muestreo:

Solicitud de Analisis:
Procedencia de I Muestra:
Fechit de Ingreso:

Cédigo EXVIROLAB PERU:
Referencia:

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA AMAZONIA PERUANA

Av. Gran N° 1072
Iquitos
Selucion Ligquida (Liziviados)

SET-175
2010-00-13

1609175

Cetizacidn N° 7992

Fecha de Nuestreo; 2010-09-07

NI g
Ceadicida s T

+ et Mvestra Tnsavadar
Not

Metales:

Codige de Lab.: 100917501 Descripcion: Muestra de Lixiviado
Avdlisis Métedo Liwmite de Resultade Tuidad Fecha de

de Refevencia Cuaniificacion Andlisic
Alamninio Total E?4 2007 0.02 6.4 mgl 3030-09-16
Arsénico Total EPA 2007 0.051 N.D. mgll 2510-09-16
Bore Total E®A 2007 0.03 318 mgl 2010-0%-16
Bario Total Efan0n7 0.053 0.1 mgll 2010-00-16
Beritio Tetal EP3 2007 0.061 N gL 2010-09-16
Bismuto Total E¥A 2007 010 N.D. mgll 2¢10-09-16
Caleio Total EFA 2067 0.003 £8.43 2¢10-09-16
Cadinio Total EPA 2007 0.003 XD, mgll 2310-09-16
Cobalto Total ER8 2007 0.005 N.D. gl C10-09-16
Cromoe Total Era 2007 0632 0.2 gl 2610-09-16

g

2"No Detectable af wvel de cuagicfivacion indicado.

Lz awestra T pd 3 remperaiura ambieste & Laveratide,
a: La fecha de sraeciren. o3 daio propescionado por ¢l {liente.
EPAC0NT "Deterniination of Metals and Trave Flements in Water and
Wazies by Indnctively Coupled Plasma- Atome Enussion Specuometny”
Rev.4.° Nav 1094

B T R T ey S e S N e e, O Sy =P aTer i SR §
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Fecha de Muestreo: 2010-09-07

Cédigo de Lab.: 1009175-01 Descripcion: Muestra de Lixiviado
Andlisis Método Limite de Resultado Tnidad Fecha de
de Referencia Cuautificacién Andlisis
Cobre Total EPA 200.7 0.010 N.D. mg/L 2010-09-16
Hierro Total EPA 200.7 0.001 19.12 mg/L 2010-09-16
Potasio Total EPA 200.7 020 2242.8 mg/L 2010-09-16
Litio Total EPA 2007 0.02 ND. mg/L 2010-09-16
AMagnesio Tofal EPA 200.7 0.001 36.38 mg/L 20610-09-16
Manganeso Total EPA 200.7 0.001 0.47 mg/L 2010-09-16
Molihdeno Total EPA 2007 0.01 N.D. mg'L 2010-09-16
Sodio Total EPA 200.7 0.02 3053 mg/L 2010-09-15
Niguel Total EPA 2007 0.001 XN.D. mgll 2010-09-16
Fasforo Tofal ZPA 200.7 c3 05 mgll 2010-09-16
Plomo Tetal EPA 2007 0.010 XD. gl 2010-09-16
Anfimonio Total EPA 200.7 0.010 ND. g/ 2010-09-16
Selenio Total EPA 200.7 0.002 N.D. mg/l 2010-09-16
Silicio Total EPA 200.7 0.04 354.5 gl 2010-09-16
Estaiio Total EPA 2007 0.04 N.D. mg/L 2610-09-16
Estroncie Total ZPA 2007 0.0003 0.43 me'L 2010-09-16
Titanio Total EPA 2007 0.003 ND. mg/L 2010-09-16
Talio Tota) TPA200.7 0.02 XD. mg/l, 2610-09-16
Tungsteno EPA 200.7 62 Xb. g/l 20610-09-20
Vamadio Tofal EPA 2007 0.007 N.D. meg/l 2010-09-16
Zine Total EPA 2007 0.002 0.26 me/L 2010-09-16
Plata Total EPA 2007 0.010 N.D. mgll 2010-09-16
Mercurio Total IPA 1631 0.0002 ND. g/l 2010-09-18
e

"N.D-" significa No Detectable a] nivel de cuantificacion indicado.
Condition ¥ Estado de Ja Muestra Ensayada: La nmesira Begd a temperatura ambiente al Laboratorio.
Nota: La fecha de tuesireo, es dato proporcionado por el Cliente.
Metales: EPA 2007 "Derenmination of Metals and Trace Elements in Water and
Wastes oy Inguctively Coupled Plasme- Atomic Exiiscion Spectromeny”
Rev. 4.4 May 1004
Mercurio: EPA 1631 E "Mercwry in Waler by Oxidation, Pusge and Trap, aad Cold
Vapor Atomic Fluorescence Spectrometsy”
Revision £ August 2002

LUIS BUENQ CARBAJAL
Gerenie General
CLP. V6618
Lima, Perd. 2010-09-22
Nota:  -Losresultados presentados corresponden solo a la muesira indicada.
-Estos resutados no deben ser utilizados coimo una certificacion de eonfonnidad con nommas del producto.
Page2/2
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4.3 PROPUESTA DE DISENO DE TRATAMIENTO DE LIXIVIADO
EN BASE A REVISION BIBLIOGRAFICA.

El almacenamiento de residuos solidos en el relleno sanitario manual de la
municipalidad de Nauta ha permitido un gran avance en la proteccién del ambiente; no
obstante también ha generado un problema ante la aparicién de un liquido altamente
contaminante, lixiviados de dificil tratamiento mediante métodos convencionales. El alto
poder contaminante de los lixiviados hace necesario un tratamiento adecuado, previo a su
destino final. Este tratamiento dependerd del origen, composicién y producciéon del
lixiviado, mientras que la disposicion final variarA de acuerdo con los tratamientos
recibidos, tales como vertido a aguas superficiales, descarga en estaciones depuradoras de
aguas residuales, descarga sobre pilas de compostaje o descarga sobre el propio

vertedero®,

No existe un sistema de tratamiento exclusivo para el lixiviado; muy por el
contrario, se proponen numerosos métodos de tratamiento que se combinan ¢ incluyen
tratamiento biolégico, adsorcidén con carbdn activado, sedimentacion, etc. y tratamientos
especificos tales como reduccién quimica, membranas, intercambio i6nico entre otros.
La gestion de lixiviados es clave para la eliminacién del potencial que tiene un vertedero
para contaminar acuiferos subterrdneos. Estos autores comentan el uso de varias
alternativas para gestionar el lixiviado recolectado de los vertederos, incluyendo 1)
reciclaje del lixiviado, 2) evaporacion del lixiviado, 3) tratamiento seguido por evacuacion,

y 4) descarga a los sistemas municipales para la recoleccion de aguas residuales®.

