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RESUMEN

El rio Cerrito (Valle del Cauca), ha sido el reservorio de aguas residuales de origen doméstico,
industrial y de curtiembres. Los efluentes de las curtiembres, son descargados al rio sin ningun
tratamiento; contienen sustancias quimicas y sales de cromo, las cuales, causan contaminacion a
las aguas superficiales y a los sedimentos del rio. Las propiedades quimicas del cromo, le
permiten acumularse en los sedimentos y transformarse e integrarse en la columna de agua. Este
metal es considero perjudicial para los organismos que habitan el ecosistema (flora-fauna) y
nocivo para los seres humanos, se clasifica como un agente tdxico, mutagénico y cancerigeno,
cuando se encuentra en forma de Cr (V1). Por tal razén, con el proposito de evaluar la posible
actividad mutagénica por emision de efluentes de las curtiembres, en aguas y sedimentos del rio
Cerrito, se realizaron tres muestreos, entre abril de 2014 a abril de 2015, en la zona antes de la
descarga (sitio 1), después de la descarga (sitio2) y aguas abajo-antes la desembocadura al rio
Cauca (sitio3). Posteriormente, las muestras fueron analizadas mediante la prueba de Ames, con
las cepas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium, con y sin activacién enzimatica (S9). El
andlisis estadistico de los datos se efectud con el programa estadistico R, con un nivel de
significancia del 5%. Mediante la caracterizacion fisicoquimica realizada en el Laboratorio
Ambiental de CVC, se efectuo el calculo de los indices de Calidad del agua (ICA), CETESB,
DINIUS e ICOMO.

Los resultados de los ICA mostraron que el agua del rio Cerrito se deteriora a su paso por el
municipio de El Cerrito encontrandose mayor contaminacién en el sitio 3, evidenciando que el
agua no debe ser destinada para consumo humano, para recreacion y ni siquiera para uso agricola.
Con respecto al indice de Mutagenicidad (IM) en las aguas superficiales del rio Cerrito,
presentaron principalmente, un nivel mutagénico leve (1.1-1.9), generando mutaciones puntuales
por cambio en el marco de lectura (cepa TA97), como también, sustitucion de pares de bases
(cepa TAL100). Sin embargo, en el sitio 1 se presentd un IM mayor (2.3), que demuestra
mutagenicidad (cepa TA97-S9), asimismo, el sitio 3 alcanz6 un nivel mutagénico con un IM de
2.0 y 2.3 (cepa TA100+S9). Los resultados de la investigacion demuestran, que la variable
respuesta IM, estd condicionada de forma significativa, por el efecto de las interacciones
cepa*activador enzimatico (p=0.004) y sitio de muestreo*activador enzimatico (p=0.04). En
cuanto a los sedimentos, se detect6 un nivel de mutagenicidad leve, Unicamente con la cepa TA97
con activacién metabolica, indicando mutaciones puntuales por cambio en el marco de lectura.
El sitio 1, presentd en tres oportunidades un nivel mutagénico alto, con un IM entre 2.0 y 2.4
(cepa TA97-S9). Para los sedimentos se demostrd, que la variable de respuesta IM, esta
condicionada de forma significativa, por el efecto de las interacciones cepa*activador enzimatico
(p=0.000), sitio de muestreo*activador (p=0.002) y sitio de muestreo*cepa (p=0.042). Los
sedimentos presentaron concentraciones promedio de cromo total de 346 mg/kg (sitio 1), 185.7
mg/kg (sitio 2) y 456 mg/kg (sitio 3). Esta investigacion revela que tanto las aguas como los
sedimentos del rio Cerrito presentaron actividad mutagénica desde un nivel leve a mutagénico.

Palabras Clave: Calidad del agua, mutagenicidad, Prueba de Ames, Cromo, mutacion,
Salmonella typhimurium, cepa TA97, cepa TA100



ABSTRACT

The Cerrito River (Valle del Cauca), has been the reservoir of domestic, industrial and tannery
origin wastewaters. The effluents of the tanneries are discharged to the river without any
treatment; they contain chemicals and chromium salts, which cause pollution to surface waters
and river sediments. The chemical properties of chromium allow it to accumulate in sediments
and transform and integrate into the water column. This metal is considered harmful to the
organisms that inhabit the ecosystem (flora-fauna) and harmful to humans, it is classified as a
toxic, mutagenic and carcinogenic agent, when it is in the form of Cr (VI). For this reason, in
order to evaluate the possible mutagenic activity by emission of effluents from the tanneries, in
waters and sediments of the Cerrito River, three samplings were carried out, from April 2014 to
April 2015, in the area before discharge (site 1), after the discharge (site2) and downstream-
before the mouth to the Cauca river (site3). Subsequently, the samples were analyzed by the
Ames test, with strains TA97 and TA100 of Salmonella typhimurium, with and without
enzymatic activation (S9). The statistical analysis of the data was carried out with the statistical
program R, with a level of significance of 5%. Through the physicochemical characterization
carried out in the CVC Environmental Laboratory, the water quality indexes (ICA), CETESB,
DINIUS and ICOMO were calculated.

The results of the ICA showed that the water of the Cerrito River deteriorates as it passes through
the municipality of EI Cerrito, with greater contamination found at Site 3, evidencing that the
water must not be used for human consumption, for recreation or even for use. agricultural. With
respect to the Mutagenic Index (M) in the surface waters of the Cerrito River, they presented,
mainly, a slight mutagenic level (1.1-1.9), generating mutations point due to change in the
reading framework (strain TA97), as well as substitution of base pairs (strain TA100). However,
in site 1 there was a higher MI (2.3), which shows mutagenicity (strain TA97-S9), also, site 3
reached a mutagenic level with an MI of 2.0 and 2.3 (strain TA100 + S9). The results of the
investigation show that the MI response variable is significantly conditioned by the effect of the
enzyme* enzyme activator strain (p = 0.004) and the enzyme activator * sampling site (p = 0.04).
As for the sediments, a slight level of mutagenicity was detected, only with the TA97 strain with
metabolic activation, indicating point mutations due to change in the reading framework. Site 1,
presented on three occasions a high mutagenic level, with an MI between 2.0 and 2.4 (strain
TA97-S9). For the sediments, it was shown that the MI response variable is significantly
conditioned by the effect of the enzyme*enzyme activator strain (p = 0.000), sampling
site*activator (p = 0.002) and sampling site*strain (p = 0.042). The sediments presented average
concentrations of total chromium of 346 mg / kg (site 1), 185.7 mg / kg (site 2) and 456 mg / kg
(site 3). This investigation reveals that both the waters and the sediments of the Cerrito River
presented mutagenic activity from a slight to a mutagenic level.

Keywords: Water quality, Mutagenicity, Ames test, chromium, Mutation, Salmonella
typhimurium, strain TA97, strain TA100



INTRODUCCION

El cromo es un metal pesado que tiene diversos usos, destacandose en la industria
metaldrgica, en los procesos de aleacion con hierro, niquel y cobalto, por su capacidad de
aumentar la dureza y la resistencia a la corrosion. Se emplea también en industrias de
pinturas, del cemento, en el curtido del cuero entre otros usos (1)(2)(3). A su vez el uso
industrial del cromo genera la produccion de efluentes contaminados que terminan
deteriorando los suelos y las aguas. Dicha contaminacion se constituye en objeto de gran
preocupacion a nivel mundial, debido no solo, al incremento de sus producciones, sino
también a los residuos tdxicos y contaminantes que genera, aunado a las caracteristicas
propias del metal que se caracteriza por ser no biodegradable.

Diferentes estudios han comprobado que este metal, se vincula a las cadenas alimenticias,
debido a que se acumula en los sedimentos, ecosistemas acudticos, peces, bivalvos,
fitoplancton y especies vegetales como la elodea, que a su vez sirven de alimento a diferentes
organismos superiores, lo cual resulta preocupante dado que al encontrarse en toda la cadena
tréfica, puede bioacumularse y biomagnificarse en organismos vivos alcanzando
concentraciones mas altas que las presentes en el ambiente (4).

El cromo es un metal clasificado como uno de los principales agentes contaminantes en los
diversos efluentes del agua. Este metal se considera perjudicial para el medio ambiente y
nocivo para los agentes bioldgicos al ser identificado como agente tdxico, mutagénico y
cancerigeno (5). Tiene la propiedad de unirse al ADN, reemplazando un conjunto de pares
de bases, originando mutaciones, por la modificacién en la secuencia de nucleétidos.

Por otra parte, los diversos compuestos con cromo representan una gran amenaza para el
ambiente y el hombre debido a sus efectos nocivos. Las intoxicaciones se manifiestan en
lesiones renales, gastrointestinales, hepaticas, de la glandula tiroides y de la médula 6sea (6).
Un cuerpo de agua contaminado disminuye el valor de su uso como bebida o para fines
agricolas e industriales, afecta la vida acuatica, mueren los peces por disminucion del oxigeno
disuelto y el agua se convierte en no apta para el consumo (7)(8). Asimismo, las condiciones
fisicoquimicas del medio, favorecen la transformacion del cromo en su forma soluble como
cromo hexavalente, clasificado y confirmado con un carcinégeno humano por entidades
como la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y la Agencia de Investigacion del Cancer
(IARC) (5). La liberacién sin control de los efluentes de las curtiembres a los cuerpos
naturales de agua incrementa los riesgos para la salud de los seres humanos y la
contaminacion ambiental.

A pesar de la reconocida toxicidad y problematica ecoldgica que ocasiona el cromo, este es
utilizado por la industria del cuero para transformar la piel de animales como vacunos, ovinos



y caprinos, en cuero, material duradero, suave elastico y flexible que tiene un alto
reconocimiento en el mercado. El proceso de curtido permite la estabilizacion de la materia
orgénica, mediante una serie de etapas que requieren productos quimicos y grandes
volimenes de agua, que suelen ser vertidos a los cuerpos de agua, produciendo consecuencias
ambientales y de salud indeseables (9).

En Colombia, el sector de las curtiembres estd compuesto en un 96% por microempresas y
famiempresas que poseen una baja infraestructura con maquinaria y tecnologia obsoleta (10),
lo que refleja la baja capacidad de inversiéon, caracteristicas que dificultan la implementacion
y sostenibilidad de sistemas y programas de prevencién y control de la contaminacion de los
efluentes producidos en el proceso productivo (9) (11).

En el Valle del Cauca, el sector de las curtiembres se localiza en los municipios de Cartago
y El Cerrito. En el caso especifico de las curtiembres de El cerrito, lugar donde se realizé
esta investigacion, las primeras curtiembres se ubicaron en el corregimiento de Sabaletas a
mediados de 1968, sector que fue creciendo, encontrdndose en la actualidad 21
establecimientos, de los cuales ocho funcionan esporadicamente, conservandose activos los
13 restantes. Solamente una de las curtiembres activas, correspondiente a una mediana
empresa, posee planta de tratamiento de aguas residuales, mientras que las demas curtiembres
son microempresas con sistemas de tratamiento incompletos o incipientes, que permanecen
sin operar. Esta situacion indica que el 92.3% de las curtiembres activas del municipio de El
cerrito vierten sus efluentes al alcantarillado o a las fuentes de agua sin tratamiento previo
(12).

