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RESUMEN

En esta investigacion se evalud la contaminacion por metales pesados (mercurio,
cromo, plomo y cadmio), en aguas superficiales del rio Cauca a su paso por la
ciudad de Santiago de Cali, durante el periodo 2008, 2009 y 2013, vy la
mutagenicidad, por medio del bien establecido Test de Ames. Los metales se
determinaron por absorcién atébmica y la mutagenicidad se evalué con cepas TA98
y TA100 de la bacteria Salmonella Typhimurium, donde también se utiliz6 el extracto
enzimatico (S9) para simular el posible efecto mutagénico en mamiferos.

La recoleccion de las muestras de las aguas superficiales del rio Cauca se realiz6
en cinco puntos de muestreo en el perimetro urbano de la ciudad de Santiago de
Cali, que van desde el Puente El Hormiguero hasta la desembocadura del rio Cali.
Las muestras de agua recolectadas fueron procesadas y concentradas con la resina
Amberlite XAD-16 con el fin de especiar los metales pesados objeto de estudio y su
posterior cuantificacion por la técnica de espectrofotometria de absorcion atomica
con horno de grafito para el caso de los metales cromo, plomo y cadmio, y por
generacion de vapor frio para el mercurio. Parte de las muestras fueron procesadas
hasta completa sequedad, y luego reconstituidas con DMSO para ser utilizadas en
el test de Ames. Los resultados de las pruebas de mutagenicidad durante el espacio

de tiempo evaluado demostraron que hay un efecto mutagénico moderado en tres
de los cinco puntos estudiados. Se evidencio una tendencia sostenida en los puntos
de muestreo del canal colector sur, la bocatoma de la planta de tratamiento de agua
potable de Puerto Mallarino y la desembocadura del rio Cali, con las dos cepas, con
y sin el extracto enzimatico S9. El punto que mostré mayor concentracion de
metales y de mayor IM, fue el Canal Colector Sur con un valor de 7.1, con la cepa
TA98 con S9.

Los resultados de la presente investigacion indican una alta concentracién de los
metales pesados en las muestras analizadas en este segmento y en el periodo de
tiempo evaluado no sobrepasan los limites permitidos por la EPA en aguas de
consumo humano, se encontr0 una leve correlacion con los indices de
mutagenicidad observados, tanto en las temporadas secas especialmente en la
temporadas lluviosas, después de la desembocadura del canal colector sur. Este
trabajo de investigacion hace parte del proyecto interdisciplinario aprobado y
financiado por Colciencias, titulado “Evaluacion de la actividad mutagenicidad de
las aguas del rio Cauca en el area urbana de la ciudad de Cali-Colombia, por medio
del test de Ames”.
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INTRODUCCION

Santiago de Cali, es la capital administrativa y politica del departamento de Valle
del Cauca vy la tercera ciudad mas poblada de Colombia (aproximadamente tres
millones de habitantes). Por extensién es la segunda ciudad mas grande del pais al
poseer un area de 564 km? y una longitud de 17 km de Sur a Norte y 12 km de
Oriente a Occidente (Alcaldia de Santiago de Cali. Departamento Administrativo de
Planeacion, 1998). La ciudad est4 ubicada en las coordenadas, 3°27°26” latitud
norte, 76°31°42” longitud Oeste, a 1079.2 m sobre el nivel del mar, con una
temperatura tropical promedio actual de 26°C y una precipitacion pluvial en
promedio anual de 900 mm. Geograficamente Santiago de Cali esta en el valle del
rio Cauca, el segundo rio en importancia del pais, después del rio Magdalena. A la
altura de Santiago de Cali este valle tiene 35 km de ancho y la zona urbana mas
poblada esta sobre el costado occidental del rio.

El rio Cuaca presenta una contaminacion que ha generado preocupacion en
entidades ambientales de orden nacional como el IDEAM, de entidades
administrativas ambientales regionales publicas como la Corporacién Regional del
Valle del Cauca (CVC) y de entidades de orden municipal como lo es Departamento
Administrativo de Gestion Municipal Ambiental (DAGMA) de la Alcaldia de Santiago
de Cali.

Después de su paso por la ciudad de Popayan, siguiendo su curso a través de
grandes extensiones de territorio, usadas con fines agricolas y mineros (extraccion
a cielo abierto de oro de origen aluvion) continGa la contaminacién. También se
encuentran diversos asentamientos humanos entre los que se destacan: Piendamo,
Santander de Quilichao (la segunda ciudad mas grande del departamento del
Cauca) y el municipio de Puerto Tejada, cercano a la Ciudad de Santiago de Cali.
Es importante mencionar que todas estas poblaciones vierten sus aguas residuales
domésticas e industriales (Zona Industrial de la denominada Ley Paez) a rios y
guebradas que luego desembocan tributariamente al rio Cauca sin ninguna clase
de pre-tratamiento. En la ciudad de Santiago de Cali el rio recibe las descargas de
las aguas residuales por medio del Canal Colector Sur y posteriormente se
encuentra en la bocatoma de la planta de tratamiento de agua potable que abastece
al 75% de la poblacion de la ciudad de Cali.

Esta investigacion es la primera que se realiza en su clase en el suroccidente
Colombiano, en las que se estudian simultdneamente los niveles de contaminacién
por metales pesados ligados a: metales libres, sustancias humicas y sdélidos
suspendidos, con la aplicacion de un test bioldgico para determinar actividad
mutagénica sobre un segmento del trayecto del rio Cauca, de gran importancia
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porque estas aguas son captadas para su potabilizacién y distribucion a mas de dos
millones de habitantes de la ciudad de Santiago de Cali . (Sierra et al., 2012).

Esta investigacion se desarrollé durante el periodo 2008-2009 y 2013 en las
temporadas secas y de lluvias sobre las aguas superficiales del rio Cauca. Los
procesos y protocolos de recoleccion, preservacion y andlisis de las muestras se
siguieron de acuerdo con los métodos que estan avalados por la comunidad
cientifica nacional e internacional (World Health Organization, 2011) (NTC 5667-1,
1995) (NTC-3650-5, 1998) .

Para la especiacion de los metales pesados Cr, Pb y Cd que estan ligados a:
sustancias humicas, solidos suspendidos y iones metalicos libres, fue adoptada la
metodologia experimental de la investigacion realizada por un grupo de cientificos
turcos en el lago Sultansazhgt en Turquia, donde aplicaron el método de pre-
concentracion de los metales con la resina polimérica no idnica Amberlite XAD-16
(Tokalioglu, Kartal, & Elci, 2000) para su posterior cuantificacion por espectroscopia
de absorcion atomica. Los extractos obtenidos fueron evaporados y neutralizados
antes de ser sometidos a los procesos biolégicos para la evaluacion de la actividad
mutagénica usando el Test de Ames utilizando dos tipos de cepas de la bacteria
Salmonella typhimurium: la cepa TA98 y la cepa TA100, al igual que el extracto
enzimatico S9. A los resultados de indice de mutagenicidad y de concentracion de
los metales se les determind su correlacion multivarial estadistica.

Los resultados encontrados en el desarrollo de esta investigacion, indican una
moderada correlacién entre las concentraciones de los metales pesados con los
indices de mutagenicidad (IM). Esta investigacion constituye el primer trabajo de
evaluacion de la carga mutagénica del rio Cauca mediante un sistema genético.

Finalmente, es importante resaltar que en Colombia, hasta ahora so6lo se han
reportado dos trabajos (Meléndez, Zuleta, Calle, & Salazar, 2001; Zuleta M. , 2007).
En este sentido se puede asegurar que al menos en el Sur-Occidente Colombiano,
no se habia realizado ningun trabajo con test biolégico de Ames sobre las aguas
superficiales del Rio Cauca. Es necesario continuar profundizando en estos temas,
gue son relevantes y de un incalculable impacto social-ambiental sobre la salud de
los habitantes de la ciudad de Santiago de Cali.
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1. OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la concentracion de los metales pesados (Cd, Cr, Pb y Hg) y la actividad
mutagénica en aguas del rio Caucay evaluar la posible correlacién que pueda existir
entre estos dos parametros.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extraer los metales objetos de esta investigacion usando la resina Amberlite
XAD-16, separandolos en tres especies fisicoquimicas: metales asociados a
sustancias humicas, iones metalicos libres y metales en sdlidos suspendidos

e Cuantificar los metales por Absorcion Atomica donde el Cd, Cr y Pb se
determinaran con la técnica de atomizacion con horno de grafito, y el Hg con la
técnica de generacion de vapor frio.

e Determinar el indice de mutagenicidad de las fracciones extraidas con la resina
Amberlite XAD-16

e Evaluar la posible correlacion estadistica que pueda existir entre la presencia de
los metales (Cd, Cr, Pb y Hg) y el indice de mutagenicidad.

13



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El agua dulce es el recurso renovable mas importante, pero la humanidad esta
utilizandolo y contaminandolo més rapidamente de lo que necesita para reponerse.
Efectivamente, las aglomeraciones en las grandes ciudades, el rapido desarrollo
industrial, el incremento del turismo y la agricultura entre otras actividades, hacen
gue este recurso se vaya reduciendo y que su composicién se vea notablemente
alterada. Para agravar el problema, el ciclo hidrolégico es cada vez menos previsible
ya que el cambio climatico altera los patrones de temperatura histéricos.
(UNIVERSIDAD DEL VALLE & Corporacion Autonoma Regional del Valle, 2007. El
Rio Cauca en su valle alto: Un aporte al conocimiento de uno de los rios mas
importantes de Colombia. Cali, Colombia: Publicaciones CVC-Universidad del
Valle).

El rio Cauca se empieza a deteriorar, poco después de su nacimiento en las zonas
del Paletara, Coconuco y Puracé en el departamento del Cauca, ya que en sus
aguas se vierten miles de toneladas de residuos provenientes en su mayoria de
cultivos de papa, ganaderia, mineria del azufre y gran cantidad de basuras, para
luego llegar a la ciudad de Santiago de Cali con un alto grado de contaminacion.

En esté contexto deja al descubierto una problematica ambiental a corto, mediano
y largo plazo, que enmarca la contaminacion de los recursos hidricos y de la calidad
del agua que dispone la poblacién para su consumo. Son humerosas las sustancias
gue llegan a contaminar las aguas del rio Cauca.

Este trabajo de investigacion se centré en la determinacion de la concentracion de
los cuatro metales pesados que son toxicos tanto para la fauna acuatica como para
el ser humano. También se evalud su posible relacion con la actividad mutagénica
observada.
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3. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO
3.1 ANALISIS DE CONTEXTOS DE LA CONTAMINACION DEL RIiO CAUCA

Desde los afios sesenta se han realizado estudios sobre la contaminacion del rio
Cauca y de las sustancias causantes del fendmeno. El primer estudio de este tipo
fue realizado por la Universidad de Tulane (Estados Unidos) y la Universidad del
Valle, con el apoyo de la CVC y de las Empresas Municipales de Cali (EMCALI). En
este estudio se identificé una alta demanda béntica en el tramo entre el rio Cali
(norte de la ciudad de Santiago de Cali) y la estacién de monitoreo de Mediacanoa
en el municipio de Buga. (RODRIGUEZ PAZ, D., & Velasquez, L. O. Estudio y
evaluacion del grado de contaminacion por plomo en sedimentos del rio Cauca por
espectrometria de Absorcion Atomica con llama. Trabajo de Grado, Universidad del
Valle, Facultad de Ciencias. Departamento de Quimica, 1997).

Actualmente en la cuenca alta del rio Cauca se presenta una disminucion de 60%
en la concentracion de Oxigeno Disuelto (OD) desde el Municipio de Yumbo hasta
la estacion de monitoreo de Yotoco, ocasionado por los vertimientos domeésticos e
industriales del corredor Cali-Yumbo y de la Ciudad de Cali (Universidad del Valle
& Corporacion Autonoma Regional del Valle del Cauca, 2001).

La calidad del agua del rio Cauca se comienza a afectar desde las zonas de
Paletara, Coconuco y Puracé, dado que se le adicionan diariamente miles de
toneladas de residuos provenientes de la agricultura, de la ganaderia, de la mineria
del azufre, de los procesos de mineria aurifera y una gran cantidad de basuras con
sus lixiviados sin ningun tipo de tratamiento.

El Plan de Ordenamiento Territorial (POT 2002) sefiala la cabecera municipal de la
ciudad de Popayan como el mayor consumidor de agua en el Departamento del
Cauca, utilizada para uso humano, fines industriales, ganaderia y riego de cultivos.
Asimismo contribuyen con un aporte importante de aguas residuales que tienen
como destino final los rios y quebradas que atraviesan esta ciudad, las cuales por
su poco caudal tienen bajo nivel de disolucion, lo que trae como consecuencia la
contaminacioén de los rios Cauca y sus tributarios: Molino, Saté y Ejido. Después
de su paso por la ciudad de Popayan sigue su curso a través de grandes
extensiones de territorio, usadas con fines agroindustriales, donde se encuentran
diversos asentamientos humanos entre los que se destacan: Piendamo, Santander
de Quilichao y la localidad de Puerto Tejada ya cercana a la Ciudad de Cali. Es
importante resaltar que todas las poblaciones vierten sus aguas residuales
domésticas e industriales a rios y quebradas que luego desembocan al rio Cauca
sin ningun tipo de tratamiento. En este contexto las aguas del rio Cauca ya
evidencian altos niveles de contaminacion asociados a las intervenciones
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antropicas en sus ecosistemas antes de entrar a la zona urbana de Santiago de
Cali.

En la ciudad de Santiago de Cali el rio recibe aguas domésticas residuales del sur
de la ciudad a través del Canal Colector Sur, que lleva ademas los lixiviados del
antiguo basurero de Navarro y que funcioné en una excavacion ubicada en una
madre-vieja del rio Cauca por mas de cuarenta afios (1967 - 2008). El basurero a
cielo abierto contaba con una extension aproximada de méas 40 hectareas, y hoy en
dia se develan las filtraciones de las lagunas de depdsitos de estos lixiviados

Los altos grados de contaminacién que ha presentado el rio Cauca han generado
alarma entre las diferentes entidades nacionales, regionales y municipales de orden
administrativo, de control y vigilancia como los son el IDEAM, la CVC y el DAGMA,
respectivamente. Igualmente entre instituciones independientes de caracter
investigativo como el Cinara (Institucion de Investigacion y Desarrollo, adscrita a la
Facultad de Ingenieria de la Universidad del Valle, reconocida por el Sistema
Nacional de Ciencia y Tecnologia de Colombia, con una amplia trayectoria de
trabajo en el pais y América Latina). (Universidad del Valle & Corporacion Autonoma
Regional del Valle. El Rio Cauca en su valle alto: Un aporte al conocimiento de uno
de los rios mas importantes de Colombia. Cali, Colombia: Publicaciones CVC-
Universidad del Valle, 2007).

En un estudio realizado por la Universidad del Valle y la Corporacion Autbnoma
Regional del Valle del Cauca (CVC), de Modelacion Matematica del rio Cauca fases
[y Il (PMC lyll), entre 1993-1997 y 1998-2002, se establecié la condicién de calidad
del agua del rio Cauca en los 447 km de recorrido en el Departamento del Valle que
comprende desde el embalse de Salvajinay el municipio de la Virginia. Para estimar
el Indice de Calidad de las aguas y el indice de Calidad de Contaminacién se
determinaron como parametros: temperatura, conductividad, pH, alcalinidad,
oxigeno disuelto (OD), demanda biol6gica de oxigeno (DBO), sélidos totales,
sélidos suspendidos totales, turbiedad, color, dureza total, nitratos, nitrégeno total,
fosfatos, fésforo total, cloruros y coliformes totales y fecales. Con estos parametros
se establecio el ICAUCA o indice de Calidad del rio Cauca (Universidad del Valle &
Corporaciéon Autbnoma Regional del Valle , 2007).