Muchas han sido las contribuciones en el tratamiento de los lixiviados. En las
Gltimas décadas los sistemas de tratamiento de lixiviados se han perfeccionado
considerablemente y se han vuelto mas fiables. Muchos vertederos europeos incluyen
ahora plantas bien disefiadas y construidas que permiten tratar los lixiviados de forma

consistente con los niveles de limpieza especificos requeridos para cada emplazamiento>-.

El relleno sanitario manual existente en el distrito de Nauta, no cuenta con el
tratamiento de su lixiviado. Por consiguiente es necesario proponer procesos
ambientalmente sustentables, que sean técnicamente realizables, econémicamente viables y

socialmente aceptables.
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La soluci6n a este problema es el desarrollo de nuevos productos de facil aplicacién
y que puedan sustituir a los de elevado costo. Este es el caso de los polimeros naturales que
se obtienen de una variedad de plantas nativas. Generalmente, son utilizados con diferentes
propositos, pero podrian servir en muchos casos como excelentes ayudantes de
coagulacion o floculacién. Tal es el caso del alginato de sodio, goma de tuna, almidones
solubles en agua fria (pregelatinizados), goma de semillas de nirmali, pulpa de algarrobo,
gelatina comiin, carboximetil celulosa, goma de red sorrela, sflica activada, lentejas,
tamarindo, alhova, floccotan y quitosana™.

En esta propuesta se sugiere la utilizacion de almidéon de plétano.
El almid6n es una fraccién importante de un gran niimero de productos agricolas, tales
como cereales (maiz, trigo, arroz) cuyo contenido de este carbohidrato es de 30-80%;
leguminosas (frijol, chicharo, haba) con 25-50%; tubérculos (papa, yuca) en los que el
almidén representa 60-90%; y algunas frutas como el pldtano y el mango, que en su estado

verde o inmaduro alcanzan contenidos de almidén de hasta 70% en base seca®.

Sobre la base de los estudios realizados en varios rellenos pequefios, se puede
afirmar que la generacion de lixiviado se presenta fundamentalmente durante los periodos

de lluvias y unos cuantos dfas después, y se interrumpe durante los periodos secos.

Por tal razén, seria conveniente una adaptaciéon de este método de célculo para
calcular la generacion del lixiviado en funcién de la precipitacién de los meses de lHuvias y
no de todo el afio. Este criterio es importante a la hora de estimar la red de drenaje o

almacenamiento de lixiviado para los rellenos sanitarios manuales.

Por lo tanto, se sugiere que partiendo de la ecuacién, los registros de precipitacion
sean los del mes de méaxima lluvia, expresados en mm/mes, con lo cual se consigue una
buena aproximacion al caudal generado:

Oim=PxAxK
donde:
QOlm = Caudal medio de lixiviado generado (m*/mes)

Pm = Precipitacion maxima mensual (mm/mes)
A = Area superficial del relleno (m?)
K = Coeficiente que depende del grado de compactacion de la basura

B R R R R A R L T R T A R e R R R =R,
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Im=103 mm

4.3.1. Para el diseiio del sistema de drenaje de lixiviado

Dada la poca extension superficial (3.5 Ha) del relieno sanitario manual, en primer lugar se
recomienda minimizar el ingreso de las aguas de lluvia no solo controlando las aguas de
escorrentia por medio de canales interceptores a nivel perimetral, sino también impidiendo
que las lluvias caigan directamente sobre los terraplenes o zanjas con residuos si se
construye un techo que funcione a manera de paraguas. De esta manera, la cantidad de
lixiviado tiende a ser nula, con lo que se evita uno de los mayores problemas de este tipo

de obras, sobre todo en nuestra zona que se caracteriza por ser lluviosa.

Las instalaciones minimas y complementarias que debe poseer un relleno de seguridad es
la geomembrana de un espesor no inferior a 2mm, tal como esta estipulado en el articulo
86, numeral 2 del Reglamento de la Ley 27314 Ley General de Residuos Sélidos.

En segundo lugar, es conveniente construir un sistema de almacenamiento del lixiviado en
forma de espina de pescado al interior del relleno, en concreto en la base que servird de
soporte de cada plataforma. El sistema puede estar conectado.

Evitar o minimizar el incremento de lixiviados, e impedir de paso la contaminacién de las
aguas de lluvia, es técnica y ambientalmente mejor y mucho méas econémico que disefiar e
instalar sistemas de impermeabilizacion artificial, que construir sistemas de drenaje y, por
supuesto, que llevar a cabo los tratamientos convencionales para estas aguas altamente
contaminadas, en especial en los pequefios municipios™.

4.3.2. Respecto al volumen de lixiviado

La mayor cantidad posible del lixiviado generado se almacenara en zanjas en el interior del
relleno sanitario, a manera de falso fondo, y el resto se guardara en otras fuera del relleno
para que se evapore. Progresivamente se construirdn mds zanjas segin las necesidades
locales. El volumen de lixiviado se estimara con la siguiente ecuacién:

V=0xt

donde:

¥ = Volumen de lixiviado que serd almacenado (m°)

-y
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Q = Caudal medio de lixiviado o liquido percolado (m*/mes)

¢t = nimero maximo de meses con luvias consecutivas (mes)

4.3.3. Longitud del sistema de zanjas para el lixiviado

Con el caudal obtenido se pueden calcular las dimensiones del sistema de zanjas para el
almacenamiento de lixiviado. Las zanjas deberan tener por lo menos un ancho de 0,6
metros por un metro de profundidad, siempre que el nivel fredtico esté un metro més abajo

y el suelo tenga las condiciones de impermeabilidad recomendado™.

43.4. Drenaje y manejo del lixiviado

El manejo del liquido percolado o lixiviado es uno de los mayores problemas que se
presentan en un relleno sanitario. Es necesario que se cuente con canales periféricos que
interceptan y desvian las aguas de escurrimiento, la lluvia que cae directamente sobre su
superficic aumenta el volumen del lixiviado. A continuacién se sefialan algunas

consideraciones para disminuir estos problemas.

Es de vital importancia construir un sistema de drenaje que servird de base al relleno
sanitario antes de depositar la basura; este sistema debera retener ¢l lixiviado en el interior
del relleno para su almacenamiento indefinido, siendo necesario que la compactacién
diaria de la celda en capas sea de un espesor no menor de 0.20m, y cobertura final con
material apropiado en un espesor no menor de 0.50m, tal como estd estipulado en el
articulo 87, numeral 4 del Reglamento de la Ley 27314 Ley General de Residuos S6lidos.
Con ello se lograra disminuir en buena parte su salida y evitar su tratamiento, lo que por su

elevado costo es sumamente complejo y poco factible en los pequefios municipios™.