Adicionalmente, las curtiembres cerritefias se encuentra ubicadas dentro de la zona urbana,
ocasionando una problematica ambiental compleja debido a la alta contaminacion generada
durante afios por estas empresas. EI mayor impacto ambiental se viene dando en el recurso
hidrico, por su consumo descontrolado y por las descargas de efluentes industriales sélidos
y liquidos que finalizan en el rio Cerrito (13). El proceso productivo de las curtiembres en El
Cerrito, hace uso de tecnologias obsoletas y ambientalmente poco amigables, lo que conlleva
a un grave dafio ambiental por los diferentes desechos que resultan y de los cuales, en su
mayoria, son efluentes que se vierten sin tratamiento directamente en el rio Cerrito (10) (14).
Por exigencia de las autoridades ambientales y municipales, las curtiembres estan conectadas
al colector de la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) del municipio, a través del
sistema de alcantarillado, siendo el emisor final el rio Sabaletas. Sin embargo, se presentan
descargas de efluentes al rio Cerrito, por curtiembres ilegales mediante el sistema de bombeo.

En el proceso de curtido, el cromo es uno de los principales residuos descargados con los
bafios de curticion y recurtido en forma soluble, originando problemas de contaminacion.
Ademas, cuando se mezcla con aguas residuales de otras etapas del proceso, especialmente



si existen proteinas en el efluente, se da lugar a una reaccion rapida que forma precipitados
cromo-proteina. Estos aumentan la generacion de lodos, los hidroxidos de cromo se
precipitan y persisten en el ambiente e interrumpen las cadenas alimenticias de la biota
acuatica y posiblemente inhiben la fotosintesis y otros procesos. Sin embargo, si las descargas
de cromo son excesivas, el metal, puede permanecer en solucién (15) (10).

En estos efluentes, el cromo puede encontrarse como cromo hexavalente (Cr*®), en forma de
ion cromato (CrO42), como ion dicromato (Cr.072), o como cromo trivalente (Cr3*) (3). El
Cr*3 se encuentra en la forma de hidroxido de cromo Cr(OH)s, que es insoluble, mientras, el
Cr*5 es soluble predominando la forma de ion cromato y donde a pH acidos, solo existe el
ion dicromato (16). Por otra parte, las concentraciones promedio de cromo total en aguas
superficiales no contaminadas generalmente estan por debajo 1ug/ L (17), esta concentracion
depende directamente de varios factores: geologia regional, procesos de meteorizacion
mineral, tasas de carga de sedimentos y patrones de precipitacion. Sin embargo, cuando se
vierten a los rios efluentes industriales que contienen este metal, la concentracién de cromo
se incrementa, y puede alcanzar, concentraciones superiores a 25 mg/L (18).

A pesar de estos hechos, actualmente no existen reportes del efecto que pueda estar causando
el cromo en las aguas del rio Cerrito, como agente toxico y mutageénico, integrado en los
efluentes de las curtiembres. En este orden de ideas, es valido preguntarse si los efluentes
de las curtiembres vertidos sobre el rio Cerrito, estdn causando un efecto mutagénico en las
aguas y en los sedimentos, teniendo en cuenta los diversos usos a que sus aguas son
destinadas: agua para riego, para recreacion y para abastecimiento publico. En consecuencia,
para responder la pregunta anterior, en esta investigacion se pretende evaluar la posible
actividad mutagénica por la emision de efluentes de las curtiembres, en aguas y sedimentos
en el rio Cerrito. Por consiguiente, para el desarrollo de la investigacion, se plantea la
siguiente hipdtesis de trabajo: los vertimientos de las curtiembres, pueden causar actividad
mutagénica en el agua y los sedimentos del rio Cerrito.

En concordancia con el propdésito de la investigacion, este documento esta estructurado en
los siguientes capitulos:

Capitulo 1. Marco teoérico-conceptual. En este capitulo se revisan los aspectos conceptuales
relacionados con la tematica de la investigacion. Se describen las caracteristicas del cromo
como un metal pesado, sus efectos en la salud y en el ecosistema acuatico. Se enmarca la
contaminacion de los ecosistemas acuaticos, por los vertimientos industriales,
especificamente por la emision de cromo a través de la industria de curtiembres. Se aborda
la problemética que atraviesa el rio Cerrito, por las descargas de aguas residuales
provenientes de las curtiembres, las cuales, estan ubicadas en la zona urbana del municipio
de El Cerrito, localizado en la cuenca del rio Cerrito. Finalmente, se presenta la prueba de



Ames, como una herramienta aplicada para la evaluacion de la actividad mutagénica, en el
medioambiente.

Capitulo 2. Determinacion de la actividad mutagénica en el agua del rio Cerrito, a través de
la prueba de Ames, con las cepas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium. Este capitulo
tiene como objetivo, determinar la actividad mutagénica con y sin activador enzimatico, en
el agua del rio Cerrito, a través de la prueba de Ames con las cepas TA97 y TA100 de
Salmonella typhimurium. Se presenta el método de la investigacion; con la descripcion del
area de estudio y el procedimiento de muestreo. Se describen los parametros fisicoquimicos
y microbioldgicos, que fueron la base para la caracterizacion de la calidad del agua del rio
Cerrito y a su vez, para determinar los indices de Calidad del Agua (ICA): para consumo
humano “ICA CETESB”, para riego agricola “ICA DINIUS” y para evaluar el indice de
Contaminacion por Materia Organica “ICA ICOMO”. Posteriormente, se describe el
procedimiento para determinar la actividad mutagénica, con el consecuente montaje de la
prueba de Ames, el disefio experimental y el analisis estadistico. A continuacién, se presentan
los resultados de la caracterizacion fisicoquimica y la evaluacion de los indices de calidad
del agua del rio Cerrito. De igual manera, se muestran los resultados de la actividad
mutagénica, determinada con las cepas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium, con
activador y sin activador enzimético. Finalmente, se realiza la discusion de los resultados, lo
que involucra: la caracterizacién fisicoquimica y microbioldgica, los indices de calidad del
agua en el eje longitudinal del rio, y la variabilidad del resultado en la escala espacial y
temporal. Con esta misma perspectiva, se argumentan los resultados de la actividad
mutageénica, teniendo en cuenta, los efectos de las variables que interaccionan entre si; sitio
de muestreo*cepa*activador enzimatico, cuyas interacciones influyen, en la respuesta
mutagénica determinada en el agua superficial del rio Cerrito.

Capitulo 4. Determinacion de la actividad mutagénica en el agua del rio Cerrito, a través de
la prueba de Ames, con las cepas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium. Como su
nombre lo indica, el objetivo de esta investigacion fue determinar la actividad mutagénica
con y sin activador enzimatico, en el sedimento del rio Cerrito, a través de la prueba de Ames
con las cepas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium. Inicialmente, se presenta el método
establecido para el procesamiento de la matriz de sedimento, el procedimiento para el analisis
del cromo y el disefio experimental y estadistico. La presentacion de resultados inicia con el
andlisis de la concentracion de cromo total, en cada una de las estaciones de monitoreo.
Posteriormente, se presentan los resultados de la actividad mutagénica con las cepas TA97 y
TA100 con activador y sin activador enzimatico. Asimismo, se muestra el analisis de
varianza del IM de la interaccién, entre los factores sitio de muestreo, cepa y activador
enzimatico. Finalmente, se presenta la discusion de los resultados, teniendo en cuenta cada
uno de los sitios de muestreo, se evidencia el aumento de la concentracion de cromo en la
escala espacial. De la misma manera, se muestra que la prueba de Ames, permitié determinar



con las cepas TA97 y TA100, con y sin activador enzimatico, un nivel de mutagenicidad
leve, en los sedimentos del rio Cerrito. Se presenta la interaccion entre los factores sitio de
muestreo*cepa*activador enzimatico, cuyas interacciones influyen, en la respuesta
mutagénica determinada en los sedimentos del rio Cerrito.

Capitulo 5. Consideraciones finales. En este capitulo se presentan las conclusiones y las
perspectivas, que surgen del desarrollo de esta investigacion.

Bibliografia y Anexos: El documento finaliza con la bibliografia y los anexos. En los anexos,
se presenta el modelo estadistico, el anova con covariable y la variacion de los supuestos de
normalidad para las matrices de agua y sedimento. Por ultimo, se muestra en una figura de
blogues, el efecto de la interaccién entre los factores en la matriz de sedimento.



1. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

1.1. Los Metales Pesados

Los metales pesados son elementos con gran peso atdmico, tienen una densidad superior a
5.0 g/lcm® o cuyo nimero atdmico es superior 20 (excluyendo los metales alcalinos-
alcalinotérreos). Existe un grupo de metales denominados oligoelementos o micronutrientes,
que son esenciales para el metabolismo de los organismos vivos, como es el caso del Zn, Cr,
Cu, Fe, Mo, Mn, B, Co, As, Ni y Se (19)(20). Los metales son componentes intrinsecos de
la naturaleza, pueden ser integrados al medio por actividades antropicas, principalmente la
industrial, lo que causa un desequilibrio natural; pues se origina una gran acumulacion de
estos quimicos, y en forma soluble, pueden integrarse a los acuiferos, y a la cadena trofica,
afectando finalmente la salud de los seres humanos, pues los metales pueden resultar toxicos
a elevadas concentraciones, al acercarse al limite entre su necesidad y la toxicidad (21) (22)
(23).

2.1.1 Elcromo

El cromo es un metal pesado, que se halla en rocas, plantas, suelos, humus y gases volcanicos.
Se encuentra en el ecosistema principalmente como cromita (FeCr204), una mezcla de éxido
de hierro (Il) y oxido de cromo (IIl) (CrO3) y como crocoita (PbCrO4) (24)(25). Se
caracteriza porque puede funcionar con distintas valencias y formar iones complejos (26). Al
reaccionar con éxidos e hidréxidos de manganeso (Mn), aluminio (Al) o hierro (Fe), puede
precipitarse e integrarse a las particulas de suelos, formando complejos con compuestos
organicos (27).