Los resultados evidenciaron que la calidad del agua del rio se califica entre
aceptable y regular desde Suarez hasta el Puente de ElI Hormiguero y pasa a ser
inadecuada y de mala Calidad desde el Puente de El Hormiguero hasta Mediacanoa
en donde se alcanza el mayor deterioro de la calidad del rio. Se observa una minima
recuperaciéon en el ultimo tramo desde Mediacanoa hasta la Virginia pero el agua
sigue catalogada como inadecuada y de mala calidad.

A pesar del detallado y meticuloso estudio realizado en el PMC fases | y Il, en el

célculo del ICAUCA no se incluyeron pesticidas, metales pesados y demas
sustancias toxicas y éstos pueden ser determinantes en la evaluacion de la calidad
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del agua para consumo humano y uso agricola. Por lo tanto, estos resultados
carecen de una aproximacion al problema de la descarga de compuestos con
capacidad mutagénica como los ya demostrados para pesticidas (Fishbein, 1978).

En cuanto a la presencia de pesticidas y metales pesados en aguas del rio Cauca,
y de acuerdo con Fischer (1990), el profesor Anibal Patifio sostiene que en el afio
1979, un estudio sobre la poblacion acuatica del Rio Cauca, determind que entre
los agentes contaminantes responsables del mayor deterioro del rio Cauca, se
encuentran los plaguicidas residuales provenientes de los campos de cultivo,
ademas de otros agentes tales como residuos industriales y aguas residuales
domésticas. Barba Ho (1994) y la Contraloria Departamental del Valle del Cauca
(1995) en estudios a muestras tomadas de plaguicidas en aguas del Rio Cauca,
desde Salvajina hasta La Victoria entre 1983 y 1987, reportaron datos que
sobrepasan las normas de calidad existentes para pesticidas organoclorados y
organofosforados.

Varias investigaciones de caracter ambiental se han llevado a cabo en torno a la
contaminacion por metales pesados y demas sustancias quimicas contaminantes
en depositos de aguas naturales, rios y afluentes. Cada una de ellas encierra
intereses particulares de investigacion, tales como la validacion de determinado
método analitico, valoraciones biologicas (como mutagénesis, impacto sobre la
fauna micro y macroscopica), asociacion de resultados de técnicas con el estudio
de los sedimentos y componentes de los diversos recursos hidricos (rios, lagunas,
mares, aguas subterraneas), entre muchos otros de su categoria. A continuacion se
enmarcan algunos de estos trabajos.

Estudios de cuantificacion de los métales pesados de Pb, Cr, Cd y Hg en las aguas,
los sedimentos y algunas especies propias de peces del rio Cauca, por parte del
Departamento de Quimica de la Universidad del Valle, en asocio con la Corporacion
Regional del Valle del Cauca (CVC) en siete estaciones de muestreo: Juanchito,
paso del Comercio, Puente Isaacs, paso de la Torre, Vijes, Yotoco y Mediacanoa.
Estas estaciones de monitoreo estan después del segmento de aguas en que se
captan para potabilizarlas y distribuirlas a los habitantes de la poblacién calefia. Los
analisis se realizaron utilizando la técnica de Absorcion Atomica (A.A). Los
resultados mostraron que la concentracion de cromo total esta aproximadamente
un 60% por encima del parametro aceptado, ya que el promedio en los sedimentos
es de 16.21 mg/Kg (Gonzélez, 1997).

En 1999 se evalué el grado de contaminacion del rio Cauca, mediante la
especiacion geoquimica del cromo en sedimentos, encontrando que
aproximadamente el 60% del cromo es transportado en el rio Cauca dentro de
sélidos cristalinos y sélo un 20% al 40% enlazado a materia organica. Las
estaciones mas contaminadas por cromo VI, son Puente Isaac, Paso del Comercio,
Vijes y Juanchito. Las cantidades de cromo VI se encontraron en sedimentos
enlazadas a materia organica y residuales (Restrepo & Velasquez, 1999).
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Saavedra, Veladsquez, & Jaramillo en el afio 2001 evaluaron la contaminacion por
cromo, encontrandose en mayor concentracion en la estacion Paso del Comercio.

Los investigadores Rodriguez, Paz & Veldsquez (1997) encontraron una baja
concentracion de plomo; Rada Mendoza en 1998, evalué el grado de contaminacion
por metales pesados (cadmio, plomo y mercurio), lo cual permitié determinar
concentracion de estos metales en la columna de agua del rio Cauca, y su
bioconcentracion en especies de consumo como es el Pterygoplichtys undecimalis
(“Corroncho”). Artunduaga (2013) encontr6 acumulacion de plomo, cadmio y
mercurio en la misma especie donde las concentraciones halladas estuvieron por
encima de lo estipulado por legislacién alimenticia nacional e internacional,
evidenciando un riesgo latente para la salud de los pobladores de estos territorios,
ya que los pescados no se encuentra aptos para consumo humano. En aguas
proximas a la planta de captacion para potabilizacion en Puerto Mallarino se
encontro la presencia de cadmio en un rango entre 0.19 y 4.42 ppb y plomo entre
1.35y 13.6 ppb (Méndez, Ocampo, & Pradilla, 2008)

Mufioz (1999) en su trabajo de grado, valoré la contaminacion por plomo en
sedimentos del rio Cauca, por espectrometria de absorcion atomica con llama. La
concentracion con plomo total presente en las muestras de sedimentos estan en un
intervalo de 2.29 a 12.05 mg/kg; estos valores son considerados bajos y se
encuentran dentro de los promedios de composicion de la corteza terrestre, y de los
promedios de sales, granitos, basaltos, sedimentos lacustres y sedimentos
recientes de grandes rios. La concentracién de plomo biodisponible, es decir, la que
esta contaminando el rio, se encontrd en un intervalo de 1.46 a 4.97 mg/Kg, valores
gue son considerados bajos.

Vasquez Fory (2001) de la Universidad del Valle en su trabajo de investigacion
realizd la extraccion y cuantificacion de mercurio en las aguas del rio Cauca
utilizando una pre-concentracion en fase solida con cartuchos C-18, la cual contenia
como agente acomplejante dietilditiocarbamato de sodio y acetonitriio como
eluyente. Finalmente se cuantificé por espectrometria de absorcion atémica por
vapores frios, obteniendo concentraciones altas de mercurio (entre 30 ppb y 50 ppb)
en las estaciones de Yotoco, Juanchito y Puente de El Hormiguero.

En el marco de este proyecto, y por primera vez, se esta documentando la evolucién
de la contaminacién por los metales Hg, Pb, Cry Cd, ligados a sustancias humicas,
sélidos suspendidos y metales libres. En trabajos realizados en la Universidad del
Valle por Correa, et al., (2009) se evalud la contaminacion a causa de estos metales
pesados en el agua del rio Cauca. Estos trabajos mostraron, en la mayoria de
puntos de estudio, que los metales se encontraban en el orden de partes por billén
(ppb) (Sanchez, Soto, Jimenez, & Larmat, 2008).

Esta problematica de contaminacion asociada al recurso hidrico se viene
presentado en todos los paises del mundo, como lo denuncia el mapa de justicia
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ambiental (EJOLT) después de su lanzamiento oficial el pasado 19 de marzo de
2014, bajo el liderazgo de investigadores del Instituto de Ciencia y Tecnologia
Ambiental de la Universidad Autonoma de Barcelona, en su Ultima del 4 de 2013
(ejolt, 2014). Colombia result6 como el segundo pais del mundo con mas casos
resefiados, superado soélo por la India con 112. Otros paises de la region
documentados son Brasil (58), Ecuador (48), Argentina (32), Pera (31) y Chile (30),
donde el agua es el principal motor generador del conflicto en la afectacion del
medio ambiente.

3.2 ANALISIS DEL CONTEXTO DEL TEST DE AMES

Las sustancias genotoxicas y entre ellas las mutagénicas, tienen como receptaculo
inicial las cafierias y como intermediarios alos rios. Debido al aumento de la presion
por preservar los recursos hidricos e integrarlos a las diferentes cadenas
productivas, existe un nimero muy extenso de trabajos de los principales rios del
mundo que atraviesan reconocidas ciudades Europeas, Asiaticas y Americanas,
gue han reportado resultados positivos al someterlos al test mutagénico de Ames.
Igualmente se encuentra un considerable nimero de investigaciones interesadas
en saber la calidad del agua de estos rios, desde el punto de vista fisicoquimico y
biologico, antes de entrar y al salir de los procesos de potabilizacion utilizados en
cada ciudad.

Las fuentes de contaminacion de las aguas con sustancias mutagénicas son tan
variadas, como las comunmente conocidas descargas de residuos industriales,
petroquimicos, de refinerias de aceite y pesticidas provenientes de la agroindustria
(Fishbein, 1978; White & Rasmussen, 1998; Siddiqui & Ahmad, 2003 y Ohe, White,
& DeMarini, 2003).

También existen fuentes que aportan una sustancial contaminacion por las aguas
residuales municipales, con residuos ricos en orina, heces, hollin, cenizas y
productos de la pirdlisis de proteinas (ahumados), que pueden contener gran
cantidad de hidrocarburos policiclicos aroméaticos (HPA), aminas heterociclicas (AH)
y nitrosaminas. Estas diversas fuentes de contaminacion forman mezclas complejas
gue resultan altamente mutagénicas y genotoxicas (White & Rasmussen, 1998;
Meléndez et al., 2001; Zuleta, 2006; Ohe, White & DeMarini, 2003; Coss, et al.,
2004; Zuleta M., 2007).

Algunos de los agentes quimicos encontrados en aguas residuales domeésticas o
industriales han mostrado diferentes capacidades para generar dafio genético, por
nombrar soOlo unos ejemplos: hidrocarburos policiclicos aromaticos como
fluorantraceno y pirenos conteniendo alta genotoxicidad; 24 benzidinas
halogenadas han resultado positivas con el test de Ames para mutaciones de
corrimiento del marco de lectura (Chung et al., 2006). Con células de linfoma de
ratén se ha mostrado la mutagenicidad de compuestos organicos e inorganicos que
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contienen arsénico (Soriano et al., 2007) para los cuales no se tiene totalmente claro
el mecanismo molecular que origina las mutaciones.

Una vez se conocié que las aguas residuales provenientes de las industrias, la
agricultura y centros urbanos tienen mutdgenos y carcindbgenos con efectos
cronicos en la fisiologia humana, se genero la aplicacion intensiva de la prueba de
Ames en investigaciones de los rios que abastecian las ciudades (Krayhbill, 1981 y
Cheh et al., 1980).

El test de Ames fue investigado, desarrollado y publicado en 1971 por Bruce N.
Ames (Marx, 1990). Al poco tiempo se descubrié una alta correlacion entre cancer
y los resultados positivos con este ensayo, lo cual lleva un explosivo desarrollo de
éste constituyéndose en la prueba mas importante para la deteccién de riesgos de
cancer en mamiferos. De acuerdo con Kier (1986), este experimento se usa
rutinariamente en el analisis de muestras medioambientales de aire, agua,
alimentos, etc., con el fin de determinar la mutagenicidad.

El ensayo de Ames o de mutacion inversa en bacterias, emplea cepas de
Salmonella typhimurium y se fundamenta en la deteccion de mutaciones que
revierten con las cepas experimentales y restablecen la capacidad funcional de las
bacterias al sintetizar el aminoacido esencial. Dado que los nucledtidos son los
componentes mondmeros de los acidos nucleicos y que éstos a su vez almacenan
y transfieren la informacion genética de todos los organismos vivos sobre la Tierra,
cualquier agente que pueda lesionarlos logra afectar la viabilidad de la célula que
sufre lalesidn. En el caso de que la célula afectada no logre reparar el dafio o iniciar
un proceso de apoptosis y se divida, puede afectar la descendencia de un tejido, si
es un organismo pluricelular o de un organismo completo si es unicelular (Ames,
McCann, & Yamasaki, 1975; Maron & Ames, 1983; EPA 712-C-96-219, 1996; OECD
471, 1997; EPA 712-C-98-247, 1998 y Mortelmans & Zeiger, 2000).

En lafigura 1, se puede visualizar el grado de importancia que tiene el Test de Ames
para determinar la actividad mutagénica para diversos campos de la ciencia; en ella
se observa que las aplicaciones ambientales ocupan un lugar importante con el
15.6% de los registros. De estas investigaciones el 94.4% se encuentra en articulos;
en el mismo periodo de estudio un 1.9% se encuentran en review, y en 3.7 % en
conferencias y ponencias orales o escritas. Los paises que mas han investigado en
esta tematica son Estados Unidos, China, Brasil, Alemania, Japon, Paises bajos y
Espafa entre otros. (Ames, B., 1974).

3.2.1 Caracteristicas de la Salmonella typhimurium para el test de Ames. El ensayo
de Ames utiliza bacterias de la cepa Salmonella typhimurium que poseen una
mutacion definitiva en el operdn de la histidina, la cual est4 formada por nueve
genes estructurales agrupados, de los cuales cinco son genes reguladores (His R,
His U, His S, His T, His W), convirtiéndolas en bacterias auxétrofas (Davinson,
1976; Jenkins, 1985 et al., 2000).
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Figura 1. Investigaciones por areas en aplicaciones del Test de Ames
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Existen diversos mecanismos moleculares para que esta mutacion revierta, como
las transversiones y las transiciones las cuales pueden ser causadas por un amplio
rango de agentes mutageénicos, lo que convierte a la cepa portadora en un sistema
excelente para la deteccion de una gran variedad de mutagenos permitiendo
encontrar una respuesta positiva de diferentes sustancias quimicas sometidas a
prueba de mutagenicidad. (Louis, Atherholt, & McGatrrit, 1983)

Para detectar esta mutacion se preparan platos con histidina donde se observa el
crecimiento de las cepas que contienen la mutacibn en uno de los genes
estructurales del operon de la histidina (Maron & Ames, 1983). Ademas de las
mutaciones presentes, las cepas de Salmonella deben presentar los siguientes
genotipos:

3.2.1.1 Mutacion rfa. Consiste en eliminar la membrana externa de la cepa, la cual
estd formada de proteinas, fosfolipidos y polisacaridos que estan estrechamente
unidos a la pared externa y a la que se denomina capa de lipopolisacéarido o LPS;
su principal funcion es dar soporte estructural a la célula y proteger a la bacteria de
sustancias nocivas que se encuentran en el medio externo. Adicionalmente, en
algunas bacterias esta capa es téxica para los animales (Madigan, M.; Martinko,et
al. 2004, p. 1011). Al eliminar el LPS por medio de la mutacion rfa, las bacterias de
Salmonella son afectadas por diferentes quimicos ya que aumenta la permeabilidad

21



y asi mejora la sensibilidad de la prueba de Ames. La mutacién rfa se prueba en las
bacterias por su sensibilidad ante el cristal violeta (Marouka & Yamanaka, 1983).

3.2.1.2 Delecién del gen AuvrB. La delacion del gen AuvrB permite eliminar el
sistema de reparacion de dafios por quimicos o por irradiaciéon en el ADN. La
delecién del gen AuvrB esta dentro de una region que comprende de 14 a 125 kb e
involucra genes encargados de la biosintesis de cofactores de molibdeno, al igual
gue el operodn, galactosa o la biotina y otros genes de funcion desconocida. La
deteccién de esta mutacion se realiza por la irradiacién con UV de las cepas por
unos segundos; las cepas que no crecen son sensibles a la radiacién y presentan
la mutacién AuvrB (Ames B., 1974; Maron & Ames, 1983 y Mortelmans & Zeiger,
2000).