Para una mayor eficiencia, se recomienda construir estos drenajes en todas las bases de los
taludes interiores y exteriores de las terrazas o niveles que conforman el relleno sanitario.
Asi, se evitan los escurrimientos por la superficie de los taludes inferiores de los

terraplenes de residuos y, ademds, su interconexién con el drenaje vertical de gases.
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Figura 33. Distribucion del sistema de drenaje del lixiviado

4.3.5. Construccion del sistema de drenaje interno de lixiviado

El sistema de drenaje y almacenamiento de lixiviado consiste en una red horizontal de
zanjas de piedra, interrumpidas con pantallas del mismo terreno o de madera. Una manera

de construir los drenes es la siguiente:

1. Se traza en el terreno la linea por donde se ubicara el drenaje, el cual puede ser
similar al de un sistema de alcantarillado (p. €j.: espina de pescado).

2. Se excavan las zanjas del dren principal de 0,6 metros por un metro y se instalan las
pantallas cada 5 6 10 metros, con un ancho de 0,20 a 0,30 metros, o simplemente se
dejan intactos en la zanja estos pequefios bloques de suelo. Para que el lixiviado
pueda permanecer almacenado en el interior del relleno sin rebosar por las zanjas,
se dejard un borde libre de unos 0,30 metros entre la pantalla y el nivel de la

superficie del terreno.

L " . ______________________}
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3. A fin de tener més capacidad de almacenamiento, se llenaran las zanjas con piedras
que midan entre 4 y 6 pulgadas, no con cascajo. Hecho esto, se colocara sobre ellas
un material que permita infiltrar los liquidos y retener las particulas finas que lo
puedan colmatar; para ello se pueden utilizar, sacos o costales de polipropileno o

bien ramas secas de helecho, pasto e incluso hierba.

¥
{

L

K
)
A .
.«:,;7 Saco de polipropileno

Figura 34. Detalles de la zanja para el almacenamiento del lixiviado.

4. Las zanjas que contengan llantas desechadas de automotores poseen mayor
capacidad de almacenamiento del liquido percolado; de paso, se aprovecha asi un
material voluminoso de dificil manejo en el relleno, que, de no disponerse
adecuadamente, podria terminar convirtiéndose en un criadero de mosquitos.

Una vez enterradas las llantas en sentido vertical, una junto a la otra, se coloca
encima una capa de piedra de 0,20 a 0,30 metros de espesor y se la cubre con sacos
de polipropileno o ramas secas, como en el caso anterior. La zanja tendrad una

conformacion especial para recibir las llantas (figura 35).

5. Cuando se presentan largos periodos de lluvias y la cantidad de lixiviado excede la
capacidad de las zanjas de almacenamiento al interior del relleno, se recomienda

prolongar y orientar las zanjas de drenaje de la misma manera y, ademads, construir
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fuera del terreno una red de zanjas de secado que permita almacenar este liquido

durante esas épocas (figura 34)

Satos o costales de poliprapitens

Pantaita
—anara.

th

Borde libre 0.2 303 m
—_

Llantas usadas
de automotores

.
\

S

Figura 35. Zanja de lixiviado para recibir las llantas usadas
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Figura 36. Red de zanjas externas para el almacenamiento del lixiviado
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6. En estas zanjas de drenaje exterior se pueden dejar tramos alternos entre pantalla y
pantalla sin efectuar el llenado de piedras. Esto se hace con varios propdsitos, entre
ellos:

o Estimar el volumen del lixiviado que sale del relleno.

e Determinar la cantidad de sedimentos y el momento de efectuar la limpieza de las
zanjas.

Considerando nuestro clima tropical se sugiere aplicar un método mas eficaz para controlar
la lluvia cubriendo con un techo ligero de palma, paja o plastico (similar al de los
invernaderos) toda el area superficial de las zanjas o de los terraplenes de basura; con ello
se impedir el ingreso de la lluvia que cae directamente sobre las zonas terminadas y el
frente de trabajo. Este método puede disminuir en 90 6 95% la generaci6n de lixiviado. En

algunos pequeiios rellenos este problema puede ser eliminado por completo (figura 37).

Tacho de pajs
e LNy

3.0 m

Figura 37. Cubierta o techo ligero para evitar el ingreso del agua de lluvia al
relleno sanitario manual
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4.3.6. Control y almacenamiento del lixiviado

e Sobredimensionar la red de zanjas de drenaje en el relleno sanitario.

e Construir el relleno de manera que se tengan éareas estrechas de trabajo; es decir, es
preferible superponer las celdas, una encima de otra, apoyandolas sobre el talud del
terreno y las celdas ya terminadas; dicho de otro modo, la obra se hace hacia arriba
en lugar de extenderla en el terreno.

e Introducir en la rutina diaria el cubrimiento de celdas y dreas terminadas
temporalmente con material pléstico, a fin de impedir la infiltracion del agua de
lluvia a través de la basura y reducir asi el volumen de lixiviado. Hay que sefialar
que la cantidad de material plastico requerida es pequefia, tomando en cuenta la
poca extension del relleno y el método de trabajo.

o Inmediatamente después de haber terminado algunas zonas del relleno, se procede a

aplicar la cobertura final en cuya superficie se sembraré pasto o grama.

4.3.7. Tratamiento del lixiviado

Si cubrimos las dreas rellenadas de residuos y el frente de trabajo con un techo ligero de
palma, paja o plastico, no tendremos lixiviado, con lo que se minimizardn todos los
problemas y los costos de un tratamiento por lo demés incierto en estos lugares.

En pequefias poblaciones es necesario evitar a toda costa la generacion de lixiviado, pero
si a pesar de todo se genera un poco, hay que mantenerlo dentro del relleno sanitario y asi
evitar tratamientos costosos.

Es importante tener un suelo impermeable o bien hay que impermeabilizarlo
artificialmente para que se pueda construir la red de zanjas de almacenamiento que

retendra el lixiviado en el relleno.

Otra practica que minimiza el problema del lixiviado al clausurarse algunas éreas del
relleno sanitario o cuando este acaba su vida 1til es la siembra de pasto, grama y pequefios
arbustos de raices cortas que se adapten a las condiciones de la obra. Se los debe sembrar
tanto sobre la superficie ya clausurada como en los alrededores del sector rellenado; la
evapotranspiracién puede ser muy efectiva y en algunos casos hasta evita la produccion de
lixiviado.
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En casos extremos en que no se logre controlar su produccién y dado que el lixiviado de
los RSM de las pequefias poblaciones presenta caracteristicas semejantes a las aguas
residuales domésticas (con gran porcentaje de materia orgdnica biodegradable de dificil
decantaci6n), se podran aplicar tratamientos biolégicos para mejorar en lo posible la
calidad de este liquido. Ejemplos de estos métodos son los filtros percoladores y las
lagunas de estabilizacion.