Este metal, puede tener distintos estados de oxidacion, presentandose de forma ionica con
valencia +2, +3 0 +6. En general, los estados de oxidacion, mas importantes del cromo son
el trivalente (+3) y el hexavalente (+6); el cromo (l11) es un oligoelemento esencial en los
seres humanos, pero la exposicidn cronica puede ser perjudicial y, por otro lado, el cromo
(V1), es perjudicial para el medio ambiente y para la salud de los seres humanos, por su
extrema toxicidad y designacion como carcinégeno humano (28)

Por otro parte, la diversidad de la forma i6nica del cromo, le permite beneficiarse de las
condiciones quimicas del medio, para movilizarse con facilidad de una fase solida a una fase
acuosa. La movilizacién, solubilidad y biodisponibilidad del cromo, depende en gran medida
de las caracteristicas fisicoquimicas de las diferentes matrices de los ecosistemas. Por
ejemplo en el suelo, la especiacion quimica del cromo varia dependiendo del potencial de
oxido-reduccién y del pH, lo que ocasiona la desorcion del cromo (111) a pHs bajos y la



adsorcion del cromo (V1) a las particulas del suelo con el incremento del pH. (29) (30). Estos
cambios en la especiacion del cromo se fundamentan en su ciclo biogeoquimico (Figura 1):
el cromo (111) es oxidado a cromo (V1) por reacciones quimicas [1]; mientras el cromo (V1)
es reducido quimica o bioldgicamente a precipitados de cromo (I11) [2] y a complejos 6rgano-
solubles de cromo (I11) [3], los microorganismos pueden transformar los compuestos
organos-solubles a precipitados de cromo (I11) [4] (31), e igualmente, algunos agentes
quelantes pueden unirse al cromo (111) para formar compuestos organicos.

(3)
Cr (111) orgénico

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del cromo*

1). Oxidacién quimica de Cr (I11) a Cr (VI). (2). Reduccion quimica o biologica de Cr (VI) a Cr (111). (3).
Precipitacion microbiana de compuestos de Cr (111). (4). Precipitacion de Cr (111).

* Tomado de: (Puz6n 2008)(32).

A nivel industrial el cromo tiene una amplia utilidad, es empleado en la industria de
galvanotecnia, en la industria de pinturas, en el proceso de curtido de pieles, en productos de
preservacion de madera, en la quimica analitica para pruebas de calidad ambiental, entre
otras. Uno de los usos mas importantes tiene lugar en la preparacion de aleaciones de acero;
este proceso favorece la resistencia a la corrosion, al desgaste del metal y le da una buena
apariencia (33). Los compuestos que contienen cromo son Utiles en los procesos de curtido
de pieles [Cr2 (SO4)3] y como pigmentos para ceramica y tela. Los principales pigmentos de
cromo incluyen el cromo amarillo, el cromo anaranjado y el 6xido cromico verde (34).

El uso diverso del cromo a nivel industrial, origina la emisidn de residuos a la atmésfera, al
suelo y al agua, siendo las actividades industriales las precursoras del incremento en las
concentraciones de cromo en el medio ambiente. Por ejemplo, el cromo trivalente se ve
aumentado principalmente por la industria del acero, las curtiembres y la electroquimica.
Igualmente, hay un porcentaje menor de industrias que manipulan el cromo hexavalente,
como son; textiles, pinturas y recubrimientos (35)(2). La alta concentracion de los metales
pesados, los sitian en un momento dado, en el umbral de toxicidad. Es por ello, que el cromo



sea por contacto directo, manipulacion, o de forma indirecta a través del aire, del agua o de
alimentos contaminados con esta sustancia, puede afectar la salud de los seres humanos,
desencadenando reacciones metabolicas, que pueden terminar desarrollando cuadro
genotoxicos, mutagénicos o cancerigenos.

2.1.2. Efectos del cromo en la salud

El cromo es un elemento identificado tanto como un micronutriente esencial y como un
agente carcinogénico (36)(37). En la nutricion humana, su funcién principal es ser un
componente integral del factor de tolerancia a la glucosa (Glucose Tolerance Factor-GTF) y
acttia como cofactor de la hormona insulina. (38) (6), como también, en el metabolismo de
los lipidos, de los carbohidratos (es decir, la tolerancia a la glucosa y la sintesis de glucogeno)
y en la mejora nutricional de la energia (39) (40). Por el contrario, una deficiencia de cromo,
puede desarrollar una alteracion en la tolerancia a la glucosa (mantenimiento deficiente del
nivel de azlcar en la sangre), hiperglucemia, y niveles elevados de colesterol y triglicéridos
en la sangre (41) (42). Sin embargo, se convierte en una sustancia tdxica, cuando aumenta su
concentracion en los individuos. Ademas, reacciones bioquimicas pueden oxidarlo a cromo
hexavalente, siendo el causante de alteraciones celulares; el estrés oxidativo, la reduccion de
Cr (V1) a Cr (I1), y la unién de Cr (I11) al ADN lo involucran en la genotoxicidad y la
mutagénesis del ADN (43), posibilitando cambios en las células somaticas, que originan
tumores, culminando en carcinogénesis (44)(6)(45).

Por tal razdn, el cromo es uno de elementos quimicos, que se encuentra reportado e
identificado (N° de ID de CAS: 7440-47-3) como una sustancia toxica por la Agencia para
Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR). Afecta la salud de los seres
humanos, causando el deterioro el sistema inmunoldgico, el sistema urinario (rifiones) y el
sistema respiratorio; desde la nariz a los pulmones. Ademas, entidades como la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA), la Agencia de Investigacion del Cancer (IARC) y en la Lista
de Prioridades Nacionales (NPL); han clasificado y confirmado al Cromo (V1) como un
carcindégeno humano (5).

Cabe mencionar, que en el afio 2000 la division toxicoldgica de la ATSDR, socializé un
Resumen de Salud Publica Cromo; con el objetivo de informar a la comunidad que el cromo
se clasificaba como una sustancia toxica, peligrosa y causante de efectos nocivos en la salud.
En el caso de la IARC, evidencio la formacion de células cancerosas en animales expuestos
a cromato de calcio, triéxido de cromo y dicromato de sodio, los cuales son compuestos de
cromo (VI1). Asimismo, comprobd el desarrollo de cancer en seres humanos expuestos a
cromo (V1) en las industrias de produccion de cromatos, de colorantes y de cromado de
metales. Por esta razon, los compuestos de cromo (V1) han sido asociados a cancer en el
pulmoén en trabajadores que estan en contacto con dichas sustancias; siendo también
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catalogados, como carcinogénicos en seres humanos por el Departamento de Salud y
Servicios Humanos (DHHS) (46).

Los seres vivos incorporan a su organismo sustancias muy pequefias de cromo por inhalacion,
la mayoria de las sustancias que contienen cromo, ingresan al organismo a través de los
alimentos y del agua que se consume; la absorcion en los intestinos depende de la forma
quimica en que se presenta el cromo. Se asimilan aproximadamente entre un 20 a 25% de los
complejos de cromo orgénico y entre un 0,5 a 1,0% del cromo inorgéanico (35). Asimismo,
el cromo se identifica como un agente causante de enfermedades profesionales asociadas a
la industria y a ciertas ocupaciones laborales, tales como: productores, procesadores y
usuarios de cromo, manipuladores de cuero, blanqueo e industrias de pieles (curtiembres),
trabajadores de adhesivos, de pinturas y soldadores de la industria de acero inoxidable. Por
ende, el contacto o la exposicion al cromo genera diferentes enfermedades o anomalias en la
salud, asi como neoplasma maligno en la cavidad nasal, en traguea, en bronquios o en
pulmones, ademas de asma extrinseca y dermatitis alérgica de contacto (47).

En las curtiembres el personal que participa en el proceso productivo del cuero y la poblacion
de sectores aledafos, se encuentran en riesgo permanente debido a la exposicion a cromo. Se
ha encontrado, una asociacion significativa entre la probabilidad de presentar alteraciones en
la salud atribuibles a cromo (34.3%) con el hecho de trabajar actualmente en una curtiembre.
Ademas, hay asociacion entre, presentar hallazgos clinicos de cromo (>10ug/L en orina) y
vivir en la zona donde se ubican las curtiembres (48). Se puede decir, que la poblacién en
general estd expuesta, debido a que la exposicion de cromo contamina el agua y el aire, que
estan en contacto con los habitantes del sector. Lo que causa, diferentes efectos negativos en
la salud, por ejemplo, afecciones oculares a nivel de la cornea; la queratitis lesiona el epitelio
y las capas superficiales de la cornea. Igualmente, el ojo adquiere un color pardo por el 6xido
de cromo, sobre la parte no protegida de los parpados (49). Afecciones como: ulceraciones
nasales y cutaneas, dermatitis por sensibilizacion crénica, rinitis y cancer broncopulmonar;
se han clasificado como enfermedades de riesgo laboral relacionadas con el cromo (Decreto
658/96) (50). En Colombia en el Decreto 1477 del 2014 (51), se establece el listado de
ocupaciones e industrias, que, por su actividad y uso del cromo y sus compuestos toxicos,
fomentan riesgo de enfermedades laborales a los trabajadores (Tabla 1).

Con el crecimiento de las actividades industriales las fuentes de contaminacion por cromo y
otros metales han aumentado considerablemente, los principales compuestos que tienen
interés por su prevalencia en el ambiente son los trivalentes (Cr203, Cr2 (SO4)3) y los
hexavalentes (CrO3, H2CrO4, Na2Cr207) (52) (26) (53). Los riesgos en la salud para las
personas que laboran con cromo, son inminentes, casi el 30% de los operarios que trabajan
con cromo desarrollan dermatitis, el cromo es irritante y destructivo para todas las células
del organismo; las muertes por envenenamiento agudo se presentan por nefritis hemorragica.
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La incidencia del cancer pulmonar, por contaminacion de cromo (V1) incrementa 15 veces
mas, las posibilidades de carcinomas pulmonares (35). Un nimero alto de trabajadores estan
potencialmente expuestos al cromo. La probabilidad de exposicion mas alta, ocurre en las
industrias metallrgicas y de curtido, en donde los trabajadores pueden estar expuestos a
cantidades altas de cromo en el aire (54).

Tabla 1. Enfermedades laborales por manipulacion y exposicion al cromo*

Agente etioldgico o factor de Ocupaciones/industrias Enfermedades
riesgo ocupacional

Fabricacion de &cido cromico Neoplasia maligna de bronquios y
de pulmén
Fabricacion de pigmentos Rinitis alérgicas
Barnizados de muebles Rinitis cronica
Fijadores de tintoreria y Ulceracién o necrosis del tabique
estampados de tela nasal
Cromo (acido crémico, Curtidos de cuero Asma
bicromatos, cromatos, alcalinos Impresién fotomecanica Dermatosis papulopostulosas y
y cromato de zinc) sus complicaciones infecciosas
Galvanoplastia Dermatitis alérgica de contacto
Fabricacion de vidrios y esmaltes Dermatitis de contacto por
de colores irritantes

Fabricacion de cemento y trabajos ~ Ulcera crénica de la piel
de construccion civil
Efectos toxicos agudos
Tumor maligno de la fosa nasal
* Tomado de: Ministerio de Trabajo. Decreto Numero 1477 de 2014 (51).