3.2.1.3 Presencia del plasmido pKM101. El plasmido pKM101 que promueve la
sintesis de translesion dependiente del sistema SOS por la presencia del operén
mucAB en las bacterias, desarrolla la sensibilidad de las cepas a compuestos
guimicos por el aumento del fallo en el sistema de reparacion en el ADN. Esta se
determina con el crecimiento de la cepa ante la presencia de la ampicilina en los
platos de siembra (Ferguson & Denny, 2007).

3.2.1.4 Extracto Enzimatico S9. El ensayo de Ames permite simular lo que sucederia
en la fisiologia de mamiferos, si sustancias que puedan presentar actividad
mutagénica como metales pesados, al ser ingeridos; el contaminante que en un
principio no era mutagénico, generaria mutaciones en el ADN de la bacteria dando
positivo en el ensayo de Ames (Mortelmans & Zeiger, 2000).

3.2.2 Controles positivos y negativos. Para el analisis de los datos obtenidos del
ensayo de Ames se utilizan controles positivos y negativos que demuestran que las
caracteristicas de las cepas para detectar compuestos mutagénicos estan
trabajando bien, al igual que el extracto enzimatico que simula la activacion
enzimatica en mamiferos. Asimismo se usa el indice Mutagénico (IM) que es la
razon entre el nimero de revertantes espontaneos y revertantes inducidos para
indicar si existe Actividad Mutagénica de los compuestos evaluados. Cuando el
valor del IM es mayor a dos se considera que la prueba es positiva. Ademas, se
presentan graficas de dosis-respuesta de los resultados con los coeficientes de
correlaciéon para apoyar los resultados obtenidos (Albaladejo, et al., 1995)

3.3 MUTAGENICIDAD EN RIOS

Debido a la confiabilidad del Test de Ames, ha existido un marcado interés por
aplicarlo en extracto a las aguas contaminadas de los principales rios del mundo,
para verificar la posible mutagenicidad. En Alemania, Vahl, Karbe, & Westendorf
(1997), realizaron la valoracién de la genotoxidad y mutagenicidad de material
particulado suspendido en el Rio Elbe; en este estudio se evalué la pertinencia de
tres ensayos bacterianos de genotoxidad de corto plazo (Ames test; Ara testy Umu
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test). Se observo que existe correspondencia entre las regiones mas contaminadas
del rio y los resultados de la mutagenicidad. Igualmente, Reifferscheid & Grumm
(2003) estudiaron la genotoxidad en diversos rios alemanes (Rin, Elbe, Muld,
Wupper y la planta potabilizadora Wahnbchbarrage), mediante los test que estan
ampliamente validados para medir genotoxidad particularmente en aguas
superficiales, encontrando resultados positivos con el test de Ames y el ensayo
Cometa en los rios Elbe y Rin. (Reifferscheid, D. R., & Grumm, T. 2003 p. 67-69).

Mersch-Sundermann et al., (1988) encontraron que la calidad del agua superficial
urbana e industrial en muchos sitios de la region del Rin-Neckar era mala desde el
punto de vista bacterioldgico; por esta razén examinaron 46 muestras de agua del
Rio Rin y sus afluentes, usando el test de Ames. Adicionalmente se examinaron
ocho muestras de la fuente de Mannhein y cuatro muestras de un lago en esta
misma area; se usaron las cepas TA97, TA98, TA100 y TA102 con y sin activacion
metabdlica. Se encontré6 mutagenicidad alta en la Planta de tratamiento de aguas
residuales de Mannhein y de Ludwisghagen. Los resultados mostraron que los
recursos hidricos analizados presentaban riesgos ecolégicos, lo que indica que se
debe prevenir, aumentando el control de los efluentes industriales y urbanos, antes
de la descarga al rio.

Igualmente, Randow et al, 1995) estudiaron el riesgo del suministro de agua potable
del rio Warnov a la ciudad de Rostock. Debido a los accidentes en las lineas de gas
en la ciudad de Schwann a finales de los afios 50, un pequefio pueblo al sur de
Rostock, se produjo y aun produce derrame de alquitran en el rio Warnov, del que
la Ciudad de Rostock obtiene suministro de agua potable 20 km. aguas abajo.

En Rusia, Chistiakov & Kornilov (1991) estudiaron la mutagenicidad de 14 muestras
de agua del Delta del Rio Don, con la prueba de Ames; los resultados del
experimento revelaron alta mutagenicidad en las aguas del Rio Don. Los
genotdxicos extraidos se evaluaron y con la prueba de Salmonella typhimurium
demostraron que los extractos concentrados en las muestras tenian maxima
mutagenicidad con la cepa TA98 con y sin activacion metabdlica. En China, Ma et
al. (2001) estudiaron la actividad mutagénica a muestras de agua coleccionadas del
embalse Guanting y del Rio Yongding, con la cepa TA98 sin activacion metabdlica;
las muestras presentaron actividad mutagénica, los efectos de mutagenicidad
desaparecieron después de la adicion de (S9), los resultados demuestran que el
agua del Rio Yongding ha sido contaminada por sustancias mutagénicas.

En Estados Unidos de Norte América, Ohe, et al. (2003), estudiaron las
caracteristicas de la mutagenicidad de los rios que fluyen a través de grandes areas
metropolitanas de América del Norte-nororiental, hicieron muestreo en 21 sitios: el
sistema del Rio Providencia (4 sitios); el Rio Charles (2 sitios); el Rio Potomac (6
sitios); el Rio St. Lawrence (5 sitios); el Rio Hudson (3 sitios) y el Rio Oriental (1
sitio), el ensayo de mutagenicidad se evalu6 con las cepas TA98, TA100, YG1024,
YG1041, YG1042, con y sin activacion metabdlica.

23



Los resultados globales mostraron que los anteriores rios contienen compuestos
aromaticos, responsables de desarrollar actividad mutagénica en las diferentes
cepas examinadas en el estudio. En Brasil, Vargas et al. (1993) realizaron un
estudio en el Rio Cai, en area bajo la influencia de un complejo industrial
petroquimico, la aplicaciéon del test de Ames, permitio la delimitacién de tres areas
de influencia del complejo industrial, y el test demostré ser adecuado para la
deteccion de contaminantes de la industria petroquimica. En Argentina, Lerda &
Prosperi, (1996) estudiaron la calidad del Rio Tercero durante 14 meses, realizaron
analisis bacterioldgicos, fisicoquimicos y midieron también la mutagenicidad del
agua potable. Como resultado encontraron mutagenicidad y clastogenicidad en
muchos sistemas bioldgicos.

En Colombia, Orozco & Zuleta, (2000) investigadores de la Universidad de
Antioquia, trabajaron en la deteccion del impacto de sustancias mutagénicas
vertidas al Rio Pantanillo. Obtuvieron alta mutagenicidad del sedimento contenido
en las aguas negras con cepas TA100 y TA98 con y sin activacion metabdlica.
Igualmente investigadores de la Universidad de Antioquia e integrantes del
Laboratorio de Mutagénesis Ambiental, estudiaron la actividad mutagénica de las
aguas de consumo humano antes y después de clorar en la planta de Villa Hermosa,
Medellin. En este trabajo encontraron que la contaminacion y la cloracién influyen
en la mutagenicidad de las aguas tratadas en la planta Villa Hermosa. (Meléndez et
al. 2001).

Desde el 2009 una de las investigaciones realizadas por el grupo de electroquimica
de la Universidad del Valle y en asocio con el grupo Gades de la Universidad
Auténoma de Occidente (Taques et al., 2009; Godfrey et al., 2008; Sierra et al., 2012
y Sanchez et al. 2008) evaludé el efecto mutagénico causado por compuestos
contaminantes que se encuentran presentes en el agua del rio Cauca a su paso por
la ciudad de Cali en temporada seca y hiumeda. La mutagenicidad se evalud por
medio del analisis del Test de Ames, en donde se utilizaron las cepas TA98 y TA100
de la bacteria Salmonella Typhimurium, sometiendo cada una de las cepas a dos
tratamientos: con y sin extracto enzimatico (S-9).

Los resultados de las pruebas de mutagenicidad demostraron que hay un efecto
mutagénico en tres de los cinco puntos evaluados. En el canal colector sur, en la
PTAP y en la desembocadura del rio Cali, con las dos cepas, con y sin extracto
enzimatico. Se evidenciaron indices Mutagénicos (IM) entre 2 y 8, lo que indica que
hay una actividad mutagénica considerable. EI mayor IM se encontré en el Canal
Colector Sur (7.6), con la cepa TA98 sin S-9.

Las concentraciones obtenidas de metales objeto de estudio en esta investigacion
no pueden relacionarse directamente con la mutagenicidad en estos puntos de
muestreo, teniendo en cuenta la posible presencia de otras sustancias
(contaminantes organicos) que afectan el crecimiento de la bacteria. Ademas, las
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concentraciones de metales encontradas en el agua del rio (< 29,5 ppb) no
sobrepasan los limites permitidos por la EPA en aguas de consumo humano (122
ppb en total).

3.4 METALES PESADOS Y MUTAGENICIDAD

Wong, 1988 estudio la mutagenicidad de 10 metales pesados entre ellos cadmio,
cromo, mercurio y plomo, con diferentes cepas de Salmonella Typhimurium. Estos
metales fueron divididos en tres clases, basados en la toxicidad con la cepa. La
clase |: cromo y mercurio fueron toxicos al ensayo con la cepa con concentraciones
relativamente bajas (0.2 ppm); la clase Il, cadmio, cobalto, manganeso y plomo
resultaron con concentraciones un poco mas alta (20-40ppm) y la clase llI: cobre,
hierro, niquel y zinc que estuvieron relativamente no téxicos al ensayo.

Singh et al. (2007) estudiaron muestras de lixiviados provenientes de desechos de
industrias metalicas, de curtiembres y de tintes en la india. Los metales presentes
en las muestras fueron analizados usando espectrometria de emision de plasma
acoplado por induccion encontrando: Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn en el orden de
pug/mL. Los lixiviados de estas industrias fueron mutagénicos en las cuatro cepas
estudiadas (TA97A, TA98, TA100 y TA102), las muestras provenientes de la
industria de tintes no fueron mutagénicas. Ellos atribuyen los efectos mutagénicos
de los lixiviados en estas industrias a la presencia de metales pesados y/o sus
complejos, factores ambientales tal como radiacion UV y micropolulantes.

En turquia, Kutlu, et al. (2004) tomaron muestras de aguas superficiales y
sedimentos del rio Porsuk. Los metales presentes entre ellos Cu, Pb, Cd, Al y Ni,
fueron extraidos con resina Amberlite XAD-4 y XAD-16 y determinados por
espectrometria de absorcion atdmica; los resultados demostraron que en dos de los
siete puntos de muestreo se present6é una mutagenicidad directa por corrimiento de
base y en términos generales ellos encontraron una actividad mutagénica leve y se
le atribuyen principalmente a factores antropogénicos debido a que en las cercanias
del rio hay una regién bastante industrializada.

3.5 ANALISIS DEL CONTEXTO DE LA CONTAMINACION POR METALES
PESADOS Y LA SALUD.

3.5.1 Los metales pesados dentro del contexto ambiental y de riesgo para la salud.
La contaminacion por metales pesados de los recursos hidricos viene dada de
formas fundamentales:

e La litogénica, que no es mas que la parte que se vierte de manera natural al

ambiente como resultado de fendmenos geoldgicos, meteorizacion de rocas,
lixiviacion, desgasificacion, erupciones volcanicas, etc.
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e La antropogénica es el producto de la actividad del hombre sobre el medio
ambiente.

Los metales pesados no pueden degradarse ni destruirse, por lo que se consideran
contaminantes estables y persistentes del medio ambiente; como consecuencia de
ello se hace necesario el estudio y monitoreo de la calidad de los recursos hidricos
gue acompaiian las diferentes zonas o territorios habitados.

3.5.1.1 Plomo (Pb). La contaminacion de las aguas por plomo se origina
principalmente por la accion de sus sales solubles en agua que son generadas
durante los procesos quimicos en industrias, tales como fabricas de pinturas, foto
termografia, pirotecnia, cloracion a vidrios y por algunas actividades mineras, entre
otras. Las particulas de plomo libres que son emanadas a la atmésfera a partir de
dichos procesos, precipitan en los suelos o en las aguas, acumulandose asi en los
cuerpos de los organismos y seres que alli habitan, afectando su vital
funcionamiento y entrando en las cadenas alimenticias.

Todos los compuestos de plomo son toxicos en diferente grado, dependiendo de su
naturaleza quimica y grado de solubilidad de cada compuesto, los mas dafiinos son
los compuestos organicos. Las dos principales vias de acceso de los compuestos
de plomo al organismo son el tracto gastrointestinal y los pulmones. Cerca del 10%
del plomo ingerido es excretado en la orina y en menor cantidad en el sudor, en el
pelo y en las ufias. El 90% del plomo que se encuentra en el cuerpo humano se
deposita en el esqueleto 6seo y es relativamente inerte, y el que pasa a traves del
torrente sanguineo puede depositarse en los tejidos.

El plomo puede causar varios efectos no deseados, como son (Garcia A., 1996):
Perturbacién de la biosintesis de hemoglobina y anemia, incremento de la presion
sanguinea, dafo a los rifiones, abortos, perturbacion del sistema nervioso, dafio al
cerebro, disminucién de la fertilidad del hombre a través del dafio en el esperma,
disminucién de las habilidades de aprendizaje de los nifios, perturbacién en el
comportamiento de los nifios, como es agresion, comportamiento impulsivo e
hipersensibilidad.

3.5.1.2 Cromo (Cr). Generalmente no se considera que el cromo metalico y los
compuestos de cromo (lll) sean un riesgo para la salud; se trata de un elemento
esencial para el ser humano, pero en altas concentraciones resulta téxico. EI cromo
entra en el aire, agua y suelo en forma de cromo (lll) y cromo (VI) a través de
procesos naturales y actividades humanas como son: el acero, las peleterias, las
industrias textiles, pintura eléctrica y otras aplicaciones industriales. Este metal en
estado (VI) es toxico para los organismos, siendo la dosis letal de unos pocos
gramos, causando problemas respiratorios, erupciones cutaneas, dafio en rifiones
e higado, infertilidad, alteracion en el material genético y cancer (Camean, 1995).
No se ha comprobado que el cromo se acumule en los peces, pero altas
concentraciones de éste, debido a la disponibilidad de metales en las aguas
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superficiales, pueden dafar las agallas de los peces que nadan cerca del punto de
vertido (Garcia A., 1996)

3.5.1.3 Cadmio (Cd). El cadmio es téxico y su envenenamiento se produce al
inhalarlo o ingerirlo, tiene gran tendencia a formar compuestos con complejos
acuosos en los que se une de uno a cuatro ligandos. Sus compuestos mas
importantes en la industria son el cianuro, la amina y varios complejos de haluros.
De forma natural 25.000 toneladas al afio son liberadas al ambiente. (CAMEAN, A.
Toxicologia Avanzada, 1995).

La mitad de este cadmio es liberado en los rios a través de la descomposicién de
rocas y algun cadmio es liberado al aire a través de fuegos forestales, volcanes y
por las actividades humanas, como es la manufacturacion en la produccién de zinc,
fertilizantes fosfatados artificiales y las bioindustrias del estiércol. Este metal
generalmente llega a las aguas superficiales cuando algunos fertilizantes son
aplicados en las granjas y de esta forma son absorbidos por las plantas para quedar
finalmente en los alimentos que consumen tanto humanos como animales; es asi
como se han encontrado grandes cantidades de cadmio en las vacas principalmente
en sus rifiones.