4.3.8. Aislamiento del almiddn del plitano.
Para ello se utiliza la metodologia modificada de Canepa et a/ (2008)*%. Se pesa y lava Skg

de platano, los que son pelados y picados en porciones ~2x1,5cm, remojéndose por Smin a
40°C en un recipiente que contiene un volumen de agua de seis veces el peso de la muestra,
que luego serd molida en una licuadora a prueba de impacto, hasta que se desintegre
completamente.

Cuando ya esté molida la muestra se lava tres veces con la misma agua utilizada para el
remojo sobre un tamiz del N° 100, se elimina la fibra retenida. El filtrado se va
acumulando en un recipiente donde se deja sedimentar por ~3h. El sobrenadante se separa
por decantacion y el sedimento se mantiene refrigerado durante la noche. Al dia siguiente
se repite la operacién, eliminando nuevamente el sobrenadante. El sedimento que se
obtiene se centrifugara a 850rpm durante 15min para separar el agua de la pasta. La pasta
se seca en una estufa a 40°C por 24h, se pulveriza en porciones de 5g y se envasa en
frascos de plastico.

4.3.9. Preparacién de las mezclas coagulantes.

Se utiliza dos coagulantes inorganicos convencionales, sulfato de aluminio (SA) y cloruro
férrico (CF) y se prepara mezclas coagulantes basadas en almidén de platano. Las arcillas
bentdnicas, la galactita y otras arcillas adsorbentes se utilizan para ayudar en la
coagulacién de aguas que contengan color intenso o baja turbiedad, como es el caso del
lixiviado en estudio, y proporciona materia suspendida adicional al agua en la que se
pueden formar los floculos. Estas particulas floculantes son capaces de sedimentarse

rapidamente debido al alto peso especifico de la arcilla®>
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4.3.10. Realizacion del experimento.

Se realiza un  pre-tratamiento  al lixiviado, la cual consiste de:
—Acidificacion. Se afiade 4dcido sulfiirico concentrado con el fin de oxidar la materia
orgénica que es disuelta en el lixiviado y adecuarlo de esta forma para la etapa de
coagulacién. El pH de control debe ser de 4,5.

—Neutralizacién. Se agrega cal Ca(OH),, para ajustar el pH hasta un wvalor ~7.
—Coagulacion-floculacion. Una vez pretratado el lixiviado se realiza la prueba de jarras,
cada una con cuatro repeticiones. Para ello se agrega 1000ml del lixiviado pretratado en
seis vasos de precipitado y se adicionan tanto las mezclas como los coagulantes
convencionales a seis concentraciones diferentes (75, 150, 225, 300, 375mg l") mds un
testigo. El mezclado se realiza segiin el método citado en Flores ef al (2004), con mezcla
rapida por 15seg a 200rpm, a fin de desestabilizar las cargas superficiales de las particulas
de la materia orgénica contenida, seguida de mezcla lenta por 25min a 25rpm para
promover la formacién de fléculos. Se deja sedimentar cada vaso por 30min y al término
"de la sedimentacion se mide turbiedad, color, demanda quimica de oxigeno, pH, y

‘conductividad.

Los resultados de la concentracion 6ptima permitirdn establecer la factibilidad de aplicar
mezclas preparadas a base de almidén de platano-sulfato de aluminio y arcillas con
propiedades coagulantes para el tratamiento de lixiviados. Tales mezclas, por su menor

costo, pudieran ser una opcion de tratamiento fisico en nuestra regién.

isenia foetida ombriz roja”-2011

Pdgina 88




CAPITULO V
DISCUSION

Las lombrices son conocidas como eficientes acumuladores de metales pesados ** y
han sido considerados como organismos indicadores de suelos contaminados > * debido a
que son ficiles de manejar, ademés de su extensa distribucion terrestre y tienen la
capacidad de acumular y concentrar grandes cantidades de contaminantes inorgénicos y
orgénicos®® Y ¥; ya que han heredado resistencia a la toxicidad de estos contaminantes,
entre ellos los metales pesados (Morgan, 1991)*%, Esto se pudo constatar en cada una de
las etapas del proceso de evaluacién genotéxica realizada en el presente estudio, al igual
que (Durand 2009)'° confirm6 con sus resultados que las lombrices de tierra tiene una
capacidad de resistencia a la toxicidad y el grado de tolerancia difiere con la madurez.

Las diferencias significativas (p<0.05) encontradas entre los dias de tratamiento en
cada concentracién empleada en nuestra investigacion son evidentes, tal es asi que en cada
uno de los tratamientos el nivel de dafio decrece gradualmente conforme disminuye la
dilucién del lixiviado y se incrementa a medida que aumenta la concentracién y mayor
tiempo de exposicién al lixiviado. Por lo que guardan relacién con lo mencionado por
(Jiménez 2004)™ ya que ellos consideran que la cantidad de metal disponible para las
lombrices de tierra depende de la concentracién absoluta del metal dentro de un ambiente
del suelo dado y una serie de factores fisico-quimicos tales como la textura del suelo, pH
del medio, la naturaleza y el alcance de los minerales de arcilla y materia orgénica. Y lo
reportado por (Liu et al. 2009)"' que afirman que el aumento de las lesiones del ADN
depende de las dosis de exposicién durante los 28 dias que dur6 sus ensayo, Tal es asi que,
~ el dafio del ADN en celomocitos de la lombriz de tierra tratados con la mayor dosis (1,0 y
10,0 mg/kg) fue significativamente mayor que en los tratados con 0,1 mg/kg (p\0,05)'. De
igual manera los resultados que obtuvieron (Bonnard et al. 2009)"” cuando estudiaron la
genotoxicidad y efectos en la reproduccion en E. foetida expuestos a suelos contaminados
mostraron dafio a nivel de ADN y una disminucioén en el nimero de celomocitos después
de 28 y 56 dias de exposicion mencionando a los hidrocarburos arométicos policiclicos que
parecia ser la fuente mas probable de la genotoxicidad registrada, aunque los efectos de
los metales no podian excluirse. Del mismo modo (Kovalchuk er al. 2001)*® reportaron
que la contaminacién con sales de metales induce a un incremento en la frecuencia de las
mutaciones intracromosomales.
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Los resultados del presente estudio estan en buen acuerdo con ellos. Se sugiere que el
efecto genot6xico encontrado en este estudio se debe a la accién compleja de los iones
metalicos presentes en el lixiviado. Se sabe que los iones metalicos (como el Fe**, Zn** o
Cu?") no atraviesan libremente la membrana celular. Las formas de paso de estos metales
son quelatos. Los quelatos son sintetizados biolégicamente y actian como ionéforos, que
acarrean los iones metdlicos. Los ion6foros especificos para el caso del hierro son

conocidos como sideréforos (Emery, 1982%; Olsen et al., 1981%}).