La Occupational Safety and Health Administration (OSHA) estable los limites de exposicion
permisibles (PEL), para proteger la salud de los trabajadores de la exposicion al cromo,
durante la jornada laboral. En la tabla Limites de contaminantes Z-1 para contaminantes del
aire, determina 0.005 mg/m?® para cromo (VI), 0.5 mg/m?® para cromo (111) y 1.0 mg/m? para
cromo (0), como promedios durante una jornada diaria de 8 horas (28). De igual manera, The
National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH), en la Guide to Chemical
Hazards, recomienda un limite de exposicion de 0.5 mg/m® para cromo metalico y
compuestos de cromo (I1) y cromo (111) en el aire como promedio durante una jornada de 8
horas diarias (55). NIOSH también recomienda un limite de exposicion de 0.001 mg/m? para
compuestos de cromo (V1) en el aire como promedio durante una jornada diaria de 10 horas
(54).

Existe gran evidencia de que una amplia variedad de agentes ambientales —incluyendo los
carcindgenos- interactdan directamente con el ADN, produciendo cambios hereditarios. Por
consiguiente, la reduccién intracelular del cromo (V1) a cromo (I11), genera consecuencias
inminentes, por su capacidad de interactuar con amino&cidos, proteinas, y directamente con
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el ADN; formando enlaces ADN-ADN, el dafio y/o ruptura de la cadena de ADN, formacion
de aductos cromo-ADN, entrecruzamiento ADN-proteinas y transcripcion y replicacion de
ADN disfuncional (56)(57) (58).

Por esta razén, los estudios de mutagenicidad son importantes para la evaluacion de los
riesgos de mutagénesis y carcinogénesis de los agentes fisicos y quimicos (59). Debido, a
que, el ADN destruido, seria responsable de los cambios funcionales observados en su
replicacion y transcripcion, aspecto crucial en el efecto carcinogénico de los compuestos de
Cr (V1) (52). Las alteraciones a nivel genético pueden desencadenar mutaciones celulares
que desarrollen carcinogénesis. Sin embargo, el nivel de dafio al ADN va a depender del
tiempo y la concentracion del cromo al cual han estado expuestos los organismos (60). Por
ejemplo, se ha reportado que los soldadores de acero, llevan a sus hogares el humus que
contiene cromo, lo que ocasiona en las mujeres alteraciones genéticas o interrupciones
(abortos) de los embarazos(47). Ademas, el cromo (I11) también puede reaccionar con grupos
carboxilos y sulfhidricos de las enzimas causando una alteracion tanto en la estructura como
en la actividad enzimatica (57)(31).

Los fendmenos genéticos desempefian un papel central, en el proceso general del desarrollo
del cancer. Por lo tanto, una sustancia con actividad mutagénica demostrada en ensayos in
vivo podria ser considerada potencialmente carcinégena (61). Un estudio realizado en
fibroblastos dérmicos humanos expuestos a 5 uM de Cr (V1), registr6 que la citotoxicidad
depende de la concentracion, dando lugar a la induccion de la apoptosis. Igualmente, la
exposicion de los fibroblastos dérmicos de Cr (VI) dio lugar a estrés oxidativo. En
comparacion con el control de las células normales, los fibroblastos tratados con Cr (V1)
mostraron un nivel celular significativamente elevados de antioxidantes capaces de inducir
estrés oxidativo (62).

Las intoxicaciones por ingesta de compuestos de cromo (VI) como cromato de potasio,
bicromato de potasio o acido crdmico se presenta con una dosis letal aproximadamente de 5
g. Las madres gestantes que consumen alimentos con niveles anormales de cromo por encima
del maximo permisible (0,050 ppm), pueden sufrir repercusiones genéticas en el nifio
gestado, se ha comprobado que el cromo atraviesa la placenta contaminando los embriones
y el feto (63)(31). La EPA ha establecido un nivel de contaminacion maximo de 0.1 mg/L
para la cantidad total de cromo en el agua potable, la FDA ha determinado que los niveles de
cromo en el agua en botella no deben exceder 0.1 mg/L (54) y el valor de referencia de la
OMS es de 0.05 mg/L para el agua de consumo humano (64).

Por consiguiente, los seres humanos y los diferentes ecosistemas pueden estar expuestos a la
toxicidad del cromo por diferentes vias: por el consumo de agua y/o alimentos contaminados,
por trabajar y habitar en zonas industriales que usan cromo en su manufactura; cuyos vapores
contaminan el aire que se respira, por estar en contacto (a través de la piel) con desechos que
contengan residuos de cromo, por corrientes de agua que reciben efluentes de industrias de
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curtido de cuero, textiles y galvanoplastia, entre otras. Es importante tener en cuenta, que las
aguas superficiales de los rios, son destinadas para diferentes usos: para agua potable, para
riego agricola, para uso doméstico, para la acuicultura, para la actividad pesquera y, por
ultimo, para recreacion, situacion que con lleva a una exposicién permanente a unos
contaminantes presentes en las aguas.

2.1.3. Efectos del cromo en el ecosistema natural

En el contexto ambiental existe un conjunto de metales de importancia por su accion
contaminante, como son; Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobalto (Co), Cobre
(Cu), Estafio (Sn), Plomo (Pb), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Vanadio (V) y Zinc (Zn) (65).
Estos metales pueden tener un nivel de toxicidad extremo, incluso cuando las
concentraciones son minimas, pueden afectar el ecosistema natural, tienden acumularse en
la cadena alimentaria, lo que es perjudicial para la salud de los seres humanos.(66)(67).

El cromo es un potencial contaminante del aire, suelo y agua. La contaminacion debido a la
produccién o eliminacion de elementos quimico como el cromo, libera particulas que
permanecen en el aire, y en menos de 10 dias, el metal se adhiere fuertemente a las particulas
del suelo. Sin embargo, la composicién quimica de las particulas que se encuentran en el aire,
pueden tener un efecto potencial en la salud humana, por la presencia de sustancias toxicas
y cancerigenas (3). Un estudio realizado en la zona industrial de Puente Aranda en Bogot4,
revelo en las particulas de aire, la presencia de metales pesados; Fe y Pb, con concentraciones
hasta de 4.000 ng/mq. El grupo de metales Cu, Cr, Zn, Ni, Mn se encontraron en un rango
medio de concentracion de 50 a 700 ng/m? (68).

Los compuestos de cromo son considerados por la EPA, como uno de los 33 contaminantes
toxicos presentes en el aire, que proporcionan una de las mayores amenazas para la salud
publica. Esta selecciéon fue realizada teniendo en cuenta, la cantidad de contaminantes
emitidos al aire, el dafio (o toxicidad) que ellos causan y su concentracion estimada (69). Se
han identificado diversas fuentes de contaminacion, una de ellas son las fuentes industriales
de; textiles, pinturas, metalurgia, galvanizados, curtiembres, entre otras. Donde todo este
conjunto, manipula compuestos o derivados de cromo como parte de sus procesos de forma
continua, lo que genera una concentracion puntual del quimico en el aire. Estas personas, se
exponen al contaminante del aire, permanentemente y en concentraciones suficientes;
condicion que los hacen mas propensos a contraer cancer u otras afecciones graves para la
salud. Por ejemplo, dafios en el sistema inmunitario, asi como problemas de salud
neuroldgicos, reproductivos (por ejemplo, fertilidad reducida), del desarrollo y respiratorios
(70).
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Del mismo modo, los sedimentos de los rios se consideran como depdsitos de metales
pesados y fuentes de contaminacion, ya que presentan una mayor facilidad para acumularlos;
los metales pesados no se establecen de forma permanente, pueden ser liberados a la columna
de agua por cambios ambientales como pH, potencial redox, oxigeno disuelto, o la presencia
de quelatos organicos (71)(72). EI cromo especificamente, se acumula como cromo
trivalente, en los sedimentos fluviales de acuerdo al potencial de 6xido-reduccion y las
condiciones fisicoquimicas del medio; el cromo aumenta su concentracion, en aquellos sitios
donde hay una mayor fraccion organica, por el contrario, en la fraccion arcillosa es
relativamente muy baja, la presencia del metal (73).

Asimismo, los efectos toxicologicos causados por el cromo en los sedimentos, en el agua y
en especies animales, estan relacionados con las reacciones redox; procesos significativos
que afectan la evolucion de las especies y, por tanto, la biodisponibilidad y la toxicidad del
cromo en los suelos. Igualmente, la toxicidad del cromo en los cuerpos de agua, también
depende de la intervencidn de las especies, el cromo (111) tiene una disponibilidad bioldgica
y una toxicidad muy inferior a la del cromo (V1) (74)(75) (76).

Los metales pesados como el cromo, se caracterizan por incorporarse a los érganos o tejidos
de organismos acuaticos, movilizandose a través de tres procesos: bioacumulacion, que es la
acumulacién de sustancias quimicas en el organismo vivo, lo que conduce a la
bioconcentracion, que se presenta cuando la concentracion de la especie quimica, es mayor
en los tejidos del organismo vivo, que en el medio donde habita. "La concentracion del
contaminante en el ecosistema acuatico, va aumentando de forma gradual, al ascender en los
niveles troficos, provocando la Biomagnificacion de la especie quimica. La transferencia de
materia y energia de presa a depredador, hacen que la concentracién de los metales pesados
aumente, como también su toxicidad. Por lo tanto, la concentracién es mucho mayor en los
organismos superiores, debido que muchas toxinas que estan diluidas en un medio, pueden
alcanzar concentraciones dafiinas dentro de las células, especialmente en los niveles
superiores de la cadena tréfica (77)(21).

Los sedimentos, el fitoplancton y el zooplancton hacen parte de la alimentacion béasica de
especies acuaticas que habitan el fondo de lagos, rios y mares. Se ha comprobado que el
cromo trivalente se acumula en especies como; el bagre (Ictalurus nebulosus), los bivalvos,
la ostra (Crassostrea virginica), el mejillon azul (Mytilusedulis) y la almeja de caparazon
blando; integrandose de esta manera a la cadena alimentaria; originandose a su vez, el
fendomeno de bioacumulacion (16). Aunque el pescado, los moluscos y los crustaceos son
una rica fuente de nutrientes en la dieta alimenticia de los seres humanos, se ven afectados
por la bioacumulacion de los metales pesados a causa de la industrializacion. En el rio
Buriganga, Bangladesh, se evidenciaron acumulaciones relativamente altas de Cr, Mn, Zn 'y
Se, en muestras del crustaceo (gamba) Macrobrachium rosenbergii. Con respecto a los peces,
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la especie Mastacembelus pancalus, de acuerdo al Indice de Riesgo calculado, demostré ser
un riesgo para la salud con la probabilidad de riesgo de cancer objetivo, si su consumo es
continuo en un promedio de vida de 70 afios en los seres humanos (78).