Los efectos que puede causar el cadmio en la salud son: diarreas, dolor de
estbmago y vomitos severos, fractura de huesos, fallas en la reproduccion y
posibilidad incluso de infertilidad, dafio en el sistema nervioso central, sistema
inmune, desordenes psicologicos, posible dafio en el ADN o precursor de cancer.
(Cai, Yue, & Nordberg, 1998).

3.5.1.4 Mercurio (Hg). ElI mercurio se ha visto siempre con fascinacion y asombro
porque es el unico metal liquido en condiciones ambientales. Es casi insoluble en
agua, por lo que no eran considerados, durante mucho tiempo, como
contaminantes. Es un elemento que puede ser encontrado de forma natural en el
medio ambiente; en forma de metal, como sales de mercurio 0 como mercurio
organico. No es encontrado de forma natural en los alimentos, pero éste puede
aparecer en la comida asi como ser expandido en las cadenas alimenticias por
pequefios organismos que son consumidos por los humanos, por ejemplo a través
de los peces. (Fernandes de Sa Ferreira, I. C., & Degrazia P., M. H. (2001).
Genotoxicity assessment in aquatic environments under the influence of heavy
metals and organic contaminants. Mutation Research, 490, 141-158).

La contaminacion del agua por mercurio es originada por industrias quimicas que
producen cloro, fabricas de fungicidas, pinturas contra hongos, plasticos, minas de
cinabrio (sulfuro de mercurio, HgS), en la extraccion de oro y de plata y por las
refinerias del petrdleo. Se considera que la mitad del mercurio extraido es arrojado
al medio ambiente, una parte en forma de vapor a la atmoésfera y otra en los
desechos industriales al suelo y al agua. Cuando el mercurio alcanza las aguas
superficiales o suelos, algunos microorganismos pueden biotransformarlo en metil
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mercurio, una sustancia que puede ser absorbida rapidamente por la mayoria de
los organismos como los peces que metabolizan una gran cantidad de metil
mercurio. Como consecuencia, el metil mercurio puede acumularse en peces,
encontrandose concentraciones mucho mas altas en los lugares donde habitan, y
de esta forma entra en la cadena alimenticia a la que pertenecen. Este metal tiene
un numero de efectos sobre los humanos entre los que se destacan: lesiones
renales, dafio al sistema nervioso, a las funciones del cerebro, al ADN vy
cromosomas, reacciones alérgicas, irritacion de la piel, cansancio, y dolor de
cabeza, efectos negativos en la reproduccion, dafio en el esperma, defectos de
nacimientos y abortos. (Weiner & Nylander, 1993)

3.6 ESPECIACION QUIMICA DE METALES PESADOS

Tokatlioglu (2000) menciona en su trabajo que las trazas de metales pesados
existentes en aguas de rio estan presentes en varias formas fisicoquimicas, las
cuales incluyen hidroxo complejos, complejos organicos e inorganicos y particulas
coloidales. Asi pues, la especiacion quimica de metales pesados es un tema de
interés en el andlisis de agua pues el comportamiento geoquimico y los efectos
biologicos de los metales pesados dependen enormemente de sus formas
fisicoquimicas. Este ha sido un tema que ha tomado impulso en los estudios del
medio ambiente y del tratamiento de aguas residuales. Las cantidades totales de
metales presentes constituyen una medida poco representativa de la posible
toxicidad de un metal pesado. Resulta fundamental conocer la forma quimica bajo
la que se presenta, es decir la especiacion, pues la toxicidad de un elemento es muy
distinta dependiendo de su presentacion, que va a regular no solo su disponibilidad
(segun se encuentre disuelto, adsorbido, ligado o precipitado) sino que también el
grado de toxicidad que presente va a depender de la forma quimica de si misma.
No obstante, por su facilidad de medida y reproducibilidad, en los estudios de
contaminacién se utilizan muy frecuentemente los valores totales para definir los
umbrales de contaminacion. El tipo de sustancia contaminante y la forma bajo la
gue se presente (soluble, cambiable, ligada, adsorbida, ocluida) va a influir
decisivamente en el efecto contaminante producido.

3.7 LOS ACIDOS HUMICOS Y FL'JLVI’COS COMO COMPONENTES DE LAS
AGUAS NATURALES Y SU INTERACCION CON LOS IONES METALICOS

Los acidos humicos se presentan como solidos amorfos de color marrén oscuro,
generalmente insolubles en agua y en casi todos los disolventes no polares, pero
facilmente dispersables en las soluciones acuosas de los hidréxidos y sales basicas
de los metales alcalinos, constituyendo un hidrosol que puede experimentar
floculacion mediante el tratamiento de los acidos o los demés cationes. Estudios
estructurales del Departamento de Edafologia y Quimica Agricola de la Universidad
de Granada establecen en sus investigaciones que las moléculas parecen estar
constituidas por un nucleo de naturalezas aromaticas mas o menos condensadas,
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y de una region cortical con mayor predominio de radicales alifaticas, presentando
en conjunto el caracter de heteropolimeros condensados (Dorronsoro, 2010).

Los acidos fulvicos, por su parte, constituyen una serie de compuestos sélidos o
semisolidos, amorfos, de color amarillento y naturaleza coloidal, facilmente
dispersables en agua y no precipitables por los &cidos, susceptibles en cambio de
experimentar floculacion en determinadas condiciones de pH y concentracién de las
soluciones de cationes no alcalinos. Algunas de las complejas estructuras
moleculares de los acidos humicos y fulvicos se muestran en las Figuras 2 y 3,
segun lo plantea Wandruszka, (2000).

Figura 2. Estructura molecular de un &cido humico
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Figura 3. Estructura molecular de un acido fulvico
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Los acidos humicos y fulvicos son también conocidos por interactuar con varios
iones metalicos, 6xidos metdlicos hidratados, minerales arcillosos y compuestos
organicos. Las sustancias humicas, principales constituyentes de las aguas
naturales se interaccionan fuertemente con varios metales pesados para formar
complejos hamicos y afectar el comportamiento de adsorcidén-desorcién de los
metales en técnicas donde se manejen clases de resinas poliméricas
adsorbentes. Las formas fisicoquimicas de los complejos metalicos-humicos,
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pueden ser complicadas pues éstos pueden existir libres 0 permanecer adsorbidos
en otras particulas coloidales, segun indican (Tokalioglu et al. 2000).

En consecuencia, han surgido métodos tales como la coprecipitacién, la adsorcion
en resinas poliméricas y las separaciones con resinas de intercambio i6nico usados
para la especiacion y determinacién de iones metélicos libres y asociados a
sustancias humicas presentes en aguas naturales y servidas o residuales.

30



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 UBICACION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO

El muestreo se realiz6 en aguas superficiales del rio Cauca en el municipio de Cali
en cinco puntos, abarcando desde el sur de la ciudad en un lugar préximo al puente
El Hormiguero, hasta la desembocadura del rio Cali, en el norte de la ciudad; estos
puntos fueron elegidos teniendo en cuenta la importancia de los mismos, de acuerdo
con la utilizacion de sus aguas Yy frente al potencial de descargas contaminantes
gue reciben por ejemplo, la descargas de lixiviados de Navarro en el Canal Colector
Sur (Instituto de Hidrologia, 2008).

Los puntos de muestreo fueron los siguientes (ver figura 4):

1. Punto de muestreo uno (P1): ElI Puente de El Hormiguero cuyas coordenadas
geograficas son latitud norte N 3° 18" 09,2"", longitud oeste W 76° 28" 50,8 y
altitud 978.3 m.

2. Punto de muestreo dos (P2): Desembocadura del Canal Colector Sur con
coordenadas N: 3°22°40.2"°, W: 76° 28°17.7 " y altitud 967.1 m.

3. Punto de muestreo tres (P3): Bocatoma de la PTAP de Puerto Mallarino con
coordenadas N: 3°26°45.4", W: 76° 28°30.4 " y altitud 966.6 m.,

4. Punto de muestreo cuatro (P4): Puente de Juanchito con coordenadas N: 3°
26°597, W: 76°28°32.1 " y altitud 963.6 m.

5. Punto de muestreo cinco (P5): Desembocadura del Rio Cali con coordenadas
N: 3°30°20.9™°, W: 76°29'29.8™" y altitud 965.8 m.

4.2 MUESTREOS

Las muestras fueron tomadas, en jornadas de alta y baja precipitacion pluvial, en el
periodo 2008-2013. En cada uno de los puntos de muestreo seleccionados se
tomaron 3.0 L de muestra de agua superficial (30 a 50 cm de profundidad), las
muestras se preservaron con acido nitrico concentrado hasta tener un pH cercano
a 2, condicién que favorece la preservacion de metales para la especiacion y
cuantificacion (Junk, et al., 1974).
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Figura 4. Mapa de la ciudad de Cali, indicando los puntos de muestreos en el rio
Cauca.
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4.3 MATERIAL, EQUIPOS Y REACTIVOS
4.3.1 Reactivos utilizados para la cuantificacién de Cd, Cry Pb

HNO3, concentrado grado analitico (MERCK)

Lana de vidrio (Panreac)

Filtro membrana de ® 0.45 ym de poro.

Resina polimérica no i6nica Amberlite XAD-16 (Sigma)

Metanol, grado HPLC (JT Baker)

Acetona, grado HPLC (JT Baker)

NaOH, anhidro en lentejas (Panreac)

HCI, concentrado, (Panreac)

Tetraborato de sodio decahidratado (Panreac)

Soluciones patron certificadas de 1000 ppm de Cd, Cry Pb (JT Baker)
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4.3.2 Reactivos utilizados para cuantificar el Hg

Acido sulftrico concentrado (Panreac)
Permanganato de potasio, reactivo solido (MERCK)
Persulfato de potasio, reactivo en cristales (MERCK)
Cloruro de hidroxilamina, reactivo solido (MERCK)
Cloruro estafioso, reactivo en cristales (Panreac)
Acido clorhidrico concentrado (MERCK)

Patron de 1000 ppm de mercurio (JT Baker)

4.3.3 Preparacion del material. EI material de vidrio utilizado fue AA previamente
lavado con detergente no ionico neutro, bafio con solucion de acido nitrico al 10% y
secado en horno utilizando agua doblemente deionizada para el enrase respectivo
de las soluciones.

4.3.4 Equipos. Las lecturas de plomo, cromo y cadmio se realizaron mediante
espectrometria de absorcion atdmica con horno de grafito (FAAS) en un equipo
Shimadzu AA-6300 (P/N 206-51800). Para el mercurio se utiliz6 un sistema
analizador de inyeccién de flujo (FIMS-100) de la marca Perkin-Elmer. Los equipos
contaban con lampara de deuterio para la correccion de ruido de fondo (corrector
de fondo-Método de correccion de una fuente continua).

4.4 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LOS METALES Pb, Cd Y Cr POR
RESINA.

4.4.1 Preparacion de la resina Amberlite XAD16 en la columna. Una cantidad de
400 mg de la resina Amberlite XAD-16 fue puesta en suspension de agua
deionizada y depositada directamente al interior de una columna de vidrio de 1 cm
de diametro y 3.5 cm de longitud, con una abertura en la parte superior que posee
una llave que controla el flujo de salida en su parte inferior. Se instalaron cuatro de
estas columnas para los andlisis. Previamente a este paso se acondiciond un
centimetro de lana de vidrio en el interior de la columna, el cual servira de soporte
para la resina que ha sido introducida adicionando otro centimetro de lana de vidrio
en la parte superior para completar la preparacion.

La Figura 5 muestra un esquema de la columna utilizada y de la ubicacion de la
resina Amberlite XAD-16 en su interior. Las flechas indican el sentido de recorrido
de la muestra en la columna. Para esto a los 400 mg de resina Amberlite que han
sido introducidos en la columna, se lava con 25 ml de soluciones recién preparadas
en el siguiente orden: metanol, agua deionizada, HNO3z 1M en acetona, agua
deionizada, NaOH 1M y finalmente agua deionizada. Cada una de estas soluciones
se hace pasar a través de la columna con un flujo de 2-2.5 ml/min (Tokatlioglu et al.,
2000).
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Figura 5. Esquema de la columna de vidrio utilizada en la especiacion de plomo,
cromo y cadmio.

4.4.2 Ensayos preliminares de adaptacion de la técnica de especiacion. Se procedio
a realizar algunos ensayos preliminares de ajuste con el fin de conseguir las
condiciones Optimas experimentales mediante la estimacion del nivel de adsorcion
y desorcion de iones metalicos libres en la resina polimérica Amberlite XAD-16, con
base en la técnica de especiacion utilizada por Tokatlioglu en aguas del lago
Sultansazhgt.

El esquema mostrado en la Figura 6 resume el procedimiento experimental llevado
a cabo en los ensayos. Estos ensayos fueron realizados usando muestras de agua
doblemente deionizada dopada con concentraciones conocidas de metales
pesados (plomo, cromo y cadmio) en partes por millon.

Se realizaron dos ensayos, donde variaron las condiciones de flujo de salida de la
muestra a través de la columna, asi como la cantidad de resina Amberlite utilizada.
La solucién preparada de agua dopada con metales pesados se hizo pasar a través
de la columna que contiene la resina Amberlite XAD-16. Los iones metalicos libres
adsorbidos en la columna fueron eluidos con HCI 1M en acetona. A partir de esta
elusion se obtuvo un extracto mediante evaporacion hasta cercana sequedad y
enrase a 10 ml con solucion de HNOs 2 M. La lectura de plomo, cromo y cadmio de
este extracto y la del efluente fue realizada mediante FAAS.
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Figura 6. Procedimiento utilizado en ensayos preliminares con agua dopada.
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Para dichos ensayos se prepar6 en un balén aforado una solucion de 250 mL de
agua deionizada dopada con concentraciones de 4 ppm de plomo, 2 ppm de cromo
y 0.5 ppm de cadmio. Mediante el paso de esta muestra por la columna, en los
experimentos respectivos, se pudieron determinar las condiciones ideales de
trabajo mediante el calculo de porcentajes de retencién/desorcion, que de manera
simultdnea nos ayudaran a determinar el nivel de iones metalicos libres retenidos
por la resina o no, en ausencia de sustancias humicas y fulvicas.

4.4.3 Especiacion de metales en muestras del rio Cauca. Se adecud el
procedimiento llevado a cabo para la especiacion de metales en aguas de lago
empleado por Tokatlioglu, de esta forma las muestras de agua del rio Cauca fueron
separadas en tres fracciones que corresponden a metales presentes en sélidos
suspendidos, asociados a sustancias humicas y metales idnicos libres como se
muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Especiacion de metales pesados en muestras del rio
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Columna Efiuente + pasoa | Columna suspendidos
con resina tetraboratode | "7 "L | con resina
XAD-16 sodio + NaOH través de XAD-16
1M hasta pH
918
A
Elucion Elucion
con HCI con HCI
1M (en ™M {(en
acetona) acetona)
A
Evaporacion del Evaporacion del
solvente hasta solvente hasta
cercana cercana
sequedad sequedad
A
Enrase a Enrase a
10mL con 10 mL con
HNO5 2M HNO, 2M
Lectura en Lectura en
GFAAS GFAAS
Metales en fones
sustancias metalicos
fuimicas libres

4.4.3.1 Metales en solidos suspendidos. Cada una de las muestras respectivas de
agua del rio, fueron filtradas a través de un filtro membrana de 47 mm de diametro,
gue posee un diametro de poro de 0.45 um. Por cada punto se tomé un volumen de
250 ml de muestra. Los sodlidos suspendidos retenidos junto con la membrana,
fueron digestados en 15 ml de HNO3z concentrado y evaporados hasta cercana
sequedad. Finalmente, se enras6 a un volumen de 10 ml con solucién de HNO3 2
M, previamente preparada. El blanco en este procedimiento correspondié a la
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digestion en acido nitrico concentrado de uno de los filtros membrana, con el previo
paso de 250 ml de agua deionizada. Este también se enras6 a un volumen de 10
ml con solucién de HNO3z 2 M.