Al igual que otros metales del grupo de transicion, el Fe** puede dar lugar a estrés
oxidativo, el cual es controlado por los niveles de compuestos reductores como los tioles
glutatién y cisteina asi como por la actividad de enzimas antioxidantes como la super6xido
dismutasa y la catalasa (anexo 05). De acuerdo con (Aust 1989)% la peroxidacién de
lipidos requiere Fe (IIT) 6 Fe (1) probablemente en la forma de complejos O, Fe. Ademas,
el Fe es capaz de catalizar reacciones redox entre el oxigeno y las macromoléculas. Por
otro lado, se sabe que el hierro unido al ADP, histidina, EDTA, citrato y otros agentes
quelantes es capaz de facilitar la formacion de especies reactivas de oxigeno capaces de

causar dafio oxidativo a los lipidos, protefnas y fragmentar el ADN®.

Los resultados obtenidos confirman el efecto mutagénico de los iones metdlicos y
presentes en el lixiviado (anexo 05), tal como lo reporta (Morgan 1991)*%. De la misma
manera que (Takeshi y Kazuyoshi 2010)° que examinaron la mutagenicidad inducida por
metales en las lombrices de tierra cultivados en camas conteniendo metales, en la cual
observaron que el 8-0x0-Gua era un importante premutagénico que ocasiona dafio en el

ADN y que induce al estrés oxidativo, lo que lleva a la carcinogénesis.

Asimismo, cabe mencionar que de acuerdo a los resultados obtenidos la presencia del
calcio en el lixiviado se considera como un elemento muy necesario en la composicién de
los organismos ya que se combina con el fosforo y mantiene libre el hierro para su
absorci6n y utilizacion. Varios minerales también pueden ayudar a eliminar el exceso de

hierro almacenado: el manganeso y el zinc.
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Respecto al Zinc se observa una concentracién de 0.26 mg/l (LMP=0.002mg/l), lo cual es
preocupante ya que su exposicién en el ambiente debe ser restringido ya que es
considerado como el segundo més importante rastro de metal en los organismos después
del hierro, que participan en la funci6n biol6gica de varias proteinas y enzimas. A pesar de
ser un oligoelemento esencial, el zinc es conocido como uno de los metales toxicos para la

mayoria de los organismos por encima de ciertas concentraciones y tiempos de exposicion.

Durante los 21 dias que durd la exposicion de las lombrices a las diferentes
concentraciones del lixiviado no se registré mortalidad ni cambios en el comportamiento
de las lombrices, al igual que (Giovanetti et al. 2010’ al evaluar los efectos biolégicos en
las lombrices de E. foetida después de 7 y 28 dias de exposicion al uranio empobrecido y
el natural no observaron efectos en términos de mortalidad o la reduccién de peso.
Manifiestan que para algunos de los criterios de valoracién, en especial los efectos

genéticos, la dosis uranio-efecto de las relaciones se han encontrado en forma no lineal.

Asimismo, (Saint-Denis ez al.1998)° estudiaron las actividades de las enzimas (catalasa,
glutatién peroxidasa, glutation- S-transferasa y glutation reductasa) que participan en
sistemas antioxidantes de defensa en E. foetida, que estan principalmente localizados en el
citosol. En respuesta a las perturbaciones de contaminantes orgénicos e inorganicos
encontraron variaciones en la concentraciéon de glutation y la actividad de las enzimas
glutation-S-transferasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa. Sin embargo, los
mecanismos de accién genotoxica de muchos metales pesados siguen an sin ser conocidos

en las lombrices.

En el presente estudio, las diluciones utilizadas en cada uno de los tratamientos mostraron
efectos genotdxicos claros bajo condiciones experimentales normales y sin causar
mortalidad, lo que demuestra la alta sensibilidad del ensayo cometa, por lo que podemos
decir que estos resultados son adecuados para detectar mutagénicos tanto fisicos como
quimicos, sugiriendo al mismo tiempo que esta técnica puede ser utilizada para evaluar

otros tipos de agentes genotoxicos.

Como se ha mencionado anteriormente, el ensayo cometa es una técnica muy versatil y
muy sensible, ya que permite evaluar el dafio genético primario de forma répida, sencilla y

en cualquier tipo de célula eucariota con un nimero reducido de células. Estas
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caracteristicas, ademds, de su alta sensibilidad han llevado a que este ensayo sea

ampliamente utilizado en estudios in vivo e in vitro, con diferentes organismos y tejidos®.

El ensayo cometa también ha sido empleado para evaluar la genotoxicidad in vivo de
muchos metales pesados, demostrando ser altamente sensible y rdpido para detectar el

dafio genético en diferentes organismos modelo (Reinecke y Reinecke, 2004)%.

De acuerdo a (Orta 2009)'2, los lixiviados son contaminantes peligrosos para el ambiente,
en particular para los acuiferos, ya que tienen una alta concentracion de contaminantes,
cien veces superior a la de las aguas residuales, por lo que tiene un riesgo potencial muy
alto para el entorno. (Thomas et al. 2009)"°, afirman que las pruebas de toxicidad,
utilizando especies que representan los diferentes niveles tréficos, es una forma superior a
predecir el riesgo que plantea la aprobacion de la gestién que el andlisis quimico. Estudios
previos evaluaron la toxicidad de lixiviados utilizando bacterias, algas, plantas,
invertebrados y peces. Encontraron que el amoniaco, la alcalinidad, los metales pesados y
diverso compuestos orgénicos recalcitrantes fueron identificados como la causa de

reacciones adversas en los organismos de prueba.

Los metales y las concentraciones encontradas en el lixiviado del relleno sanitario manual,
podemos atribuir a los siguientes factores: tiempo de funcionamiento (1 afio), segregacion
previa de los residuos sélidos, preparacion de los canales de almacenamiento de residuos
sélidos. Estos constituyen las principales causas de que los lixiviados no contengan mayor
nimero de metales pesados y en cantidades detectables que puedan ocasionar dafios
irreversibles en los organismos vivos. Sin embargo, a pesar de ello se evidencié severo

dafio genotdxico en los celomocitos de E. foetida.

Concordando con lo mencionado por (Smith 2009)'® quien sefiala que el contenido
de metales de los residuos solidos urbanos que han pasado por un proceso de separacién
tengan inherentemente més baja disponibilidad de metales en general, en comparacién con
los residuos que son colocados sin ningiin proceso de segregacion.