El ecosistema del rio Tunjuelo, se encuentra afectado por los vertimientos de las curtiembres,
esto ha originado que en la cuenca baja del rio, sus aguas alcancen una concentracion
promedio de cromo 73.53 ppm; ensayos de citotoxicidad realizados con la especie Betta
splendens, cultivando el pez en aguas provenientes de la cuenca baja del rio Tunjuelo,
mostraron el desarrollo de procesos patoldgicos como Gliosis, hiperplasias,
glomérulonefritis, y dafios del parénquima hepatico, evidenciando asi, la toxicologia del
cromo. Cabe resaltar, que la hiperplasia linfoide evidenciada en el intestino del pez, confirma
los dafios cancerigenos que puede llegar a causar este contaminante y que posiblemente
también pueda desarrollarse en personas que estén constantemente expuestas al cromo (79).
Es por ello, que algunas sustancias cuando superan los limites permisibles, se convierten en
sustancias toxicas para el recurso hidrico, siendo los metales pesados los que presentan esta
toxicidad, como, por ejemplo; hierro, cromo, cadmio, zinc y mercurio (80).

La contaminacion de las aguas superficiales de los rios, es generada por diferentes
actividades humanas. Por ejemplo, el sector industrial, es considerado como un proveedor de
sustancias contaminantes a traves de sus efluentes; las descargas de aguas residuales son
calificadas como una de las principales fuentes de contaminacion de los rios. Estas descargas,
provienen del alcantarillado municipal, de origen doméstico y de vertimientos industriales
(81)(82). El efecto de estas actividades es la movilizacion de sedimentos, nutrientes, material
particulado, la integracion de residuos agricolas, y sustancias quimicas de variada naturaleza
(83). Es importante, tener en cuenta que los efluentes industriales son transportadores de
sustancias que pueden interferir en el proceso biol6gico de auto depuracién de los sistemas
de agua.

Las sustancias contaminantes presentes en los efluentes son de diversa complejidad y pueden
causar toxicidad; su accién depende tanto del tipo como de la cantidad, e igualmente de la
clase de industria que genera el vertimiento. Los desechos que contienen los efluentes pueden
ser de naturaleza quimica o bioldgica. En la tabla 2, se registran las principales industrias
generadoras de sustancias contaminantes a traves de los efluentes.

Las aguas residuales industriales, en su mayoria, contienen metales pesados, asi como toxinas
organicas y surfactantes. Efluentes de textiles, la galvanoplastia y otras industrias de
procesamiento de metales tienen considerables cantidades de iones metélicos tdxicos (84).
El problema se agudiza, cuando los efluentes no son tratados previamente antes de ser
vertidos a los cuerpos de agua, ademas, mayores descargas de aguas residuales, minimizan
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la capacidad de resiliencia de los mismos, dando origen a procesos de eutrofizacion,
salinizacion y lixiviacion (85).

Colombia no esta ajena a esta problematica ambiental, el Ministerio del Medio Ambiente
determind en los afios 90 que la mayor contaminacion de los cursos de agua estaba asociada
a los vertimientos de aguas negras de origen urbano y rural. Donde el 85 % de las aguas
residuales industriales se vertia sin tratamiento adecuado, resultando en una contaminacion
industrial de 520 toneladas de DBO/dia (86).

Tabla 2. Descripcion de las sustancias contaminantes en efluentes industriales*

Tipo de Industria Sustancias contaminantes en los efluentes

Industrias quimicas Variedad de acidos organicos e inorganicos, sales y
metales pesados

Industrias papeleras Sulfitos, sulfitos acidos, materia organica, residuos
fendlicos, cobre, zinc, mercurio

Industrias petroquimicas Hidrocarburos, plomo, mercurio, aceites, derivados
fendlicos, nafténicos, y residuos semisélidos

Industrias de alimentos Nitritos, materia orgénica, acidos, microorganismos, etc.

Industrias metalUrgicas Metales tales como cobre, niquel, plomo, zinc, cromo,

cobalto, cadmio, &cido clorhidrico, &cidos sulfarico,
&cido nitrico y detergentes
Industrias textiles Sulfuros, anilinas, &cidos, hidrocarburos, detergentes
Industrias del cuero (curtiembres) Cromo, sulfuros, compuestos nitrogenados, tinturas,
microorganismos patégenos
*Adaptado de: Kraemer A. R, Choudhury K. y E. Kampa, 2001 (87).

2.1.4 El cromo en el proceso de curtido

Las curtiembres, curtidurias o tenerias, son las empresas que realizan el curtido del cuero;
proceso quimico mediante el cual se convierte la piel de los animales en cuero. El objetivo
del curtido es producir un material duradero, que no esté sujeto a descomposicion por
mecanismos fisicos o bioldgicos; proceso en el cual se emplean &cidos, alcalis, sales, enzimas
y sulfato de cromo, entre otros (88). El curtido de pieles con sales de cromo representa el
85% de la produccidn total de cueros en el mundo. Entre el método de curticién del cuero,
con taninos vegetales y sales de cromo; es el proceso de curticién al cromo el preferido por
los curtidores, puesto que su utilizacion logra una buena calidad en la apariencia de los
CUeros.

El proceso comprende varias etapas: pelambre, curtido, recurtido, acondicionado y acabado.
El objetivo del pelambre es limpiar las pieles antes del curtido (Figura 2), para eliminar los
pelos, grasa y la pulpa, haciendo uso de &cidos, sulfuro y alcalis, que preparan la piel para el
siguiente proceso. En el curtido se emplean enzimas y agentes curtientes, para disolver las
grasas y las proteinas no fibrosas y enlazar las fibras de colageno (89). La finalidad del
curtido, es producir un material duradero que no esté sujeto a descomposicion. El curtido
puede realizarse mediante taninos vegetales (el quebracho y la mimosa), o el curtido al
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cromo, que utiliza sustancias quimicas, como el sulfato de cromo (Cr2(SQOa4)3) principalmente,
(90), al final se obtiene el cuero en azul o wet blue (Figura 3).

Figura 3. Pieles curtidas al cromo (wet blue)

Posteriormente se realiza el recurtido, adicionando nuevamente sales de cromo, con el
proposito de fijarlo y darle ciertas caracteristicas organolépticas al cuero. Seguidamente se
realiza el tefiido y acondicionado, con el propdsito de darle al cuero el color deseado,
brindarle elasticidad, textura y brillo (12).

En conjunto, el proceso de curtido es reconocido por la utilizacién de compuestos de cromo
y otras sustancias contaminantes del recurso hidrico. El informe de The World's Worst
Pollution Problems (Los peores problemas de contaminacion en el mundo) 2016: The Toxics
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Beneath Our Feet (8), presenta las principales diez industrias contaminantes basadas en la
carga de morbilidad global de cada fuente, donde las curtiembres ocupan el cuarto lugar.

El vertimiento de los efluentes de las curtiembres causa problemas ecoldgicos por el alto
contenido de cromo (91)(92)(93). Como, por ejemplo, la generacion de lodos y aguas
residuales emitidos por fabricas de cuero en Shuitou (China), han afectado los suelos
aluviales con una concentracion de cromo de 2484 mg/kg (94). Del mismo modo, en
organismos vegetales expuestos a efluentes de tenerias, que contenian cromo hexavalente, se
observo aumento en el indice mitético y formacion de micronucleos en las puntas de las
raices de Allium cepa (95). Es por ello, que los efluentes no tratados previamente, se han
convertido en un perjuicio continuo, por las emisiones de cromo, metal clasificado a nivel
mundial por las diferentes organizaciones de salud como genotdxico, mutagénico y
cancerigeno.

En este orden de ideas, el rio Cerrito se ve afectado por las curtiembres ubicadas en el
municipio de El Cerrito; al ser el receptor de las aguas residuales de las curtidoras a través
del sistema de alcantarillado o por vertimientos puntuales a los cuerpos de agua. En la tabla
3, se evidencia la carga contaminante reportada en los bafios de cromo en tres curtiembres
cerritefias, segun los valores obtenidos para DBO5, DQO, SST y cromo. Es preocupante la
alta concentracion de cromo, que estuvo entre 1067.2 a 3084 mg/L, (12), dichos valores no
cumplen con los limites maximos permisibles, en Colombia para los vertimientos puntuales
a cuerpos de aguas superficiales y a los sistemas de alcantarillado publico, establecidos en la
Resolucién 0631 del 2015, del Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible (96).

De acuerdo a la informacion anterior, se puede afirmar que la concentracion de cromo total,
de los bafios de cromo de las tres curtiembres, presentan un incremento en un rango de 205
600% (curtiembre 1) — 71 146% (curtiembre 3), por encima del valor limite maximo
permisible (1.5 mg/L), establecido por resolucion ambiental. Se debe tener en cuenta, esta
carga termina de una forma directa o indirecta en el rio Cerrito, segun las caracteristicas de
escaso o0 nulo tratamiento de los efluentes industriales, ya descrito para El Cerrito (12). Bajo
esta premisa y con los distintos antecedentes, es necesario que se realicen estudios de
mutagenicidad en las aguas superficiales del rio Cerrito y por ende en los sedimentos. Pues,
el cromo puede reaccionar con la materia organica y otros elementos del medio acuoso, lo
que permite su precipitacion y unién a las particulas de sedimento, como también su
transformacion reciproca de cromo trivalente a cromo hexavalente. Todo esto conlleva, a que
el cromo siga la ruta de la cadena alimentaria; plancton, moluscos, crustaceos, peces, hasta
Ilegar a los mamiferos. De esta manera, el cromo de forma pasiva se integra al metabolismo
de los seres humanos causando reacciones negativas e irreversibles para la salud (97).

La toxicidad del cromo, su peligrosidad en los seres vivos, su propiedad de bioacumulacion
en suelos y su biodisponibilidad en el recurso hidrobioldgico e incluso su efecto negativo en
la salud de los seres humanos, crea una gran preocupacion, sobre los vertimientos que se
generan de este metal en las cuencas de los rios a través de los efluentes industriales,
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especificamente por el sector de las curtiembres. Se ha demostrado, como la
bioconcentracion del metal repercute en la salud del hombre, debido a que la contaminacion
se distribuye de forma ascendente a través de la cadena trofica. Por lo tanto, al ser el rio
Cerrito en el Valle del Cauca, receptor de efluentes de cromo (I11) por mas de cinco décadas,
es indispensable conocer su estado mutageénico, a lo sumo, iniciando estudios preliminares
en aguas Yy en los sedimentos que posiblemente de acuerdo a los antecedentes, pueden estar
desarrollando actividad mutagénica.

Tabla 3. Carga contaminante del agua residual con base a los parametros fisicoquimicos, de
tres curtiembres del municipio de EI Cerrito*

Parametros Unidades Agua residual +VLMP
Curtiembre 1 Curtiembre 2 Curtiembre 3

Temperatura °C 24.7 28.8 37.1 -
pH Unidades 5.5 4.0 3.9 6-9
Demanda mgO-/L 478.0 1361.0 2725.0 600.0
Bioquimica de
Oxigeno
Oxigeno disuelto mgO-/L - 0.71 3.34 -
Demanda Quimica  mgOJ/L 4 443.0 3229.0 8611.0 1 200.0
de Oxigeno
Sélidos mgO-/L 104.0 220.0 2035.0 600.0
Suspendidos
Totales
Cromo Total mg/L 3084.0 1470.0 1067.2 1.5
Cromo 1.0 <0.05 <0.05 -

Hexavalente
* Tomado de: Benitez-Campo, 2015 (12).
+VLMP: Valor Limite Maximo Permisible para vertimiento de aguas residuales no domésticas a cuerpos de
agua superficiales y a los sistemas de alcantarillado publico, para fabricacion de articulos de piel, curtido y
adobo de pieles. Resolucion No. 0631 del 17 de marzo de 2015 (96).