4.4.3.1.1 Metales asociados a sustancias humicas. Una alicuota de 250 mL de la
muestra filtrada fue pasada a través de la columna que contiene la resina Amberlite
XAD-16 a un flujo entre 2-2.5 ml/min con el fin de adsorber los metales asociados a
sustancias humicas (4cidos humicos y fulvicos, por ejemplo). El efluente fue
guardado para el andlisis posterior. Los metales que fueron sorbidos por la resina
fueron eluidos a un flujo de 1 ml/min en un erlenmeyer de 125 ml con 25 mL de
solucién recién preparada de HCI 1 M en acetona. Esta elucién se colocé en plancha
calentadora a temperatura moderada hasta cercana evaporacion. Finalmente, se
enraso a 10 ml con solucién de HNO3 2 M.

4.4.3.1.2 lones metalicos libres. En el orden de determinar los iones metalicos libres
presentes en las muestras del rio, una cantidad de 0.95 g de tetraborato de sodio
fue adicionado al efluente (solucién a pH 9.18) continuando el proceso anterior éste
nuevamente se hace pasar a través de la columna que contiene la resina Amberlite
XAD-16. Los metales adsorbidos en la resina fueron desorbidos de nuevo con
solucion recién preparada de HCI 1 M en acetona. La elucion se instalo sobre una
plancha de calentamiento a temperatura moderada hasta evaporar. Se dejo enfriar
y se enraso a 10 ml con solucion de HNO3z 2 M.

4.4.4 Procedimientos analiticos para la determinacion de Cd, Cry Pb. Se realizaron
curvas de calibracién respectivas de cinco estandares cuidadosamente preparados
y lecturas de absorbancia en el equipo a tres réplicas. Se preparé una muestra
blanco, siguiendo el procedimiento llevado a cabo con las muestras del rio.
Simultaneamente, para las lecturas de las muestras se prepararon patrones de
chequeo, es decir soluciones de concentracién conocida para el control de la
sensibilidad y la reproducibilidad del equipo de absorcién atdbmica. Para la lectura
de cadmio se prepar6 un patrén de chequeo de 1 ppb y para cromo de 10 ppb, al
igual que para plomo. Dichos patrones se prepararon enrasando con solucién de
HNOs de concentracion 0.01% volumen-volumen.

4.4.5 Condiciones instrumentales para la cuantificacién de Cd, Cr y Pb. En cuanto
a la programacion de la temperatura en cada una de las fases del horno de grafito
(secado, carbonizacién, atomizacion y limpieza), se tomaron los valores 6ptimos
obtenidos experimentalmente. En la Tabla 1 estan consignadas la longitud de onda,
corriente (mA) y Slit(nm) para el Cd, Cr y Pb, usadas para estas determinaciones.
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Tabla 1. Condiciones instrumentales para la cuantificacion de plomo, cromo y
cadmio por absorcién atébmica de horno de grafito obtenidos experimentalmente.

Metal Longitud de onda (A) | Corriente (mA) Slit (nm)
Plomo (Pb) 283.3 10 0.7
Cadmio (Cd) 228,8 8 0.7
Cromo (cr) 278.2 10 0.7

Las rampas de temperaturas utilizadas para la cuantificacion de los analitos, se
indican en las tablas 2, 3y 4.

4.5 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL MERCURIO

A diferencia de los otros metales que se cuantifican por el método de atomizacion,
en la determinacién del Mercurio (Hg), se utilizé el método de vapor frio, ya que es
el unico elemento metalico que tiene una presion de vapor apreciable a temperatura
ambiente (Kopp, Longbottom, & Lobring, 1972). Todo el mercurio de la muestra se
convirtié en Hg (Il) y posteriormente se redujo a Hg® por adicion de cloruro de estafio
(SnCl2) o borohidruro de sodio (NaBH4) que actuan como agente reductor. El
mercurio volatil se arrastroé por un gas inerte (Ar) a una celda de cuarzo interpuesta
sobre el paso optico.

Tabla 2. Rampa de temperatura para la cuantificacion de cadmio

Etapa Tiempo (S)| Temperatura(°C) Flujo Ar (MI/Min)
Desecacion 30 110-250 0.1
Calcinacion 23 500 1.0
Atomizacion 2200 0
Limpieza 2400 1.0
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Tabla 3. Rampa de temperatura para la cuantificacién de plomo

Etapa Tiempo (s)| Temperatura(°C) Flujo Ar (ml/min)
Desecacion 40 80-110 0.1
Calcinacion 20 500-800 1.0
Atomizacion 2 2400 0
Limpieza 2 2500 1.0

Tabla 4. Rampa de temperatura para la cuantificacion de cromo

Etapa Tiempo (s)| Temperatura(°C) Flujo Ar (ml/min)
Desecacion 40 80-110 0.1
Calcinacion 20 500-800 1.0
Atomizacion 2 2400 0
Limpieza 2 2500 1.0

4.5.1 Preparacion de la muestra. El analisis de mercurio tanto para los puntos de la
curva de calibracion, el blanco y las muestras del rio, se llevo a cabo mediante
digestion acida en bafio maria, con un proceso simultdneo de oxidacién con
permanganato de potasio y persulfato de potasio para luego cuantificar por la
técnica de vapores frios usando bromuro de hidroxilamina como eliminador de
exceso de oxidante y cloruro estafioso en solucién de acido clorhidrico al 1% como
reductor de iones mercuricos a vapores de mercurio.

La Figura 8 muestra los pasos realizados en la preparacion de las muestras y la
curva de calibracion. Dicho proceso es realizado segun los procedimientos estandar
y las metodologias usuales que se practican para la determinacién y cuantificacion
de mercurio por espectrometria de absorcion atdbmica por vapores frios en muestras
de aguas, segun el compilado de Standard Methods for The Examination of Water
and Waste Water. Un volumen de muestra de rio de 100 ml se introdujo en una
botella winkler con tapdn esmerilado previamente lavada y completamente seca. A
ésta se adicionaron 5 ml de H.SO4 concentrado y 2.5 ml de HNO3 concentrado. A
esta muestra acidificada se le agregaron 10 ml de solucién al 5% de KMnQOa, un
agente oxidante fuerte, dejandolo actuar por 15 minutos; luego se afadieron 8 ml
de solucion al 5% de otro agente oxidante, K2S20s.
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Figura 8. Procedimiento utilizado en preparacidbn de muestras para lectura de
mercurio.

Botella Adicion de 5 ml Adicion de 10
Winkler con H:SOsy 2.5 ml |
tapén —> de HNO: ml de KMnOyg4
T J' 15 minutos
Adici6n (por Adicion de 8 ml
100 ml de :
el equipo) de K2S,0s (5%)
muestra SnCl, (10%) 2928
en HCI (1%) 2 foras Bafio Maria
; 95°C
LecturadelHg |, | Adicion de 5mL
en el equipo Solucién de NHOHCI
0,
Transpar (10%)

Las botellas winkler con esta solucion se taparon y se colocaron en un bafio maria
a 95 °C por un lapso aproximado de 2 horas. Posteriormente, se adicioné 5 mL de
NH20HCBr como agente reductor eliminador de excesos del oxidante del paso
anterior; la solucion en este punto, se torné de color purpura a transparente y quedo
lista para el acondicionamiento en el equipo de vapores frios y su posterior lectura.

4.5.2 Condiciones instrumentales para la cuantificacion de mercurio. De igual forma
gue con las muestras, se preparan mediante el diagrama de flujo descrito en el
esquema de la Figura 8. La curva de calibracion, de acuerdo con el rango de
linealidad del equipo usado, se realizé con cinco estandares de 5, 10, 20, 30 y 40
ppb preparados a partir de una solucion patron de mercurio de concentracion de
1000 ppm. Se preparé un blanco para obtener absorbancias corregidas en los
célculos y los patrones de chequeo de 40 ppb de mercurio para la verificacion de la
sensibilidad del equipo en el andlisis. El equipo de vapores frios en mencion, esta
provisto de un sistema mecanico capaz de absorber mediante capilares la cantidad
justa de muestra, de la solucion de SnClz y de un blanco de dilucién que consiste
en solucién de HCI al 1% (v/v). La mezcla la realiza el sistema y los vapores de
mercurio son dirigidos hacia la celda para su absorcion y lectura. En la tabla 5 se
presentan las condiciones instrumentales usadas en el equipo (Corporation S.
Analytical & Division M. 1., 2006).

Tabla 5. Condiciones instrumentales para la cuantificacion de mercurio (Hg),
por absorcion atdbmica vapor frio
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Condiciones instrumentales | Parametros
Corriente de la lampara (mA) 8.00
Longitud de onda (nm) 253.70
Ancho de Abertura (nm) 0.70
Modo de la lampara BGC-D2
Tiempo de respuesta (min) 1.00

4.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENICA POR EL TEST DE
AMES.

La aplicacion del test de Ames se hizo en el Laboratorio de Microbiologia Industrial
y Ambiental (MIA) del Departamento de Biologia de la Universidad del Valle. Para
el test de Ames se utilizaron dos variedades de cepas modificadas de S.
typhimurium (Cepa TA98 y Cepa TA100) (Moltox Inc.) que son modificadas en el
operon de la histidina y las vuelven histo-dependiente. Ademas de la mutacion en
el operdn de la histidina, las cepas tienen otro tipo de mutaciones, que permiten
manipularlas con mayor facilidad y obtener mejores resultados en la prueba de
compuestos que causan mutagénesis. Las cepas TA98 y TA100 se conservaron a
-80 °C, por tanto, se realizé un procedimiento para reactivar las cepas y probar que
las cualidades genotipicas de interés aun estuvieran activas.

4.6.1 Reactivacion de las cepas. Para la reactivacion de las cepas, se partio de los
liofilizados de cada una de ellas. Primero se prepararon 25 ml de caldo nutritivo
(Oxoid N°2), al cual se le adicion6 una pastilla del liofilizado de la bacteria. El caldo
se incubd durante la noche a 37 °C y se agitd en Vibramax 110 de HEIDOLPH a
120 revoluciones por minuto (rpm). Al dia siguiente, de este caldo se extrajo 1 mL y
se adiciono a otros 25 ml de caldo nutritivo, al cual se le realizé el mismo proceso
de incubacién. Al dia siguiente, se hizo un conteo de bacterias con ayuda de un
microscopio, ya que es necesario que la poblacion de bacterias este entre 1.0y 2.0
x10° dentro del caldo (Mortelmans & Zeiger, 2000; Ames B. , 1974 y Maron & Ames,
1983). Después de verificar el crecimiento, se sembraron en cajas de Petri con agar
minimo glucosa (Oxoid) (medio Vogel-Bonner 50X, glucosa 0.5% a 2% p/v, agar
1.5% p/v) y exceso de biotina, histidina y ampicilina (Merck). Finalmente, las cajas
se guardaron en el congelador a -20°C.
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4.6.2 Revision de las caracteristicas genotipicas. Las cepas TA98 tienen dos
mutaciones y un plasmido que permiten evaluar la actividad mutagénica por su
sensibilidad a magatenos (Tabla 6)

Tabla 6. Caracteristicas genéticas de las cepas utilizadas en el test de Ames.

c Alelo Mutaciones adicionales Tioo d tacié
epa blanco _ ipo de mutacioén
Lps Reparacion Factor R
TA98  hisD3052  rfa AuvrB +R Cambio de marco de

lectura
TAL00  hisG46 fa AuvrB +R Cambio de pares de
bases

Estas caracteristicas genéticas, que son valiosas para evaluar las sustancias que
se presumen como mutagénicas, se pierden con facilidad, razon por la cual es
necesario realizar de manera constante pruebas para verificar que las cepas adn
las conservan. El criterio de decision para aceptar la cepa TA98 y TA100 fue el
namero de colonias revertantes espontaneas por cada caja de acuerdo con Maron
& Ames (1983) y Mortelmans & Zeiger (2000). Las marcas genotipicas, los cuales
se describen en la Tabla 7 y el esquema general de este proceso se muestran en la
Figura 9.

Tabla 7. Marcas genéticas presentes en las cepas TA98 y TA100.

Plasmido Revertantes

Cepa His™ AuvrB pKM101 ria Aceptable

TA98 + + + + 20-50

TA100 + + + + 75-200
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Figura 9. Esquema general del proceso de reanimacion, purificacion y andlisis
genético realizado con las cepas TA98 y TA100

CULTIVO DE ORIGEN

16 horas (overnight)
37°C
Agitacion continua 120-150 rpm

l<—> DO _=05-06
650

CAJAS PRIMARIAS ’ X \ 48 horas
DE TRABAJO 37°C
Oscuridad

Cajas HIS ABIO - AMP

16 horas (overnight)
37°C
Agitacion continua 120-150 rpm

L <> DO_ =05-06
650

’ X \ 48 horas
37°C
Oscuridad

Cajas HIS - BIO - AMP

!

ANALISIS GENETICO

- rfa
- AuvrB
- Plasmido pKM101

4.6.2.1 Requerimiento de histidina. Se mezclaron 0.1 ml de L-histidina 0.1 My 0.1
ml de biotina 0.5 mm en un plato de GM; la histidina se esparci6 en la placa antes
de adicionar la biotina. Se sembraron placas control de biotina y de histidina-biotina
y se incubaron a 37°C; estas no presentaron crecimiento.
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4.6.2.2 Mutacion rfa. Para esta prueba se adicionaron 0.1 ml del caldo de cultivo en
una placa de agar; posteriormente, se vertieron 10 pl de solucién de cristal violeta
(Img/mL) en el centro de un disco de papel filtro Waltmann estéril que se colocé en
el plato de agar. Después de 24 horas de incubacion a 37°C, se observo una zona
de inhibicion de aproximadamente 14 mm alrededor del disco, que indicé la
presencia de la mutacion rfa. La mutacion rfa permite que la bacteria no construya
la barrera de lipo-polisacérido que la rodea y las hace mas permeables a las
sustancias a las que son expuestas (Maron & Ames, 1983; Mortelmans & Zeiger,
2000).

4.6.2.3 Mutacion uvrB. Para esta prueba, se sembraron alicuotas de las cepas en
cajas de Petri con agar, se taparon hasta la mitad con papel aluminio o cartulina
negra previamente esterilizada, para después irradiarlas con luz ultravioleta de una
lampara germicida de 15 W y 280 nm de longitud de onda a una distancia de 33 cm
por 15 segundos. Después de ser irradiadas, las cajas se incubaron durante 24
horas a 37°C, y luego se observo el lado que no fue irradiado.

4.6.2.4 Factor R (Plasmido pKM101. Las cepas S. typhimurium se sembraron
durante 12 a 24 horas en un agar con un minimo de glucosa en 0.1 ml de ampicilina
a 0.1 M (10 uL de 8 mg/ml en 0.02 N NaOH). Solo crecieron las cepas que tuvieron
el plasmido pKM101. Es decir, se observo para las dos una mutacion y reversion
espontanea (Maron & Ames, 1983; Mortelmans & Zeiger, 2000).