El calcio y el magnesio s6lo aportan dureza a las aguas subterréneas, pero los

metales pesados téxicos pueden contaminar fuentes de agua para consumo humano®.
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Un disefio de tratamiento apropiado para el lixiviado es el desarrollo de nuevos productos
de facil aplicacién y que puedan sustituir a los de elevado costo. Este es el caso de los
polimeros naturales que se obtienen de una variedad de plantas nativas. Los resultados
permitirdn establecer la factibilidad de aplicar mezclas preparadas a base de almidon de
platano-sulfato de aluminio y arcillas con propiedades coagulantes para el tratamiento de
lixiviados. Tales mezclas, por su menor costo, pudieran ser una opcion de tratamiento
fisico en nuestra region.

Del mismo modo se sefiala en (CONAM, 2007)> que el tratamiento de los
lixiviados, es una necesidad que se repite a nivel mundial, pues en toda infraestructura de
disposicién de residuos se generan de manera inevitable los lixiviados, relacionandose
directamente con la cantidad de materia organica, porque las estructuras moleculares
orgénicas, después de ser asimiladas por actividad bacterial, producen grandes cantidades
de metano, didéxido de carbono, sulfuro de hidrégeno, mercaptanos, amoniaco, calor, entre
otros y agua; ésta cantidad de agua generada es el lixiviado, que siempre est4 en contacto
con todos los contaminantes y que logra arrastrarlos por la sencilla razén de que los

compuestos pesados insolubles se convierten en materiales més simples y solubles®.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

e«  Elnivel de dafio genotoxico en celomocitos de Eisenia foetida depende del tiempo de

exposicion y la concentracién del lixiviado.

e  Se estandarizé el protocolo del ensayo cometa en celomocitos de E. foetida para
monitorear suelos contaminados.

e  El efecto genotéxico reportado en el presente estudio se debe a la accion compleja de

los iones metélicos presentes en el lixiviado del relleno sanitario manual de Nauta.

e La aplicacibn de un método de tratamiento de lixiviado representaria una
oportunidad para evaluar el uso potencial de coagulantes orgdnicos o mezclas de bajo
costo como una buena opci6n para los sistemas de tratamiento del lixiviado generado

en el relleno sanitario manual de Nauta.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES:

Continuar con la caracterizacién completa del lixiviado a fin de conocer el

contenido de la misma para asi aplicar un tratamiento adecuado.
Utilizar la técnica estandarizada de ensayo cometa para evaluar la

genotoxicidad en Eisenia foetida expuestos a diferentes contaminantes

ambientales,

Aplicar el disefio de propuesta de tratamiento del lixiviado en el relleno

sanitario manual de Nauta.

Evaluar el efecto genotdxico del lixiviado en las personas que manipulan el

lixiviado del relleno sanitario manual de Nauta.

Evaluar la utilidad del lixiviado como fertilizante en el cultivo de plantas.

Modificar la Ley General de Residuos Sélidos (Ley 27314) a fin de incluir la

prohibicién de la descarga del lixiviado de un relleno sanitario manual al

ambiente.
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ANEXO 01
GLOSARIO DE TERMINOS

Lixiviado

El lixiviado es el liquido que ha pasado a través o ha emergido de la masa del material que
constituye el relleno sanitario y que en consecuencia contiene materiales procedentes de
los residuos. Por lo tanto, implica una fuente importante de contaminacién ambiental dada
su elevada carga orgénica y quimica. '

Toxicologia
La toxicologia puede ser definida como la ciencia de los venenos o de las sustancias

téxicas, sus efectos, antidotos y deteccion; o bien como sefiala la Organizacion Mundial de
la Salud "disciplina que estudia los efectos nocivos de los agentes quimicos y de los
agentes fisicos (agentes toxicos) en los sistemas biolégicos y que establece ademas, la
magnitud del dafio en funcién de la exposicion de los organismos vivos a dichos agentes.
Se ocupa de la naturaleza y de los mecanismos de las lesiones y de la evaluacién de los

diversos cambios biol6gicos producidos por los agentes nocivos".

Residuos
La Real Academia Espafiola (2007), define a los residuos como aquello que resulta de la

descomposicion o destruccion de algo; y material que queda como inservible después de
haber realizado un trabajo u operacién.

Residuos Sélidos
Ley General de Residuos So6lidos (2000), define a los residuos sélidos como las

sustancias, productos o subproductos en estado s6lido o semis6lido de los que su generador
dispone, o esta obligado a dispone, en virtud de lo establecido en la normatividad nacional
o de los riesgos que causan a la salud y el ambiente.

Botadero

La Ley General de Residuos S6lidos denomina a los botaderos como la acumulacién
inapropiada de residuos sélidos en las vias, terrenos baldios o espacios pilblicos de &mbito
urbano o rural. Los botaderos carecen de medidas de adecuacién sanitaria, por lo cual
representan riesgos ambientales y a la salud de las poblaciones. Los botaderos carecen de

autorizacion sanitaria.
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Contaminantes ambientales

Todo cambio significativo en la composicién o condiciones normales de un medio, tales
cambios afectan al recurso en si 0 a su uso para un fin determinado, y los agentes que lo
provocan pueden ser: quimicos, fisicos y biologicos. El medio afectado puede ser aire,
agua, suelo o cualquier sustrato orgénico (de ordinario, mas de uno de ellos

simultdneamente).

Eisenia foetida
Son anélidos segmentados de la clase clitelados y pertenecen al orden oligoquetos, tienen
un excelente aparato digestivo compuesto con 6 higados y que come por dia hasta su

propio peso, adquiriendo para si hasta el 30% y excretando el 70%.

Ensayo Cometa

Se fundamenta en el hecho de que el ADN en condiciones normales se encuentra enrollado
en el nicleo, mientras que al estar dafiado o roto y ser sometido a un campo
electromagnético, este migrara méas que un ADN sin dafio. En condiciones alcalinas la
técnica es capaz de evidenciar rompimientos de una sola hebra, sitios retardados de
reparacién y sitios dlcali labiles; mientras que a un pH neutro, la técnica es capaz de

evaluar rompimientos de doble hebra en el ADN.

Mutagénesis

Es el proceso por el que se genera una mutacién, ésta se define como un cambio
hereditario en el material genético. Existe gran evidencia de que una amplia variedad de
agentes ambientales, incluyendo los carcinégenos que interactian directamente con el
ADN, produciendo cambios hereditarios, son importantes para la evaluacion de los riesgos

de mutagenicidad y carcinogenicidad de los agentes fisicos y quimicos.