2.2. Elrio Cerrito

2.2.1. Descripcion del rio Cerrito

El rio Cerrito atraviesa el municipio de El Cerrito al sur de la cabecera municipal, en el
departamento del Valle del Cauca y desemboca en la margen derecha del rio Cauca. La
cuenca hidrografica limita al suroriente con la cuenca del rio Amaime, al norte con la cuenca
del rio Sabaletas y al occidente con el cauce del rio Cauca (98). La cuenca del rio Cerrito
forma parte de la red hidrogréafica del municipio de El Cerrito; en general, todos los cuerpos
de agua del municipio nacen en la Cordillera Central.
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2.2.2. Afectacion del rio Cerrito por efluentes de curtiembres

Actualmente los ecosistemas se ven afectados por diversos factores resultantes de actividades
humanas, los cuales originan alteraciones o transformaciones ecoldgicas considerables en las
comunidades.

Los efluentes de las curtidurias pueden ser muy perjudiciales para el ecosistema; los
principales problemas que surgen se deben: 1. Al gran volumen de sedimentos que proceden
de las diferentes etapas de procesos. 2. El efluente de curtido tiene un contenido de sulfuro,
por la utilizacion del sulfuro de sodio y el hidrosulfuro de sodio. Estos compuestos
desencadenan alteraciones debido a que permanecen en la solucion, cuando son dispuestos
en los cuerpos de agua, producen una reduccién del oxigeno disuelto y forman precipitados
de color negro con ciertos minerales como el hierro (99). 3. Residuos de cromo resultante en
la fase de curtido; el aporte del metal en el curtido se distribuye asi: bafio de curtido 60%,
escurrido y reposo 20%, recurtido 18% y lavado final 2% (16).

El proceso de curtido se convierte en una de las principales fuentes de contaminacion, el
cuero solo utiliza el 60% - 80% del cromo aplicado, y el resto se descarga principalmente en
las aguas residuales (2). Los efluentes de las curtiembres presentan variaciones de pH entre
2,5y 12,0, estas variaciones afectan considerablemente la vida acuética de las corrientes
receptoras. Si la carga contaminante presenta sustancias tdxicas (cromo y sulfuro) y es
conducida a una planta de tratamiento, puede interferir con el proceso biol6gico de la planta.
En lugares donde no existen plantas de tratamiento, estos contaminantes afectan la calidad
del cuerpo de agua receptor y causan su deterioro (100).

Una de las fuentes de contaminacién de agua en Colombia, se registra por la evacuacion
directa de aguas residuales, donde se descargan sustancias peligrosas, la cuales provienen
entre otras de los procesos de la industria curtidora (101). Los sectores mas afectados por el
sector industrial se encuentran en Bogota, el Vallé de Aburra, el area Cali-Yumbo-Palmira;
y Barranquilla. La acumulacion de residuos solidos contribuye a las descargas de lixiviados,
con altas concentraciones de residuos peligrosos; fenoles, cromo, mercurio y plomo. En
efecto, la industria de curtiembres vierte metales pesados altamente toxicos como el cromo a
los rios Bogotd, Cali, Pasto y Medellin, (101).

En el 2005 Gischler estudio las vias de migracion de metales pesados hacia la Laguna de
Sonso por el rio Cauca (102), encontrando como focos de contaminacion el complejo
industrial Yumbo-Cali-Palmira y las curtiembres del municipio de EI Cerrito; siendo este
ultimo, uno de los mayores contribuyentes de contaminacion por cromo al rio Cauca, con un
aporte de 5.000 mg/kg de metal en sedimento. El sector de curtiembres aporta el 10% de SST
que se vierten a las aguas superficiales en Colombia, se han encontrado valores de cromo
alarmantes en los sedimentos del rio Bogota (>37.3 mg/kg) en las estaciones de Villapinzon
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y Tocancipa por la tradicional actividad de curtiembres en los municipios de Villapinzén y
Choconta (103).

Efluentes industriales son vertidos sin previo tratamiento en el alcantarillado o directamente
al rio Cerrito, los residuos industriales solidos y liquidos presentan; altos niveles de DBO,
DQO, SST, elevadas concentraciones de cromo, sulfuros, pinturas y solventes entre otros; se
hace énfasis, en el deterioro que se ocasiona a las redes sanitarias, la calidad de las aguas
superficiales y subterraneas (88). Para enfrentar dicha problemaética, en el afio 2003, se
adoptd la estrategia de “Produccion Mdas Limpia”, con la participacion de entidades como
CINARA, la Universidad del Valle, EI SENA, Colciencias, el CNP del cuero y el CRPML,
alcanzando reducciones de las cargas totales vertidas, del orden del 47% de DBOS5, 64% en
SST y 42% en caudal (104)(88).

La Corporacion Autonoma Regional del Valle del Cauca (CVC) inicié un programa de
muestreos de la calidad del agua en el rio Cerrito en 1996, realizando un monitoreo a lo largo
del rio en cinco estaciones, con una frecuencia de dos veces al afio, donde se miden 35
pardmetros (105)(106). En la Tabla 4, se presentaron algunos de los resultados obtenidos de
este monitoreo entre los afios 2011 al 2013, teniendo en cuenta los puntos aguas arriba,
Balneario Las Brisas y aguas abajo, antes de la desembocadura al rio Cauca-Puente Callejon
San Fernando (107). Es importante mencionar, que el rio Cerrito es considerado, uno de los
mayores contribuyentes de contaminaciéon al rio Cauca, por ser el reservorio de los
vertimientos de cromo generados por las curtiembres.

Entre los afios 2011 a 2013, se observa que el rio Cerrito presenta un deterioro en la calidad
de los cuerpos de agua, antes de la desembocadura al rio Cauca (aguas abajo), haciendo
evidente la contaminacion por materia organica debido al incremento de pardmetros como la
turbiedad, el color aparente, los sélidos totales, DBO5, DQO y de forma reciproca, el bajo
nivel en la concentracion de oxigeno (1.61 mg/L - <0.500 mg/L). En cuanto a los parametros
microbioldgicos, en el punto aguas arriba, se registran valores de Coliformes totales y fecales,
que cumplen para que el agua sea destinada para riego agricola, de acuerdo al Decreto 1076
de 2015 (108), donde el menor valor para Coliformes totales corresponde a 5000 NMP/100
mL y para fecales a 2000 NMP/100 mL. Sin embargo, estos parametros exceden los valores
limites establecidos para que el agua sea destinada a la recreacion de contacto directo
(Coliformes totales 1000 NMP/100 mL y fecales 200 NMP/100 mL).

Para el afio 2013, el rio registré una mayor contaminacién a la salida del municipio (aguas
abajo), evidenciado por el aumento considerable en Coliformes totales (1.67x10” NMP/100
mL) y fecales (5.90x10® NMP/100 ml). El incremento de la DBO5 de 109.6 mg/L y una
concentracion de 933.0 mg/L de ST, mostraron alta contaminacion por materia organica, al
relacionar también, la turbiedad (1 084.1 mg/L), los SSD (886.5 mg/L) y DQO (266.6 mg/L).
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Lo anterior, se refleja en la minima concentracion de oxigeno, equivalente a <0.500 mg/L.
Por tal razon, las aguas superficiales del rio Cerrito, antes de la desembocadura al rio Cauca,
en el afio 2013 no cumplian los valores permisibles, para ser destinadas a tratamiento de
potabilizacién para consumo humano, para uso agricola, ni tampoco para recreacion (Decreto
1075 de 2015)(108).

Tabla 4. Monitoreo fisicoquimico del rio Cerrito a su paso por el municipio de El Cerrito en
los puntos entrada al municipio (aguas arriba) y salida del municipio (aguas abajo)*

Parametros fisicoquimicos 2011 2012 2013
Unidades A B A B A B

Temperatura °C 18.3 24.5 18.3 23.7 18.8 24.75
pH Unidades 8.01 7.57 8.03 7.64 7.98 7.75
Conductividad ps/cm 128.5 507.5 1315 696.0 126.5 1379.0
Turbiedad UNT 14.0 54.5 55 28.0 13 1084.1
Color aparente UPC 15.0 101.3 7.7 45.0 1.80 97.0
Sélidos Totales mg/L 109.0 372.0 84.0 478.5 1245 933.0
Sélidos suspendidos mg/L 11.8 48.7 7.35 23.75 <114 46.3
Sélidos disueltos mg/L 97.2 3235 76.7 455.0 113.3 886.5
Demanda Bioquimica de Oxigeno mg/L <1.94 24.7 <0.954 22.0 11 109.6
Demanda Quimica de Oxigeno mg/L <5.33 79.1 6.35 66.6 <5.33 266.5
Oxigeno disuelto mg/L 7.80 1.61 7.76 <0.500 7.54 <0.500
Cromo Total mg/L <0.297 0.467 <0.294 0.316 <0.294 0.36
Coliformes Totales NMP/100 mL 8,97E+03 1,67E+07 4,35E+03 1,75E+07 5,80E+03 1,53E+08
Coliformes Fecales NMP/100 mL 1,35E+02 590E+06 4,83E+02 1,08E+07 6,35E+02 6,70E+07

A. Entrada al municipio (aguas arriba). B. Salida del municipio (aguas abajo).
* Adaptado del Laboratorio Ambiental- Corporacion Auténoma Regional del Valle del Cauca (107)

De acuerdo a la localizacion geogréfica, el rio Cerrito atraviesa de lado a lado el municipio
de El Cerrito, lo que origina un impacto negativo pues se encuentra expuesto a una
contaminacion continua; su paso por el area urbana, conformada en la cabecera municipal
por 25 barrios (109). Entre los cuales, sobresalen los barrios Alvaro Navia Prado, Chapinero,
El Centro y Santa Barbara, por encontrarse cerca de la ribera del rio. Especificamente, en el
barrio Santa Barbara, se encuentran ubicadas las curtiembres del municipio, siendo este punto
el mayor foco de riesgo para el rio, por la generacion de los residuos sélidos y liquidos,
propios del proceso de curtido de cuero, como también los residuos domésticos. Ademas, el
alcantarillado municipal vierte dos descargas sin ningln tipo de tratamiento dos descargas al
rio Cerrito y una descarga al rio Sabaletas (98). En el afio 2010 la CVC (110), hizo entrega
al municipio de EI Cerrito, la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), para su
administracion y manejo, la cual recoge las aguas residuales domésticas y de curtiembres
(111). Las curtiembres deben realizar un tratamiento previo para la remocion de cromo,
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sulfuros, grasas y solidos gruesos, antes de verter los efluentes al alcantarillado, pues la
PTAR realiza solamente un tratamiento bioldgico (105). Sin embargo, no todas cumplen con
este requerimiento, e igualmente curtiembres ilegales, estan descargando sus efluentes
directamente al rio Cerrito, a través de sistemas de bombeo. Por otra parte, el sistema de
alcantarillado no alcanza a cubrir la zona rural, lo que genera la contaminacion de las aguas
subterraneas y superficiales del rio Cerrito. (105).