4.6.3 Preparacion de la mezcla del Activador Enzimatico S9. La mezcla del S9
tiene poco tiempo de viabilidad, por tal razén esta mezcla se preparé el mismo dia
del ensayo de Ames. Para nuestro ensayo se prepararon 2 ml de la mezcla S9 que
contenia: 1600 pL de la fraccién, 320 yL de MgCl. 0.4 previamente esterilizado en
autoclave, 1320 yL KCI 1.65 M, 200 pL de Glucosa-6-fosfato 1 M,160 uL de NADP
0.1 M (Merck) y 4000 pL de agua estéril. Las soluciones salinas de MgCl2, KCl y
fosfato de sodio de pH 7.4 se prepararon con anterioridad al ensayo, siendo
esterilizadas en autoclave y guardadas a 4 °CAl contrario de las soluciones de
Glucosa-6-fosfato y NADP que no fueron esterilizadas en autoclave pero
preparadas con agua estéril antes del ensayo y guardadas a -4 °C. La fraccidon se
preparé con 2 ml de agua estéril agregada a la ampolla con el polvo del extracto
enzimatico (Maron & Ames, 1983)

4.6.4 Controles positivos y negativos. En los experimentos de los controles positivos
y negativos de las cepas se agrego al plato de GM, agar de superficie procurando
gue se esparciera por todo el plato, teniendo en cuenta que las sustancias quimicas
afadidas con anterioridad al tubo de ensayo fueron: para la cepa TA100, 50 pL de
2-aminofluoreno (1 mg/ml) cuando se trabaja sin activador enzimatico. Con
activador se utiliza Azida de Sodio (iguales cantidades) como control positivo y 50
ML de DMSO (1 mg/ml) como control negativo. Para la cepa TA98 sin activador
enzimatico, se utilizaron 50 yL de 2-aminofluoreno, en cambio con activador se
utilizaron 50 pL de 4-nitroquinolina-1-oxido (4-NQNO) (1 mg/ml) como control
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positivo y 50 yL de DMSO (1 mg/ml) como control negativo. Todas las cajas de Petri
fueron incubadas a 37 °C por 48 horas. El control positivo se realizé para observar
si las cepas aun conservaban las caracteristicas que son de interés en el ensayo de
Ames.

Los resultados de los controles indicaron que la bacteria estaba creciendo de una
forma adecuada para el ensayo. Cuando todas las marcas genéticas estan
presentes, se muestra reversion con mutageno estandar y en los controles positivos
si el nUmero de revertantes espontaneos coincide con los nimeros reportados,
entonces la cepa se considera 6ptima para el test de Ames. (Mortelmans & Zeiger,
2000).

4.6.5 Ensayo de Mutagénesis. Los extractos obtenidos en la especiacion,
aproximadamente 1 ml (metales en sustancias humicas, iones metalicos libres y
metales en soélidos suspendidos) se recolectaron y se mezclaron en un vial, para
luego ser llevadas a rotaevaporacion. El residuo seco de los solidos totales fue
reconstituido en dimetilsulféxido (DMSO) hasta un volumen final de 5 ml, y las
pruebas de mutagenicidad se realizaron empleando el método de concentracion
directa (extracto puro) segun Ferrdo V. et al., 2001 y luego de ser comprobada la
presencia de las marcas genéticas de las bacterias se desarrollo la prueba de
mutagenecidad mediante el test de Ames (Maron & Ames, 1983) por triplicado, que
consistid en un procedimiento de varios pasos: se agregé 0.1 ml de cultivo de la
cepa con la densidad éptima (1-2 *10° cél/ml) a 2 ml de agar de superficie mantenido
a 43-45 °C, que contenia 0.2 ml de L-histidina/D-biotina 0.5 mm, 0.5 ml de la mezcla
de S9 si era el caso y 0.1 ml de los extractos de las muestras del rio Cauca a cada
uno de las diferentes concentraciones escogidas después del ensayo de dosis-
repuesta. Una vez afadido el indculo se agité suavemente la mezcla y se vertio
rapidamente sobre cajas con GM y se incubaron por 48 horas a 34y a 37 °C. Cada
vez que se realizé el ensayo de Ames se incubaron controles positivos y negativos
por triplicado, que permitieron desarrollar un experimento controlado tal como se
presenta en la Figura 10.

El nimero de revertantes espontaneas (por plato), se consideré normal cuando se
encuentra en el rango de crecimiento, mostrado en la tabla 7, esperado para cada
cepa dentro del ensayo. El indice mutagénico (IM) se calculé dividiendo el nimero
de revertantes inducidas entre el numero de revertantes espontaneas del control
negativo. Los valores obtenidos mayores a dos se consideraron mutagénicos (M),
los indices entre uno y dos se tomaron como levemente mutagénicos (LM) y los
indices menores a uno se consideraron como no mutagénicos (NM) (Albadalejo,
1993 y Mortelmans & Zeiger, 2000). El segundo procedimiento usado para la
evaluacion de los datos fue el incremento del nimero de revertantes con el nUmero
de la dosis. En esta herramienta de analisis se elabor6 una linea de tendencia de la
curva de dosis-respuesta de los puntos con IM mayor o igual a dos, si el coeficiente
de correlacion era mayor al 80% y la pendiente positiva se consideraba a la muestra
como positiva en la prueba de Ames (Mortelmans & Zeiger, 2000).
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Figura 10. Método de incorporacion de la bacteria en el plato de GM
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se realizé un estudio de genotoxicidad en las aguas del rio Cauca
a su por la ciudad de Santiago de Cali por los metales Pb, Cr, Cd y Hg, con el
propésito de establecer un método rapido, eficaz y adaptado a las caracteristicas
especificas del rio, para determinar la correlacion de estos metales como posibles
sustancias genotoxicas. Es posible presumir la existencia de compuestos de origen
genotoxicos en las aguas del rio en esta zona, dada la cantidad de efluentes
recogidos por su cauce antes y durante su paso por la ciudad.

En primer lugar se preconcentraron las muestras en una resina AXD16, a fin de
concentrar los posibles compuestos metalicos genotdxicos presentes en las aguas,
y posteriormente se realizé el Test de Ames (Ames y cols. 1975). Ensayo “in vitro”
rapido, sensible, preciso y poco costoso, homologado por la OCDE y la CEE, y
recomendado por numerosos investigadores (Ashby, 1986; Dellarco y col. 1986 y
Dearfield y col.1991, etc.) como método inicial de dos baterias de ensayos de
genotoxicidad, a ser realizados “ir, vitro”, con organismos procariotas y eucauriotas.

Al desarrollar el Test de Ames sobre los extractos especiados se podria emitir un
primer juicio sobre el caracter genotoxico de las sustancias investigadas. Por otro
lado, el Test de Ames ha sido propuesto como método de vigilancia de vertidos para
su evaluacion y caracterizacion toxicoldgica previa a su liberacion a los rios, a fin de
dar cumplimiento a lo estipulado en el punto 4 de la Lista 1 de La Reglamentacion
de Vertidos: “no contener productos cancerigenos en mas de un 0,0196 de acuerdo
con la IARC (International Agency for Research on Cancer). Dada la alta correlacion
existente en la mayoria de sustancias quimicas entre su caracter mutagénico y
carcinogénico permite que los resultados de los ensayos de genotoxicidad sirvan en
parte para cumplimiento a lo estipulado en el mencionado punto, ya que existe una
imposibilidad de realizar los ensayos de experimentacion animal con cada
compuesto quimico, por el tiempo que conlleva, el elevado nimero de animales que
supone y sus elevados costos.

Sin considerar el grave problema que generan las mezclas complejas de
compuestos quimicos, los cuales necesitan ser evaluados como tales mezclas, y no
como sustancias quimicas individuales, pues los distintos compuestos pueden
potenciar o antagonizar sus acciones toxicas entre si. La imposibilidad a la hora de
poder evaluar todas los compuestos existentes en las aguas de los rios, y menos
aun las posibles mezclas complejas, hace que lo Unico racionalmente posible para
controlar mejor la calidad de las aguas de los rios, sea exigir a cada responsable
del vertido, la caracterizacion toxicol6gica del mismo previa a la autorizacién para
ser liberado al rio, evitando asi dafios posteriores (y en ocasiones irreparables) al
hombre y al medio ambiente (de la Fuente y Frutos, 1995).
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Posteriormente a la evaluacion y/o caracterizacion inicial de una sustancia quimica
o0 de un vertido mediante el test de Ames, se deben aplicar otros ensayos
genotodxicos, ¢ identificar la sustancia del riesgo en las mezclas complejas, mediante
técnicas instrumentales convencionales como la técnica de mitocondrial de ADN.

En el presente estudio, al aplicar el Test de Ames a las muestras obtenidas, se ha
detectado que las aguas del rio Cauca en el segmento evaluado presentan una
correlacion de los extractos de los metales pesados con el IM a lo largo de todo el
cauce estudiado. La cantidad de muestras con caracter genotéxico puede parecer
escasa, sin embargo, el hecho de conocer que el rio Cauca lleva en sus aguas
componentes metalicos genotoxicos es de vital importancia y proyeccion en
biologia, en la consideracién del riesgo que puede suponer para el hombre y el
medio ambiente, el uso adecuado de sus aguas (consumo, como agua potable,
agricultura, pesca, recreo etc.), a corto y/o largo plazo en sus niveles de exposicion
continuos. Por otro lado, conocer las caracteristicas genotoxicas metalicas del rio
permitira a las autoridades competentes ambientales y administrativas disefiar y
mantener un control sobre sus aguas y los vertidos que a ellas se emiten, pudiendo
tomar las decisiones necesarias y oportunas en cada momento, para impedir el
dafo o subsanarlo en caso de que éste se produzca.

El caracter genotoxico, la naturaleza y la estabilidad de los compuestos quimicos
metalicos responsables de este caracter, no es igual en todas las zonas del rio, ni
en todas las épocas del afio. En general, las muestras genotoxicas detectadas en
los meses de alta precipitacion pluvial son mas significativas que en los meses de
poca precipitacion pluvial. Estos datos parecen indicar que el aumento de
genotoéxicos en las aguas del rio Cauca esta ligado a esta condicion pluvial. Su
cuantia empieza a incrementarse en paralelo se alcanzan los valores maximos en
los meses de abril, mayo y septiembre y de nuevo empiezan a disminuir en junio,
agosto y enero. Esta referencia ambiental, esta en concordancia con las datos
obtenidos por otros investigadores (Singer y cols. 1981; Hoehn y cols. 1984;
Veensta y Schnoor, 1980 y Wetzel, 1983).

Ademas, Singer y cols. (1981) apuntan que la elevacion de los valores de
contaminacioén en ésta época del afio son debidos al aumento de la descomposicion
de la materia organica, ya que al aumentar la productividad biolégica primaria
(algas, macrofitos, bacterias), se incrementa el nUmero de sustancias a reaccionar.
En nuestro caso, a este hecho se suman la existencia de lluvia que se concentran
en las muestras, y la recepcion de vertimientos muy diversos, lo que aumenta
considerablemente las reacciones quimicas no deseables.

En cuanto al segmento del rio estudiado, se observo la presencia de sustancias
genotbéxicas metdlicas en todos los puntos de muestreo, si bien existen puntos
donde se detectan un mayor numero de muestras mensuales con caracter
genotoxico, siendo algunas de gran potencia. Los puntos P1, P2 y P3 son los mas
contaminados seguido por el P5. El hecho de que P2 sea el mas contaminado
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concuerda con lo esperado dada su ubicacion. En esta zona del rio afluyen, uno de
los mayores vertidos de la ciudad de Cali y su proximidad al antiguo basurero de
Navarro. Por otra parte, la mayoria de estos vertidos (como los del resto del area
de estudio) se liberan directamente al rio, sin sufrir ningun tipo de tratamiento
medianamente especifico para la naturaleza de cada tipo de vertido. No hay una
sola planta de tratamiento de aguas residuales industriales de origen farmacéutico,
con vertidos de aguas residuales urbanas, o domésticas.

5.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES DE FLUJO Y PORCENTAJE DE
RECUPERACION.

Los resultados experimentales 6ptimos utilizados para el flujo con una matriz agua
de rio dopada y cantidad de resina en la especiacion de los metales cromo, cadmio
y plomo, son los reportados por Correa, (2009 2-2.5 ml/min y 400 mg de resina
Amberlite XAD-16. Los porcentajes de recuperacion para cada uno de los metales,
se obtuvieron haciendo un enriquecimiento de la muestra con soluciones estandar.
Previamente se hizo una cuantificacion por triplicado de las muestras sin doparlas
con el analito. Conociendo el valor promedio de analito aportado por la muestra, se
realizd el enriguecimiento con el estandar a una concentracion conocida y se
hicieron las respectivas mediciones para evaluar si hay pérdidas representativas.
Los valores encontrados para los porcentajes de recobro se observan en la Tabla
8.

Tabla 8. Valores en ensayos preliminares (volumen de 250 ml de agua dopada,
400 mg de Amberlite XAD-16, flujo de salida 2-2.5 mil/min).

Cantidad Conc. Conc. Total Porcentaie
Metal adicionada | Adsorcion- Efluente (ppm) (%) I
(ppm) desorcién (ppm) PP 0
Cd 5.00 x 101 2.88 x 103 0.440 0.443 88.6
Pb 4.00 1.93x 102 3.75 3.76 94.1
Cr 2.00 1.13x 102 1.75 1.79 895

La activacion de la resina, debe realizarse el mismo dia en que se va a utilizar por
la columna y con soluciones recién preparadas.

5.2 LIMITES DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION.

Para la determinacion del limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) se
determinaron 10 blancos, utilizando el blanco de agua desionizada acidulada al 0.1
% con acido nitrico, y se analizé Pb y Cd y Cr, para Hg se adicioné 8 ml de HNO3
concentrado, 5 ml de H>O2 se sometio a reflujo por 40 min, luego se afor6é a 50 ml.
Se procedid a realizar las respectivas lecturas en el equipo de absorcién atbmica y
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finalmente aplicando las ecuaciones 1y 2 para la obtencion de los resultados. Los
limites de cuantificacion y deteccion para los metales estudiados estan reportados
en la tabla 9.

3.3% S 10 % S
D = LC =
m m
Ecuacion 1. Limite de deteccion Ecuacién 2. Limite de cuantificacion

Doénde:

LD: Limite de Deteccion

LC: Limite de Cuantificacion

S: Desviacion estandar de los blancos
M: Pendiente curva de calibracion

5.3 CURVAS DE CALIBRACION

Se tomaron 5 niveles para determinar la linealidad en la curva de calibracion, el
rango que se considero para cada analito fue: Cd (0.5-2.0 ppb), Cr (1-10 ppb), Pb
(2-20 ppb), Hg (4-20 ppb).

En la tabla 9 se presentan los coeficientes de correlacion y la ecuacion de la linea
para cada metal. El desarrollo de los métodos analiticos empleados en las muestras
analizadas presentan una buena sensibilidad, se eligieron las curvas que
presentaban los mejores coeficientes de correlacion y se tomo la pendiente como la
sensibilidad para cada metal.

Para la linealidad se leyeron patrones a diferentes concentraciones con el fin de
examinar la correlacion entre ellos (coeficiente de correlacion) y observar la
linealidad que presentaban. Los limites de deteccidn y cuantificacion garantizan que
el analito presente en las muestras fue cuantificado correctamente (ver Anexol) con
un coeficiente de variacion (%CV) menor al 3% para todos los metales estudiados.

Tabla 9. Curvas de calibracion, limite de deteccion y limite de cuantificacion

Metal Coef. Correlacion R? Ecuacion Recta LD (ppb) | LC (ppb)
Cadmio (Cd) 0,999 y =0.1162x + 0.037 0,02 0,061
Cromo (Cr) 0,999 y=0.1618x + 0.0165 0,04 0,12
Plomo (Pb) 0,999 y =0.0143x + 0.0141 0,28 0,84
Mercurio (Hg) 0,996 y = 0.0048x - 0.0017 0,96 2,92
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5.4 CONCENTRACION DE LOS METALES PESADOS EN LAS MUESTRAS DEL
RIO CAUCA.