Mutigenos

Son agentes fisicos o quimicos capaces de inducir en los seres vivos varias clases de
cambios deletéreos heredables. EI ADN celular estd organizado y éstos, a su vez, en
cromosomas, los cuales, en los organismos superiores, se alojan en el niicleo celular. La

informacion genética es muy estable. Sin embargo, las mutaciones ocurren
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espontaneamente, con frecuencias muy bajas en las células que aparentemente no estan

expuestas a agentes mutagénicos externos.

Suelo control negativo

Es un suelo libre de contaminantes que es necesario para evaluar la aceptabilidad de la
prueba. Este suelo puede ser una sola opcion de las siguientes: 1) un suelo comercial sin
contaminantes, 2) un suelo de campo no contaminado proveniente de una zona alterna y
similar al drea de estudio, previamente conocida como una zona sin contaminantes o 3) un

suelo artificial.

Suelo de referencia
Es un suelo que proviene de la misma zona de estudio que las muestras problema, pero que
estd libre de contaminantes o se conoce de antemano que tiene una concentracién muy baja

de contaminantes.

Suelo control positive
Es el suelo control negativo seleccionado al cual se le adiciona el compuesto téxico de
referencia. Este suelo se usa con la finalidad de observar si el disolvente acarreador causa

alguna interferencia en los organismos durante ¢l bioensayo.

Relleno sanitario: es la técnica mediante la cual diariamente los residuos s6lidos se
Depositan en celdas debidamente acondicionadas para ello, esparcen, acomodan,
compactan y cubren. Su fin es prevenir y evitar dafios a la salud y al ambiente,
especialmente por la contaminacién de los cuerpos de agua, de los suelos, de la atmoésfera
y a la poblacion al impedir la propagacién de artrépodos, aves de carrofia y roedores.

Relleno sanitario manual: es aquel en el que sdlo se requiere equipo pesado para la
adecuacion del sitio y la construccién de vias internas, asi como para la excavacion de
zanjas, la extraccion, el acarreo y distribucién del material de cobertura. Todos los demas
trabajos, tales como construccién de drenajes para lixiviados y chimeneas para gases, asi
como ¢l proceso de acomodo, cobertura, compactacion y otras obras conexas, se llevan a

cabo manualmente.
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El relleno sanitario manual se utilizard como método de disposicion final de los desechos
ordinarios de poblaciones urbanas y rurales que generen menos de 20 toneladas diarias de

estos desechos.

Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Es la sustancia quimica donde se almacenan las instrucciones que dirigen el desarrollo de
un huevo hasta formar un organismo adulto, que mantienen su funcionamiento y que
permite la herencia. Es una molécula de longitud gigantesca, que estd formada por
agregaci6n de tres tipos de sustancias: aziicares llamados desoxirribosas, el 4cido fosférico

y base nitrogenada de cuatro tipos:adenina, guanina, timina y citosina.

Metales pesados.
Son un grupo de elementos quimicos que presentan un peso molecular comprendido entre

63,5 y 200,6 con una distribucién electrénica similar en su capa externa.
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ANEXO 02
PROTOCOLO PARA TRABAJOS DE LABORATORIO

I. INFRAESTRUCTURA EN EL LABORATORIO

Para el cultivo y mantenimiento de las lombrices de experimentacion se necesita de
un ambiente con temperatura (20 - 25 °C) e iluminacién controlada (12 horas luz/12 horas
oscuridad), y agua.

Para el ensayo cometa
Ambiente con temperatura controlada y limpia. Este cuarto debe estar apartado, para

controlar la contaminacién con los reactivos y materiales utilizados dentro del laboratorio.

Para procesar el material contaminado
Area exclusiva para limpiar material con residuos de compuestos téxicos y evitar

contaminacion de otros materiales.

II. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
2.1. Materiales
v’ Algodén.
¥ Guantes quirdrgicos.
v Papel parafilm.
¥' Papel aluminio.
v’ Agujas descartables N° 23x1”
v Jeringasde 1 0 3 mlL
¥ Marcador de cristalerfa.
v Micropipetas de 10 — 100 L, 100 - 1000uL.
v Puntas para micropipetas de 10 — 100 uL, 100 - 1000uL.
v Laminas portaobjeto.
v' Léaminas cubre objeto.
¥' Cémara de Neubauer
v Gradiila para microtubos eppendorff.

N g s ey gy oy g o v i e g

Tesis: Lixiviado de residuos sélidos del neIIeno sanitan’o manual de Nauta ysu genotwdc:dad en Elsenia ﬁ)et:ida "Iombriz ro]a 2b11

Pdgina 106

e




¥' Microtubos eppendorff.
v Probetas

v Placas petri.

v Vasos de precipitado.

v Beackers

5. 2. Equipos
v Microscopio con camara incorporada.
v’ Cémara de electroforesis con fuente de poder.
v’ Balanza analitica.
v Destilador de agua.
v’ Agitador magnético.
v’ Agitador horizontal.
v Estufa
v Autoclave.
¥" Potenciémetro o pH-metro.
v' Congeladora.
v' Refrigeradora.
v Cocina eléctrica.
v Camara fotografica digital.
5.3. Reactivos
v' Cloruro de Sodio 0.9 %
v Cloruro de sodio 0.4 y 2.5 M.
¥" Cloruro de potasio 9 mM.
¥" Fosfato de potasio 0.7 mM.
v Fosfato de sodio.
v’ Bicarbonato de sodio 2 mM.
v TRIS 10y 0.4 mM.
v EDTA 1y 100 mM.
v’ Tritén X-100 1%.
v Dimetil sulféxido 10%.
v Hidréxido de sodio 300 mM.

Tesls. Lmvmdo*lié “r';slduos sélidos dei r%llengganlwt;o

manual de Nauta y su genotoxicidad en Eisenia foetida ‘lombriz roja-2011

Pdgina 107



v Acido tricloroacético 15 %.

v Sulfato de zinc 5%.

v Glicerol 5%.

v Carbonato de sodio 5%.

v Nitrato de amonio 0.2%.

v Nitrato de plata 0.2%.

v Acido tungstosilicico 0.5%.

¥ Formaldehido 0.15%.

v Acido acético 1%.

v’ Agarosa de bajo punto de fusién 1%
v' Agarosa de punto de fusién normal 3%.
v" Alcohol medicinal 90°.

v' Azul de Tripan.