Por otra parte, el 55.94% del area de la cuenca del rio Cerrito, esta sembrada por cultivos
agricolas, especificamente por cafia de azucar en la zona plana de Piedemonte, y en la zona
de montafiosa, se ubica la produccion cafetera, de lecheria y cultivos de pan coger; lo que
también puede afectar el rio por la generacién, de residuos sélidos y agroguimicos (109)
(105).

Lo expuesto anteriormente, evidencia la situacion preocupante del rio cerrito, que no solo es
receptor de desechos domésticos sino también de residuos de las curtiembres con cromo, de
manera sostenida por un tiempo superior a cuatro décadas, situacion que justifica la
importancia de determinar la posible mutagenicidad tanto del agua como de los sedimentos
de esta fuente hidrica.

2.3. El método de la Prueba de Ames

Existen una variedad de pruebas que sirven de herramienta para la evaluacién de la
mutagenicidad en el medioambiente. Algunas de ellas son: la prueba Ames, la prueba Ara 'y
la prueba Umu. No obstante, la prueba Ames se ha distinguido por ser uno de los métodos
mas aplicados por los investigadores desde hace algun tiempo, debido a la correlacion entre
los resultados positivos en el test, para ciertas sustancias determinadas como mutagénicas y
el desarrollo del cancer (35). Por consiguiente, se constituye en una prueba de gran utilidad
para determinar la mutagenicidad, y a su vez la genotoxicidad de sustancias originadas por
contaminacion antropogénica, que podrian ser consideradas toxicas con efectos perjudiciales
para la salud de los seres vivos.

Sin embargo, Wegrzyn & Czyz en el 2003 (112), realizaron un comparativo entre los
métodos mutagenicidad microbioldgica, Vitatox, Mutatox y el ensayo con la bacteria Vibrio
harveyi, con la prueba Ames. Este analisis hizo referencia, a las ventajas y desventajas que
pueden presentar los diferentes ensayos, relacionados con: patogenicidad del microrganismo,
sensibilidad en la deteccién del mutageno, tiempo de realizacién y respuesta de la prueba,
entre otras. Llegando a la conclusidn, que no existe una prueba que pueda llamarse efectiva
u idénea para todas las investigaciones. Pues, dependiendo de la naturaleza del estudio, las
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necesidades del investigador, el ecosistema y la matriz de estudio, se podra considerar una
prueba con mayor efectividad sobre la otra, en un momento determinado (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de los métodos de mutagenicidad microbiolégica con la prueba de
Ames (ventaja y desventajas) *

Parametro Caracteristicas del analisis de mutagenicidad
Prueba de Ames Mutatox Vitotox Ensayo de
Vibrio harveyi
Organismo expuesto Salmonella Cepa bacteriana  S. typhimurium V.harveyi
a la sustancia typhimurium luminiscente (patogénica) (no patogénica)
problema (patogénica) M169
(no patogénica)
Sensibilidad a
factores ambientales Alta Baja Alta Baja
(no mutagénicos)
Tiempo de respuesta 48 horas 24 horas 3 horas 48 horas
de la prueba
Sensibilidad a Aceptable para Comparable con Hasta 1000 2-25 veces mas
mutagenos laboratorio de la prueba de veces mas alto  alto que la prueba
ambientales ensayo Ames que la prueba de Ames
de Ames (segun el
naturaleza del
mutégeno)
Clase de agentes Generalmente de Generalmente Agentes que Generalmente de
mutagénicos todos los tipos de todos los inducen todos los tipos
detectables tipos respuesta SOS
Requiere de equipo No Si Si No
especial

*Adaptado de: Wegrzyn, G., Czyz, A. Detection of mutagenic pollution of natural environment using
microbiological assays. Journal of Applied Microbiology. 2003 95(6), 1175-1181.(112)

La fortaleza de la prueba de Ames desarrollada en la década de 1970 por Bruce Ames (113),
profesor de Bioguimica en UC-Berkeley, esta cimentada en la combinacién de un ensayo de
mutacién que origina células bacterianas revertantes y complementada con una simulacion
del metabolismo de los mamiferos. De esta manera, se desarrolla una prueba altamente
sensible para sustancias quimicas incorporadas al medio ambiente, que pueden ser analizadas
como mutagenos ambientales, que se convierten en un riesgo por su capacidad de originar
mutaciones en el ADN. En la Tabla 6, se referencian diferentes investigaciones realizadas
con la prueba Ames, para determinar actividad mutagénica en diferentes matrices.

El método de la prueba de Ames esta basado, en utilizar cepas bacterianas de Salmonella
typhimurium auxotrofas para la histidina (his-), es decir, incapaces de sintetizar dicho
aminoéacido y, por lo tanto, de crecer en un medio carente del mismo. Las bacterias requieren
del aminoécido histidina, para sintetizar muchas de sus proteinas. Estas bacterias mutantes,

25



se les llama revertantes porque han revertido el genotipo y fenotipo (his+) y ahora, son
capaces de crecer en medios con trazas de histidina.

Tabla 6. Actividad mutagénica determinada, a través de la prueba de Ames en diferentes

matrices de estudio

Matriz de estudio

Cepa
Salmonella typhimurium

Referencia

Agua residual concentrada

Extracto de Plantas (EP)
EP con aflatoxina B1
Agua potable

Extracto de agua superficial de rio
Extractos organicos de agua superficial de rio

Extracto de sedimentos de rio

Extracto de agua superficial
Extracto de sedimento estuarino

Extracto organicos en agua cruda (rio), agua
tratada y agua abastecimiento publico

Suelo y aguas residuales

Extractos organicos de agua y sedimentos de
rio

Extracto agua superficial de rio

Flavonoides:

quercitina, kaempferol, galangina,

flavona, kaempferol

Extractos organicos de agua de rio

Extracto agua superficial de rio
Nanoparticulas de 6xido metalico
Extracto de efluente de curtiembre

Suelo agricola
Agua superficial y sedimentos de rio

Agua de rio y efluente industrial (textil y
tintes)

Extracto de aguas
superficiales de rio
Agua superficial,
sedimentos de rio
Agua de rio
Derivados del dimetacrilato

residuales y aguas

agua intersticial 'y

Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Agente de la toxina PR (Penicillium
roqueforti)

YG7108 (derivado de la
15A35)

TA98

TA100

TA98

TA98 y TA100
TA98

TA97

TA98y TA100
TA98
TA98 (sin s9)

TA98 y TA100

TA98, TA100, YG1041l e
YG1042
TA98 y TA100

TA98
TAL02
TA98 y TA100

TA98 y TA100
TA97 y TA100
TA97, TA98 y TA102

TA98 y TA100
TA98 y TA100

TA98-TA100

TA98, YG1021 e YG1024

TA97, TA98, TA100,
TA102 y TA1535
TA100

TA97, TA98, TA100 y
TA102

TA97, TA98 y TA100

TA97 y TA1537

Giebner et al. 2018 (114)

Makhuvele et al.
2018(115)
Shi et al.2018 (116)

Arboleda et al. 2017 (117)
Guan et al. 2017 (118)

Hilario et al. 2017 (119)

Vivas et al. 2014 (120)
Liu etal. 2015 (121)
Lvetal. 2015 (122)

Okunola et al. 2014 (123)
Warren et al. 2015 (124)

Sanchez, 2014 (125)

Resende et al. 2012 (126)

Sierra et al. 2012 (127)

Taquez, 2011 (128)
Pan et al. 2010 (129)
Zubair et al. 2010 (130)

Ansari et al. 2009 (131)
Kutlu et al. 2004 (132)

Mathur et al. 2004 (133)

Nagai et al. 2002 (134)

Ferrdo et al. 2001 (135)

Lopez et al. 1999 (136)
Schweikl et al. 1998 (137)

Sakai et al 1985 (138)
Levin et al. 1982 (139)
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El ensayo de Ames, consiste en sembrar en placa un indculo de Salmonella typhimurium, en
medios con trazas de histidina y la adicion de sustancias quimicas para analizar su
mutagenicidad. La cantidad de colonias que crecen en la placa indica la cantidad de
revertantes (140).

En la Tabla 7 se puede observar que las distintas cepas se diferencian en el gen del operon
de la histidina que esta mutado, asi como en el tipo de mutacion que poseen, unas por desfase
y otras por sustitucion (141)(142).

Estas bacterias tienen otras mutaciones que incrementan su sensibilidad frente a la accion de
los compuestos mutagénicos (Tabla 8) e igualmente, por disponer de la presencia del
plasmido pKM101, con un gen que interviene en el sistema de reparacion propenso a errores
de transcripcion (143)(144)(141).

Tabla 7. Cepas bacterianas de Salmonella typhimurium empleadas para la prueba de Ames*

Estirpe bacteriana Tipo de mutacién Gen mutado
TA 100 Sustitucion AT»GC (mutado) hisG
TA 102 Sustitucion GC»AT (mutado) hisG
TA97 Desfase Ganancia CC hisD
TA 98 Desfase Pérdida C hisD
TA 1537 Desfase Ganancia CCC hisC
TA 1538 Desfase Pérdida C hisD

*Tomado de: Mortelmans K, Zeiger E. The Ames Salmonella / microsome mutagenicity
assay. Mutat Res. 2000 (141).

Tabla 8. Mutaciones de las cepas de Salmonella typhimurium*
Mutacion Descripcién
Uvrf Delecion de un gen que codifica para el sistema de reparacion de la escision del
DNA, y produce un aumento de la sensibilidad en la deteccién de mutigenos. La
delecidn incluye también genes de la biotina y de la nitrato reductasa.

Rfa Mutacién que causa pérdida parcial de la barrera lipopolisacarida de la pared
bacteriana, aumentando la permeabilidad a grandes moléculas que no atraviesan
paredes celulares normales.

pKM101 Factor R. Confiere resistencia a ampicilina y aumenta la mutagénesis espontanea e
inducida porque incrementa el sistema de reparacion con error.
*Tomado de: Mortelmans K, Zeiger E. The Ames Salmonella / microsome mutagenicity assay. Mutat Res.
2000 (141).