Las concentraciones encontradas de los metales totales cromo, cadmio, plomo y
mercurio en los cinco puntos de muestreo del rio Cauca en el municipio de Cali,
durante las temporadas de alta y baja pluviosidad de los afios 2008-2009 y 2013,
se reportan en la Tabla 10 (ver Anexo 2).

Tabla 10. Concentracion (ppb) de los metales Pb, Cr, Cd y Hg en los cinco puntos
de muestreo en los afios 2008, 2009 y 2013.
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Pb Cr Cd Hg Total

Afo Punto Mes (ppb) (ppb) (ppb) (ppb)  (ppb)
2008 Hormiguero Enero 0,16 0,18 0,45 6,51 7,30
2008 Hormiguero Abril 32,05 9,33 0,06 29,6 71,04
2008 Canal Colector Sur Enero 0,04 0,21 0,02 6,6 6,87
2008 Canal Colector Sur Abril 37,67 12,43 0,07 7,91 58,08
2008 PTAP Enero 0,01 0,17 0,03 6,01 6,22
2008 PTAP Abril 47,68 5,91 0,01 25,28 78,88
2008 Juanchito Enero 0,03 0,27 0,02 23,07 23,39
2008 Juanchito Abril 3,76 7,76 0,01 5,74 17,27
2008 Delta rio Cali Enero 0,04 0,31 0,03 6,5 6,88
2008 Delta rio Cali Abril 27,65 36,58 0,01 3,57 67,81
2009 Hormiguero Abril 0,91 4,75 0,09 17,5 23,25
2009 Hormiguero Junio 1,2 5,81 0,11 0 7,12
2009 Canal Colector Sur Abril 0,77 3,11 0,03 21,3 25,21
2009 Canal Colector Sur  Junio 0,95 4,03 0,09 0 5,07
2009 PTAP Abril 0,38 3,26 0,06 19,41 23,11
2009 PTAP Junio 0,6 4,27 0,08 0 4,95
2009 Juanchito Abril 1,3 5,9 0,96 20,72 28,88
2009 Juanchito Junio 1,59 6,16 1,08 0 8,83
2009 Delta rio Cali Abril 0,29 3.8 0,06 16,81 20,96
2009 Delta rio Cali Junio 0,28 3,91 0,05 0 4,24
2013 Hormiguero Mayo 72,71 65,29 59,94 7,18 205,12
2013 Hormiguero Agosto 27,93 17,04 19,24 7,19 71,40

2013 Hormiguero Septiembre 66,86 17,98 41,82 3 129,66
2013 Canal Colector Sur  Mayo 23,74 62,84 8466 1152 182,76
2013 Canal Colector Sur Agosto 48,61 20,97 24,66 23,47 117,71
2013 Canal Colector SurSeptiembre 73,15 25,59 25,95 571 130,40

2013 PTAP Mayo 39,79 43,27 84,47 5,9 173,43
2013 PTAP Agosto 14,13 25,62 24,45 9,72 73,92
2013 PTAP Septiembre 61,94 20,9 32,32 4,34 119,50
2013 Juanchito Mayo 60,11 43,27 9598 8,12 207,48
2013 Juanchito Agosto 229 22,84 3536 8,27 89,37
2013 Juanchito Septiembre 42,96 14,9 40,71 7,1 105,67
2013 Delta rio Cali Mayo 42,26 51,81 75,18 8,54 177,79
2013 Delta rio Cali Agosto 2498 23,99 25,18 6,84 80,99
2013 Delta rio Cali Septiembre 87,44 26,47 38,57 6,62 159,10
Limite de deteccién EPA 15 100 5 2

Al revisar las concentraciones de los metales (Tabla 10) y sus limites permisibles
por la EPA, podemos observar que los metales Cd, Pb, Cr y Hg no superan los
valores permitidos, se mantuvieron por debajo de los 100 ppb permitidos.
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Para el caso del Pb se evidencia una alta concentracién en el mes de abril del 2008
y en todos los andlisis para los metales pesados de los muestreos del 2013. Cabe
destacar, las preocupantes concentraciones del mercurio muy superiores a los
valores permitidos de 2 ppb de acuerdo a las normas técnicas para la calidad del
agua, decreto 475 de 1998 articulo 37 (Criterios de calidad del agua segura) en los
cinco puntos de muestreo en los tres afios en que se realiz6 el estudio, ya que éste
es el metal pesado con la mas potente toxicidad y presenta a su vez, una
concentracion minima inhibitoria de 0.01 mM (Nies, 1999).

5.5 ACTIVIDAD MUTAGENICA EN AGUAS DEL RiO CAUCA APLICANDO EL
TEST DE AMES CON LAS CEPAS TA98 Y TA100 DE S. TYPHIMURIUM CON Y
SIN ACTIVADOR MUTAGENICO S-9

Al realizar el proceso de dilucién, segun como lo especifica el test de Ames, las
concentraciones finales con las cuales se trabajaron para el ensayo fueron de 0.2,
0.8, 2.5 y 8 pg/L, debido a que en estas concentraciones se presentaba un
crecimiento adecuado de colonias revertantes en los ensayos experimentales
preliminares. Posteriormente se realizo el calculo de pug de extracto en cada uno de
los platos utilizados, teniendo en cuenta la cantidad que es agregada a cada caja
durante los ensayos que fue de 50 uL de extracto. Los IM se reportan en las Tablas
11y 12.
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Tabla 11. indice de mutagenicidad con la cepa TA98 con y sin S9 segun el afio y punto de

muestreo.

Afo Punto Sitio Mes TA98-1M-SIN S-9 TA98IM-CON S-9
2008 P1 Hormiguero Enero 1 0
2008 P1 Hormiguero Abril 0,7 0
2008 P2 Canal Colector Sur Enero 0,6 11
2008 p2 Canal Colector Sur Abril 16 25
2008 P3 PTAP Enero 0,7 0
2008 P3 PTAP Abril 0,7 0
2008 P4 Juanchito Enero 0,8 0,7
2008 P4 Juanchito Abril 0,8 2,2
2008 P5 Delta rio Cali Enero 1,2 0,6
2008 P5 Delta rio Cali Abril 0,9 0,5
2009 P1 Hormiguero Abril 0,7 0,8
2009 P1 Hormiguero Junio 0,6 0
2009 P2 Canal Colector Sur Abril 32 2.8
2009 P2 Canal Colector Sur Junio 3,7 71
2009 P3 PTAP Abril 0,7 0
2009 P3 PTAP Junio 1,2 0
2009 P4 Juanchito Abril 0,8 0,8
2009 P4 Juanchito Junio 0,8 0,6
2009 P5 Delta rio Cali Abril 0,7 0,9
2009 P5 Delta rio Cali Junio 13 2,6
2013 P1 Hormiguero Mayo 3,59 1,79
2013 P1 Hormiguero Agosto 0,99 1,71
2013 P1 Hormiguero Septiembre 1,31 1,12
2013 P2 Canal Colector Sur Mayo 291 1,63
2013 P2  Canal Colector Sur  Agosto 1,13 1,23
2013 P2 Canal Colector Sur Septiembre 1,24 1,21
2013 P3 PTAP Mayo 183 1,83
2013 P3 PTAP Agosto 0,92 1,37
2013 P3 PTAP Septiembre 1,24 1,39
2013 P4 Juanchito Mayo 1,74 1,56
2013 P4 Juanchito Agosto 1,36 1,44
2013 P4 Juanchito Septiembre 1,45 1,07
2013 P5 Delta rio Cali Mayo 3,59 157
2013 P5 Delta rio Cali Agosto 1,13 1,23
2013 P5 Delta rio Cali Septiembre 1,45 1,07
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Tabla 12. indice de mutagenicidad con la cepa TA100 con y S9 segun el afio y

punto de muestreo.

Ao Punto Sitio Mes TA100-IMsin S9 TA100 IM con S9
2008 P1 Hormiguero Enero 11 0
2008 P1 Hormiguero Abril 08 0
2008 P2 Canal Colector Sur Enero 1,7 1
2008 p2 Canal Colector Sur Abril 2 14
2008 P3 PTAP Enero 13 0
2008 P3 PTAP Abril 13 0
2008 P4 Juanchito Enero 11 1,3
2008 P4 Juanchito Abril 1,2 15
2008 P5 Delta rio Cali Enero 0,6 1
2008 P5 Delta rio Cali Abril 0,6 05
2009 P1 Hormiguero Abril 11 1,3
2009 P1 Hormiguero Junio 08 0
2009 p2 Canal Colector Sur Abril 1,3 1,8
2009 P2  Canal Colector Sur Junio 0 12
2009 P3 PTAP Abril 1,2 0
2009 P3 PTAP Junio 17 0
2009 P4 Juanchito Abril 0,9 1,3
2009 P4 Juanchito Junio 11 0,7
2009 P5 Delta rio Cali Abril 0,8 1,2
2009 P5 Delta rio Cali Junio 0,6 1
2013 P1 Hormiguero Mayo 1,02 1,45
2013 P1 Hormiguero Agosto 0,85 1,16
2013 P1 Hormiguero Septiembre 1,24 1,33
2013 P2 Canal Colector Sur Mayo 1,04 1,09
2013 P2  Canal Colector Sur  Agosto 1,29 0,67
2013 P2  Canal Colector Sur Septiembre 1,36 1,26
2013 P3 PTAP Mayo 142 0,95
2013 P3 PTAP Agosto 0,76 113
2013 P3 PTAP Septiembre 1,33 1,29
2013 P4 Juanchito Mayo 1,39 11
2013 P4 Juanchito Agosto 0,67 1,38
2013 P4 Juanchito Septiembre 1,67 1,34
2013 P5 Delta rio Cali Mayo 1,06 1,31
2013 P5 Delta rio Cali Agosto 1,33 0,79
2013 P5 Delta rio Cali Septiembre 1,67 1,34
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5.5.1 Analisis del comportamiento del indice de mutagenicidad (IM) con respecto al
afo de muestreo.

Las Figuras 11, 12, 13 representan los indices de mutagenicidad con las cepas
TA98 y TA 100 con y sin activacién enzimatica de las muestras de agua superficial
del rio Cauca con respecto a cada punto de muestreo para las anualidades de 2008,
2009 y 2013 con sus fechas respectivamente.

En los muestreos del afio 2008 se encontraron dos puntos que presentaron
actividad mutagénica (IM>2) que fueron el canal colector del sur con IM=2.5y el
puente de Juanchito con IM=2.2 ambos con la cepa TA98 con activador enzimatico
S9 durante el mes de abril. La cepa TA100 sin activador enzimatico mostré leve
mutagenicidad en los puntos P1, P2, P3 y P4, tanto en los meses de enero y abril
y con activador enzimatico en el P4 en el mes de abril, al ser evaluada la cepa TA98
sin activador mostr6 una actividad mutagénica leve (Figura 11).

En los muestreos del afio 2009 de época donde presento una alta precipitacion
pluvial, se encontré que el punto que presenta una actividad mutagénica (IM>2) fue
el canal colector del sur con IM=7.1 y el delta del rio Cali con un de IM=2.8, ambos
con la cepa TA98 con activador enzimatico S9 durante los meses de junio y abril.
La cepa TA100 sin activador enzimatico mostré leve mutagenicidad en los puntos
P1, P2, P3y P4, tanto en los meses de enero y abril y con activador enzimatico en
el P4 en el mes de abril, al ser evaluada la cepa TA98 sin activador mostré una
actividad mutagénica leve (Figura 12). También se evidencio actividad mutagénica
en la desembocadura del rio Cali (P5) en el mes de junio (IM=2.6) con la cepa TA98
con activador enzimatico.

De igual manera se observa que para este afio 2009 las concentraciones de los
metales pesados bajaron considerablemente, siendo el mes de abril el de mas alta
concentracion (Figura 15). Durante este afio 2009 el test de Ames mostro
mutagenicidad en el punto del Canal Colector Sur (P2) en los meses de abril y junio
(figura 12).

De esta forma con la cepa TA98 sin activador enzimatico se evidencio un indice de
mutagenicidad de 3.2 y 3.7 para los meses de abril y junio respectivamente mientras
gue la cepa TA98 con activador enzimatico mostré un indice de mutagenicidad de
2.8y 7.1 para los meses de abril y junio respectivamente.

Para el resto de los muestreos correspondientes al afio 2009, en términos
generales, se observa un indice de mutagenicidad muy bajo que se puede
considerar como no mutagénico. En este afio durante el mes de junio se presenta
un valor en el indice de mutagenicidad bastante atipico ya que es el mas elevado
(IM=7.1) para todas las lecturas realizadas en esta investigacion y al ser comparado
con la concentraciéon total de metales pesados en este mismo mes no se puede
observar una correlacién entre estas dos variables ya que la concentracion fue muy
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baja (5.0 ppb) comparado son su indice alto de mutagenicidad. Esto puede ser
debido a la presencia de otros tipos de sustancias posiblemente de caracter
organico producto de los lixiviados del botadero de basuras de Navarro y/o de los
residuos que llegan a este punto, el Canal Colector del Sur proveniente de toda la
poblacion de esta ciudad.

Para el afio 2013, se observa que las concentraciones de metales pesados fueron
mucho mas elevadas que en afios anteriores, teniendo los meses de mayo como
los de més alta concentracion (Figura 16). Este afio se presentaron tres puntos con
mutagenicidad positiva que fueron Puente El Hormiguero (IM=3.5), Canal Colector
del Sur (IM=2.9) y la desembocadura del rio Cali (IM=3.5), todos con la cepa TA98
sin activador enzimético e igualmente en el mes de mayo, también se puede
observar que aunque en los otros meses y en el resto de los puntos de muestreos
no hay actividad mutagénica positiva (IM>2.0) si se evidencia una actividad
mutagénica leve. (IM entre 1y 2) a diferencia de los afios anteriores que la tendencia
era a no presentar mutagenicidad.

Al observar con detenimiento los resultados de la cepa TA98 con y sin activador
enzimatico éstas presentan actividad mutagénica que a diferencia de la cepa TA100
no mostré mutagenicidad (ver Tabla 12). Estos resultados que evidencian las mas
altas concentraciones totales de metales pesados en este estudio desencadenaron
mutaciones de cambio de lectura, un hecho que concuerda con la mayoria de los
estudios de aguas superficiales alrededor del mundo, en los cuales hay una
predominancia de mutagenos de cambio de lectura (detectados por la TA98), en
lugar de mutagenos de sustitucion de pares de bases detectados por la TA100.
(Mortelmans & Zeiger, 2000).