L. PREPARACION DE SOLUCIONES

Para el lavado de material

) Solucién de lavado:
Reactivos Conceritracién
NaOH 0.1IM

Etanol 96° 10%

Se disuelve el hidréxido de Sodio en Etanol, preparar de acuerdo a la cantidad que
se requiera para lavar el material. En un recipiente de pléstico se deja remojando el
material durante 24 horas o una noche como minimo. Luego se lava con agua
destilada y se deja secar el material.
Para viabilidad celular

° Solucién de azul de trypan 0.4 %

Reactivos Volumen: 100ml
Azul de Trypan 0.4g
Disolver el reactivo en PBS l_X 18 mohms, centrifugar y guardar el sobrenadante, a

temperatura ambiente en un tubo Eppendorf de 1.5 mi por un tiempo maximo de un

mes
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Para la extracciéon de celomocitos

Solucién salina

Reactivos Volumen de la solucién
(100mi)
NaCl0.85g 0.85¢

H2O destilada/desionizada  100mi

Disolver el reactivo en agua ultrapura y aforar a 100 mi. Conservar a temperatura ambiente

por un tiempo méximo de un mes.

, Solucién de extrusién
Reactivos volumendela  Solucién (1 litro) Concentracién
Final (Nm)
Etanol 12ml (etanol al 100%) 5%
Solucion salina (0.85 g NaCl) en 100mil  2.12g 85%
EDTA 2.5 mg/ml

Almacenar en refrigeracion hasta el momento de su uso.

Para el ensayo cometa
Los reactivos marcados con un (*) deben ser preparados inmediatamente antes de
Su uso.

. Soluci6n de agarosa de punto de fusion normal al 3 %

Reactivos » Volumen: 20ml

Agarosa regular 06g

Para preparar la agarosa se debe utilizar suero fisiol6gico

L Solucién de agarosa de bajo punto de fusién al 1 %

Reactivos Volumen: 20ml
Agarosa regular 0.2 g
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° Solucién de hidréxido de sodio IN

Reactivos Volumen: 100ml

Disolver el reactivo en agua ultrapura y aforar al volumen deseado. Esta soluci6n se
debe almacenar a temperatura ambiente en frasco &mbar por un tiempo méximo de

2 semanas.

° Solucién madre de lisis: pH 10

Reactivos Volumen: 1000ml
NaCl 2.5M 146 g

Tris 10mM 12g

EDTA 100mM 372¢g

Disolver los reactivos en agua ultrapura, ajustar €l pH a 10 con aproximadamente
10 g de NaOH en pastilla y/o NaOH IN y aforara 1 L.

. Soluci6n de lisis final (*)
Reactivos Volumen de solucién:
100ml
Solucién Madre de Lisis ¢.s.p. 100ml
pH 10 DMSO 10%
Triton X-100 1%

Se mezcla con cuidado todos los reactivos ya que se produce una reaccion
exergonica. Antes de colocar las laminillas en la solucién, ésta se debe enfiiar 4 °C,

por lo menos 20 minutos antes de su uso, verificando de antemano que el pH sea de
10.
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. Solucién de neutralizacion: Tris-base 0.4 M, pH 7.5

Reactivos Volumen de solucién:
1000ml

Tris-base 485¢g

Disolver el reactivo en el agua ultrapura, ajustar el pH a 7.5 con HCI concentrado
antes de aforar a 1 L. Esta solucién debe almacenarse a temperatura ambiente en
frasco dmbar por un tiempo méximo de 2 semanas.

° Solucién de fijacién
Reactivos Volumen de solucién:
1000ml
AcidoTricloroacetico 15% 150 g
Sulfato Zinc 5% S0g
Glicerol 5% 57.5 ml

Disolver los reactivos en agua ultrapura, registrar el pH, antes de aforar a 1 L. Esta
solucién debe almacenarse a temperatura ambiente en frasco 4mbar.

P Solucion alcalina*
Reactivos Volumen de soluciénﬁ
S500ml
NaOH 300Mm 6g
EDTA ImM 0.186 g

Agregar los reactivos y aforar con agua ultrapura. Es necesario utilizar solucién

nueva con cada corrida de la electroforesis.
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. Solucién de tincion

o Solucion A *
Reactivos Volumen: 100mi
Carbonato de Sodio 5% 5¢g

o Solucién B

Reactivos Volumen: 100ml
Nitrato de Amonio 0.2% 02¢g
Nitrato de Plata 0.2% 02g
Acido Silicico Tungstico 0.5% 05¢g
Formaldehido 0.15% 0.15ml

La solucién A y B se almacenarin en envases 4mbares separados. Se mezclaran en

una proporcién de 66% de Solucién A en 34% de solucién B, al momento de la
tincion de laminas.

Dilucién de los Lixiviados

Dilucién lixiviado (ml) agua destilada (ml)
171 200 -

Z) 100 100

1/10 20 180

1/100 2 198

1/1000 0.2 199.8
Control negativo - 200
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ANEXO 03.
FICHA DE REGISTRO PARA OBSERVACION DE COMETAS

[ et | [ Nivtae | |t | | e e
1 26 51 76
2 27 52 7
3 28 531 78
4 29 54 )
5 30 55 80
6 31 56 81
7 32 57 82
8 33 s8 83
9 34 59 34
10 35 60 85
11 36 61 86
12 37 62 87
13 38 63 88
4 39 64 89
15 40 65 %
16 41 6 91
17 ) 67 2
18 " 68| 93
19 44 9 94
20 45 70 9s
21 46 7 96
2 47 7 97
3 48 73 98
24 49 74 9
25 50 75 100
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ANEXO 04
TAMANO Y NIVELES DE DANO DE LOS COMETAS OBTENIDOS.

Grado ¥ Grado 1 Grado 2
Sin dafio Dafio leve Dafio moderado

Grado 3 Grado 4
Dafio severo Dafio total

e _______]
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ANEXO 05.

MECANISMO DE ACCION DE LOS IONES METALICOS

A X MEMBRANA
9 . PLASMATICA
HaN ON X | ey L5 : .
8-Oxo0-Gua AN N0, :
I N 8-oxogunina glicosilasa < e°&°° Hzoz CO";
’m"” WW ¢
HaN ) ! 300 OH ___________
X N ments Fe** | 1 !
-OH- . fxa aeve 1 Tomes
§-OH-Gua oy;\dac\ﬁ“:e\ Aoﬂ ----- " +OH ! Metilicos | 1° \
o < 1905" jones & ! LIBRES | (b&x
L eentiin A S ity
HN N GC~ s % ............

HN

Y & Medtes |
Guaninn & & \( DMTl
$°  APOPTOSIS :

(fragmentacién del ADN) Metalotioneina

& Fe?*, Cu?*
3 Zn?t Cd2*
Pb2*, Niz*
COZ+, Mn2+
)
o,g
§ -
&
v 2
YA
§ 11\
2o
Leyenda;

DMT1: Transportador 1 de Metales Divalentes
ZIP: Simporte Zinc-Bicarbonato
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