Las figuras 14, 15y 16 representan las concentraciones totales (ppb) de los metales
pesados: Cd, Cr, Pb y Hg con respecto al punto de muestreo para las anualidades
de 2008, 2009 y 2013 con sus fechas respectivamente donde la concentracion total
de los metales pesados en los diferentes sitios son muy similares; sin embargo; el
punto denominado Junachito (P4) es donde se encuentra la menor concentracion
total de metales (el valor de la mediana esta por debajo de los demas sitios de
muestreo). Y la figura 17 representa a la concentracion total de metales en los
diferentes puntos de muestreo durante los afios estudiados encontrandose que
Juanchito (P4) presenta la menos concentracion de metales totales (El valor de la
media esta por debajo de los demas sitios de muestreo)
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Figura 11. Mutagenicidad afio 2008 vs Sitio de muestreo
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Figura 12. Mutagenicidad afio 2009 vs Sitio de muestreo
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Figura 13. Mutagenicidad afio 2009 vs Punto de muestreo
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Figura 14. Concentracion de metales totales del afio 2008 vs Punto de muestreo
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Figura 15. Concentracion de metales totales del afio 2009 vs Punto de muestreo
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Figura 14. Concentracion de Metales totales del afio 2013 vs Punto de muestreo

Conc Total Metales 2013

250 7

200 -+

150 -

100 -

Conc (ppb)

50 -

0

N 60 eR B 8P R B D R B 0 R B P R
NS I RN\ S AR S - AP - DN S
QY X ¥ Qv ¥ v il SRR L Nl Q™ & N &

Punto Muestreo - Mes

60



Figura 17. Grafica de caja de la concentracion total de metales y su comportamiento
en los puntos de muestreo.
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5.5.2 Comportamiento de la mutagenicidad por punto de muestreo. La Figura 18
corresponde a la mutagenicidad en los puntos de muestreo, en donde se puede
observar que el Canal Colector Sur fue el Unico punto que presenté actividad
mutagénica durante los tres afios que durd esta investigacion; ésto se podria deber
principalmente a que en sus cercanias se encuentra ubicado el relleno sanitario de
Navarro, y hasta la fecha sigue vertiendo sus lixiviados a las aguas del rio Cauca.
Estos desechos contienen mezclas complejas de materia organica y productos
guimicos inorganicos como metales pesados (Watanabe, 2001), que pueden
contaminar considerablemente las aguas subterraneas y superficiales (Dewhurst, y
otros, 2002).

Ademas del Canal Colector Sur se presentd mutagenicidad en el puente de El
Hormiguero, el puente de Juanchito y la desembocadura del rio Calib ya que es una
zona industrializada donde muchas de estas empreas descargan sus residuos
directamente al rio Cauca, sin ningun tipo de tratamiento previo, contribuyendo de
esta manera a la cantidad de metales pesados y demas contaminantes.
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La desembocadura del rio Cali presenta en los meses junio del 2009 y mayo del
2013 indices de mutagenicidad de 2.6 y 3.59 respectivamente. Este rio atraviesa
de occidente a oriente toda la ciudad de Cali trayendo consigo gran cantidad de
desechos arrojados por parte de la poblacion y en algunos casos basuras
industriales del centro de la ciudad.

El puente de El Hormiguero en el mes de mayo del 2013 con un indice de
mutagenicidad de 2.91. Este es caso que se podria decir que es atipico ya que es
el primer estudio en el que este punto arroja resultados positivos, de alguna manera
sugiere una acentuacion de la contaminacion hidrica en uno de los puntos mas
externos al recorrido de descargas residuales urbanas en los ultimos afios.

Figura 18. indice de mutagenicidad en los diferentes sitios de muestreo

IM Puente El Hormiguero IM Canal Colector CVC

Punto de muestreo y mes Punto de muestreo y mes
mTA98 mTA98 conS9 TA100 mTA100 conS9 WTAS8 mTAS98con S9 TA100 ™ TA100 con S9
a) IMen el Puente El Hormiguero b) IMen el Canal Colector del Sur
IM PTAP IM Puente de Juanchito

Punto de muestreo y mes Punto de muestreo y mes
W TAS8 mTA98conS9 TA100 mTA100 con S9 W TA98 mTAS98 con S9 TA100 M TA100 con SS9
c) IMen el PTAP d) IMen el Puente de Juanchito
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IM Delta Rio Cali

Punto de muestreo y mes

W TA98 MTAS8 con 59 TA100 ®TA100 con S9

e) IM en el Delta del rio Cali

5.5.3 Comportamiento de la mutagenicidad con respecto al mes de muestreo.

La figura 18 registra, los comportamientos del indice de mutagenicidad con respecto
al mes en que se hicieron los muestreos: enero, abril, mayo, junio, agosto y
septiembre respectivamente. Observandose que en los meses de abril y mayo se
presentaron la mayor cantidad de puntos que registraron mutagenicidad a la vez su
mutagenicidad leve a moderada, una posible explicacion a este evento es que en
estos meses presentaron las mas altas concentraciones totales de metales
pesados como lo indica la tabla 11, y las figuras 14, 15y 16 que podria encontrarse
en el nivel de agua del rio, debido a las continuas y abundantes precipitaciones que
aumentaron considerablemente el nivel de agua del rio.

5.6 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Analisis espacio-temporal del IM se realizaron teniendo en cuenta los siguientes
factores: Epoca de muestreos por afio, sitio de muestreo, las cepas (TA98-TA100)
y el tratamiento de activacién metabdlica (con y sin activador metabdlico).

La comparacién de las medidas de los diferentes tratamientos y de la significancia
estadistica (de segundo y de tercer orden), fueron realizadas con un analisis de
varianza multifactorial del IM con el programa estadistico Minitab 16 y con el
coeficiente de correlacion de Pearson.

En la Figura 19 (grafico de dispersion del IM con las concentraciones totales de los
metales), se registran los diagramas de dispersion de los indices de mutagenicidad
y la concentracion total de los metales pesados, en las cepas utilizadas en esta
investigacion: cepa TA98 sin S9, TA98 con S9, TA100 sin S9y TA100 con S9 en el
gue se demuestra que existe alguna asociacién entre el Indice de Mutagenicidad
producido por la cepa TA 98 sin extracto enzimatico S9. Y al realizar los diferentes
modelos estadisticos de regresién, modelo lineal (figura 19), modelo cuadratico
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(figura 20), y modelo cubico (figura 21) , siendo este ultimo modelo el que mas se
ajusta a las relaciones entre el IM y la concentracion total de los metales.

El tratamento estadistico de los datos con las graficas de cajas con el IM con las
cepas TA98 con y sin activacion metabolica de S9, y las cepas TA100 con y sin
activacion metabolica de S9 (figuras 22,23,24 y 25) muestran que para todos los

indices de mutagencidad los valores se encuentran presentes en el canal colector
Sur.

Quedaria por realizar unos modelos estadisticos que incluyan otras variables
fisicoquimicas que estan presentes en las aguas de un rio (DBO, DQO, pH,
temperatura, entre otras), al igual que de un mayor nimero de datos para proyectar

un modelo con mayor poder de prediccion del indice de mutagenicidad.
Figura 15. Relacion IM y el mes de muestreo

IM mes de enero 2008

IM mes de abril 2008 y 2009

P5-08

Punto de muestreo - afio Punto de muestreo - afio

HTAS8 M®TAS8 conS9 TA100 ®TA100 con S9 W TAS8 mTA98 con S9 TA100 mTA100 conS9

a) IMparael mesde enero (2008) b) IM para el mes de abril (2008 y 2009)

IM mes de mayo 2013

IM mes de Junio 2009

P4-13

P5-13 P5-09

Punto de muestreo - afio Punto de muestreo - mes

mTA98 mTA98 con S9 TA100 mTA100 con S9 W TAS8 mTAS8 conS9 TA100 mTA100 con S9

c) IM para el mes de mayo( 2008) d) IM para el mes de junio( 2009)
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IM mes de agosto 2013

P3-13 P4-13

P5-13

Punto de muestreo - mes

ETA98 ®TAS8conS9 M™TA100 ®TA100 conS9

e) IM para el mes de agosto (2013)
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IM mes de septiembre 2013

P3-13

P4-13

P5-13
Punto de muestreo - mes

WTAS8 mTA98conSS mWTA100 MTA100 conS9

f)  IM parael mes de septiembre (2013)



Figura 16. Grafico de dispersion del IM con las concentraciones totales de los

metales.
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Tabla 13. Correlacién de IM con Concentracion Totales de Metales (ppb)

indice de Mutagenicidad Coeficiente de Correlacion (r)
TA98-IM-SIN S-9 0,471
TA98IM-CON S-9 -0,004
TA100-IM sin S9 0,247
TA100 IM con S9 0,319

r=Coeficiente de correlacion lineal de Pearson

La anterior tabla indica que existen relaciones lineales débiles entre la
concentracion total de metales y los indices de mutagenicidad. Es decir, que a
medida la concentracion de metales aumenta los indices de mutagenicidad
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aumentan débilmente, con la excepcion del IM TA98 + S9 donde no se encontro
relacién alguna con la concentracion de metales.

Figura 20. Regresion cuadratica entre el IM de la cepa TA98 y concentracion
Total de metales pesados

TA98-MI-SIN S-9

I

L y = 9E-05x* - 0,0105x + 1,2859
R*=0,4163

3,5 2 @

w

®
2,5

0,5

0 50 100 150 200 250

Figura 21. Regresion cubica entre el IM de la cepa TA98 y concentracion
Total de metales pesados.

TA98-MI-SIN S-9

y =-3E-07x*+ 0,0002x* - 0,017x + 1,3575
35 ® R*=0,419% ® L J

0 50 100 150 200 250
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Figura 22. Grafica de cajas IM (TA98 sin S9) por punto de muestreo
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Figura 23. Grafica de cajas IM (TA98 con S9) por punto de muestreo
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Figura 24. Grafica de cajas IM (TA100 con y sin S9) por punto de muestreo
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Figura 25. Grafica de cajas IM (TA100 con S9) por punto de muestreo
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7. CONCLUSIONES

Del analisis y discusion de los resultados de los ensayos llevados a cabo en este
trabajo se extraen las siguientes conclusiones:

1-La conclusion de mayor relevancia en esta investigacion, es que en las aguas del
rio Cauca entre el segmento comprendido del Puente de El Hormiguero a la
desembocadura del rio Cali, hay un gradiente entre las concentraciones de metales
pesados que pueden estar influyendo sobre los indices de mutagenicidad obtenidos
con el test de Ames en las temporadas de alta precipitacion pluvial.

2-Las mayores concentraciones encontradas de metales pesados, fueron
respectivamente Pb>Cr>Cd>Hg, presentes en la especiacion de: Solidos
suspendidos>sustancias humicas> iones metalicos libres, encontrando una relacion
directa con las épocas de precipitacion de pluviosidad.

3-La actividad mutagénica, mostrada al ser evaluada el agua del rio Cauca con la
cepa TA98 con activador enzimatico S9 indica mutaciones en cambio de lectura,
hecho que concuerda con la mayoria de los estudios en aguas superficiales. Estas
cepas son las mas sensibles para detectar genotoxicidad en este segemento del rio
evaluado. Para el caso de la cepa TA100 también con activador enzimatico S9
detectan mutagenos inductores de sustituciones de pares de bases, pero no es lo
suficientemente sensible para el seguimiento de genotoxicidad de las aguas del
Cauca ya que con ella tan solo se detecté IM considerados como leves.

4-El sitio de muestreo que presento el mayor indice de mutagenicidad fue el Canal
Colector Sur con las dos cepas, lo cual evidencia el fenbmeno de contaminacion
gue se presenta en esta zona, ya que en este punto convergen el que fue el relleno
sanitario de la ciudad de Cali y algunos municipios aledafios, ademas de que el
canal colector Sur es donde se descargan todo tipo residuos y desechos liquidos de
esta ciudad. Generando la hipotesis muy probable que los lixiviados del relleno
sanitario de Navarro y las aguas negras municipales sean genotoxicas.
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ANEXOS

ANEXO 1. Curvas de Calibracién, para los metales Cd, Cr, Pb, Hg

Curva Calibracion Cd Curva Calibracion Cr
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ANEXO 2. Especiacion de los metales
sustancias humicas e iones libres

Pb, Cd y Cr en sdlidos suspendidos,

Metal
Punto de Fecha Pb Cd Cr

muestreo ss | H | L ss | H | L ss | H | L
Ene-08 | 0.030 0.060 0.070 [ 0.436 0.003 0.010 ND 0.089 0.087

o Abr-08 | 7.03 17.1 7.92 ND ND 0.0049 | 4.98 2.65 1.70
E °g’_’ Abr-09 | 0.325 0.057 0.526 [ 0.003 0.029 0.061 | 2.89 0.749 1.114
§ = Jun-09 | 0.449 0.068 0.687 | 0.008 0.032 0.072 | 3.736 0.845 1.237
T S May-13| 44.01 14.06 14.64 | 48.02 1.14 10.78 | 56.54  6.88 1.87
T Ago-13| 10.91 16.92 0.1 11.39 4.31 1.34 8.31 3.34 7.58
Sep-13 | 28.73 11.37 26.75 | 1431 2.53 1.14 | 35.92 234 3.56

Ene-08 | 0.020 0.003 0.020 | 0.021 0.001 0.002 | 0.002 0.090 0.119

§ Abr-08 | 4.29 1.68 31.8 | 0.0075 0.0032 0.0066 [ 6.03 0.793 5.61
% _ Abr-09 | 0.221 0.401 0.151 [{0.0031 0.051 0.019 | 0.487 0.625 2.001
O3 Jun-09 | 0.272 0.508 0.174 |0.0048 0.064 0.024 | 0.522 0.747 2.759
‘_é May-13| 13.84 9.9 ND 72.13 11.41 1.12 58.71 0.32 4,12
8 Ago-13| 32.12 7.98 8.51 1191 354 5.52 19.9 1.76 2.92
Sep-13 | 14.33 37.26 37.26 | 14.31 571 1.14 18.7 3.61 3.64

Ene-08 | ND 0.007 0.005 | 0.022 0.004 0.002 | 0.068 0.011 0.092

Abr-08 | 1.73 40.7 525 [0.0053 0.0008 0.0013( 3.13 0.852 1.93

o Abr-09 | 0.137 0.116 0.123 [{0.0101 0.002 0.0501| 1.29 0.871 1.262
|<_E Jun-09 | 0.182 0.130 0.285 [0.0112 0.003 0.0656  1.420 0.948 1.898
o May-13| 28.52 6.38 4.9 81.13 3.02 84.47 | 41.34 1.15 0.78
Ago-13| 1.12 13.01 ND 1925 154 4.83 20.6 1.41 2.46

Sep-13 | 35.44 21.7 21.7 12.34 6.44 2.12 26.21 1.65 4.46

Ene-08 | 0.020 0.008 0.005 | 0.204 0.005 0.002 | 0.164 0.010 0.091

w © Abr-08 | 3.76 ND ND |0.0045 0.0026 0.0037 | 6.45 1.31 ND
T = Abr-09| 0.259 0.326 0.728 | 0.789 0.103 0.072 | 1.977 1.031 2.892
% § Jun-09 | 0.374 0.488 0.728 | 0.900 0.106 0.072 | 2.088 1.180 2.892
5 = May-13| 47.42 10.64 2.05 91.01 3.65 95.98 | 71.14  3.29 0.15
Ago-13| 16.31 1.9 4.7 17.29 2.39 3.24 24.85 8.34 1.17

Sep-13 | 41.96 1.0 1.0 13.26 0.43 1.21 33.5 0.87 6.34

Ene-08 | 0.010 0.005 0.020 | 0.013 0.003 0.007 | 0.146 0.121 0.039

= Abr-08 | 6.15 4.3 17.2 0.003 0.0016 0.0029 | 8.92 1.06 26.6
g Abr-09 | 0.198 0.057 0.032 [ 0.022 0.006 0.032 | 1.27 1.089 1.441
o Jun-09 | 0.198 0.057 0.032 | 0.022 0.006 0.032 [ 1.270 1.089 1.441
%—f May-13| 28.78 15.48 ND 71.29 1.58 75.18 | 41.32 2.18 8.31
Qo Ago-13 | 12.54 10.85 1.58 | 16.36 3.37 4.31 119 11.34 1.94
Sep-13 | 48.62 23.13 23.13 | 21.31 1.18 3.98 | 32.25 2.56 3.65

80