En el ensayo de mutagenicidad, se evalUan varias dosis de los compuestos de interés con un
minimo de cinco dosis, y se incluyen los correspondientes controles negativos y positivos.
Se debe verificar que las sustancias de ensayo, no son compuestos promutagénicos. Paraello,
se realiza la prueba de Ames, en presencia y ausencia de un activador enzimatico o fraccion
S9, lo que permite determinar si se trata de un mutageno directo o dependiente (142)(145).
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En este sentido, algunos compuestos quimicos son intrinsecamente reactivos, es decir,
pueden formar aductos con el ADN directamente. Se trata de compuestos electrofilicos, que
reaccionan con los centros nucleofilicos (grupos aminos, grupos sulfhidricos, etc.) presentes
en el ADN, se les consideran compuestos genotoxicos directos (52)(146). Otros compuestos,
en cambio, necesitan de una activacion metabdlica antes de ser genéticamente activos; son
los compuestos genotoxicos indirectos, que per se carecen de caracter electrofilico, pero se
convierten en metabolitos electrofilicos por la accion de algunos sistemas enzimaticos
presentes en las células de los mamiferos (147)(6)(142).

El uso del extracto enzimético (S9), obtenido de higado de rata, en el ensayo de Ames, crea
un modelo que ejemplifica lo que sucederia en la fisiologia de los mamiferos; si una sustancia
mutagénica fuera ingerida; las enzimas hepaticas de mamiferos pueden modificar los
compuestos, pues la funcion del higado es mitigar su toxicidad. Sin embargo, algunos
compuestos se vuelven mas toxicos después de la modificacion. EI cambio en la estructura
del quimico, que en un principio no era mutagénico, permite generar mutaciones en el ADN
de la bacteria, dando positivo en el ensayo de Ames (141).

En resumen, la prueba de Ames es una herramienta practica que brinda resultados basicos y
confiables en los estudios de mutagenicidad que se realizan en el medio ambiente. Teniendo
en cuenta, que el rio Cerrito ha sido el reservorio de los efluentes de las curtiembres, cuyas
aguas residuales contienen residuos de cromo; que estas aguas estan disponibles para los
habitantes del municipio de El Cerrito y, asimismo, para ser utilizadas como aguas de riego
para los cultivos de la region, es fundamental desarrollar investigaciones que determinen si
el cromo o la mezcla de sustancias quimicas presentes en el rio Cerrito, han desencadenado
actividades de mutagenicidad tanto en las aguas como en los sedimentos. Situacion que
finalmente afectaria la salud de los pobladores del municipio de El Cerrito, los cultivos
agricolas y sus productos derivados; los cuales son para el consumo humano.
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3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENICA EN
EL AGUA DEL RIO CERRITO A TRAVES DE LA PRUEBA
DE AMES CON LAS CEPAS TA97 Y TA100 DE Salmonella
typhimurium

3.1. Introduccion

La industria de curtiembres se caracteriza por el consumo de grandes volimenes de agua;
para el lavado, el remojo de las pieles, y la preparacion de liquidos de curticion. Su insumo
principal es el sulfato de cromo, que contiene el metal en forma trivalente. EI metal se
constituye en un residuo quimico, en las aguas residuales del proceso de curtido y de esta
manera, pasa a formar parte de los vertimientos, que son descargados a través del
alcantarillado o directamente a los cuerpos de agua superficiales en los rios.

Las caracteristicas quimicas del cromo y de los efluentes de las curtiembres que tienen un
alto contenido de materia organica, en conjunto con las condiciones fisico-quimicas del
medio, y a través de reacciones de 6xido-reduccién, le confieren al cromo la posibilidad de
transformarse de la forma trivalente a la hexavalente. EI cromo hexavalente es considerado
perjudicial para la salud de los seres humanos, por sus propiedades genotdxicas, mutagénicas
y carcinogénicas (148)(64) (149)(54) (150). Debido a que puede unirse a la cadena de ADN,
formando aductos, alterando la secuencia de nucle6tidos; por adicion o sustitucion de bases
nitrogenadas, donde estas alteraciones van a causar cambios, lo que se refleja como una
mutacién en la cadena de ADN.

Esta problematica en los ecosistemas, genera preocupacion de forma global en todo el
mundo, pues la contaminacion por metales pesados, no solo afecta las aguas superficiales,
sino, todo el ecosistema, incluyendo los organismos vivos; este detrimento de los ecosistemas
afecta también a los seres humanos, pues ellos utilizan, y necesitan, los servicios que el
ecosistema brinda para subsistir, lo que origina un riesgo para su salud, que se puede ver
lesionada por esta sustancia toxica (cromo). Por tal razon, se utilizan diferentes recursos que
permiten evaluar el alcancen de la contaminacion por metales pesados y la mutagenicidad en
el medioambiente; la Prueba de Ames, es uno de los métodos mas aceptados y utilizados,
pues su ventaja radica en que permite evidenciar la mutagenicidad en la matriz expuesta al
contaminante, como también, incorporar un sistema exdgeno de activacion metabolica, que
simula el efecto del contaminante en el sistema de los mamiferos.

Las actividades propias de las curtiembres en el municipio de EI Cerrito, como son el
consumo de agua excesivo, la generacion de residuos solidos y liquidos, cargados de
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sustancias quimicas como sulfuros y cromo trivalente, han sido de gran preocupacion tanto
por las entidades ambientales, como por el sector académico. Pues los efluentes de las
curtiembres, suelen ser descargados a través del alcantarillado municipal o directamente al
rio Cerrito, por muchos afios. Sin embargo, pequefias curtidurias ain realizan descargas al
rio. De este modo, el rio Cerrito se convirtio en el reservorio de los efluentes de las
curtiembres, y hasta al momento se desconoce si la accion conjunta de los residuos, y
especificamente del cromo, pueden estar afectando al rio de tal manera, que causen una
actividad mutagenica. Con el fin de obtener una evidencia, sobre la posibilidad de que las
aguas del rio Cerrito, estén desarrollando procesos mutagénicos, el objetivo de esta
investigacion fue determinar la actividad mutagénica en el agua del rio Cerrito a través de la
prueba de Ames con las cepas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium.

3.2. Métodos

3.2.1. Area de estudio

Este estudio se desarroll6 en la zona baja de la cuenca del rio Cerrito, delimitada entre el
corregimiento del Pomo y antes de la desembocadura del rio Cauca-Puente del Callején de
San Fernando en el municipio de El Cerrito. En esta zona se establecieron tres (3) estaciones
de monitoreo (Figura 4). Los muestreos se realizaron antes de la descarga de los efluentes de
las curtiembres, en el Balneario Las Brisas (sitiol) (Latitud: 03°38°26,250""- Longitud:
076°11°05,700") (Figura 5). En el punto después de la descarga, en el sitio (2) Puente via
principal Cali-Buga (Latitud: 03°40°44,400"" - Longitud: 076°18711,400"") (Figura 6) y antes
de la desembocadura al rio Cauca - Puente callejon San Fernando (sitio 3) (Latitud:
03°41°12,169"" - Longitud: 076°20°53,304"") (Figura 7).
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Figura 4. Ubicacién geografica del area de estudio

P1. Balneario Las Brisas (Sitio 1). P2. Puente via principal Cali-Buga (Sitio 2). P3. Antes de la
desembocadura al rio Cauca-Puente Callején San Fernando (Sitio 3).
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Figura 6. Sitio 2. Puente via principal Cali-Buga (zona en el sitio-después de la descarga de
efluentes de curtiembres)
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Figura 7. Sitio 3. Antes de la desembocadura al rio Cauca-Puente Callejon San Fernando
(zona abajo)

3.2.2. Muestreo

3.2.2.1. Recoleccion de las muestras

La recoleccion de las muestras se efectué durante un afio, a partir del mes de abril de 2014
hasta el mes de abril del 2015. ElI muestreo se realizd de acuerdo a la programacion
previamente establecida por el Laboratorio Ambiental de la Corporacién Auténoma Regional
del Valle del Cauca (CVC), para el rio Cerrito.

En cada estacién de monitoreo se tomé una muestra de 6 L de agua superficial en el cauce
del rio, a una profundidad de 50 cm aproximadamente, de acuerdo a Junk et al. (1974)(151).
Cada muestra se dividio en partes iguales, para aplicar distintos tratamientos en campo, con
el objetivo de realizar en Laboratorio Ambiental (CVC) analisis fisicoquimicos y en los
laboratorios de la Universidad del Valle el analisis de mutagenicidad. Las muestras fueron,
finalmente, guardadas y rotuladas en recipientes de polietileno (llenados en su totalidad para
evitar el contenido del aire) y posteriormente conservadas a una temperatura de 4°C hasta el
momento de su procesamiento.
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3.2.2.2.  Pretratamiento de las muestras

El tratamiento de las muestras de agua para la evaluacion de la actividad mutagénica,
consistio en la concentracion de las muestras mediante columnas de extraccion y la
utilizacion de acido nitrico (HNO3) y acido clorhidrico (HCI). Los procesos de concentracion
de las muestras se llevaron a cabo en el Laboratorio de Electroquimica y Absorcion atomica
del departamento de Quimica y el analisis de actividad mutagénica mediante la Prueba de
Ames, se efectu6 en el Laboratorio de Investigaciones Microbiologicas (LIM) del
departamento de Biologia de la Universidad del Valle.

a. Extraccion de metales pesados asociados a sélidos suspendidos: Inicialmente, se filtro al
vacio un volumen de muestra de 250 mL, utilizando filtros de membrana con un didmetro de
poro de 0.45 x 0.47 um. Para la obtencion del extracto, los filtros cargados con particulas o
solidos suspendidos se disolvieron en 15 mL de HNO3 concentrado y se evapord a casi
sequedad. El extracto final se llevé a matraz aforado, se reconstituyo con HNO3 2M vy se
enrasé a un volumen de 10 mL.

b. Extraccion de metales pesados asociados a sustancias organicas (humicas): Para la
obtencion del extracto, el filtrado de 250 mL se paso a través de una columna de extraccion,
empaquetada con 400 mg de resina Amberlite XAD-16 no ionica (previamente activada). Se
realizaron eluciones de los metales retenidos en la resina con 25 mL de HCI 1M en acetona.
El eluido se evaporo a casi sequedad, y el extracto final se reconstituyo con HNO3 2M en un
matraz aforado y se enras6 a un volumen de 10 mL.

c. Extraccién de iones libres de metales pesados: Para su obtencidn, al efluente de 250 mL
resultante del proceso de extraccion b., se le afiadio tetraborato de sodio hasta alcanzar un
pH de 9.18. Esta solucidn se paso a través de la columna de extraccion y los metales retenidos
en la resina, se eluyo con 25 mL de HCI 1M en acetona. Luego de la evaporacion del eluido,
el extracto final se reconstituyo con HNO3 2M en un matraz aforado y se enrasé a un
volumen de 10 mL.

d. Extractos para la Prueba de Ames: Para la preparacion de los extractos totales, se tomaron
6 mL de cada uno de los tres tipos de extractos descritos anteriormente. Los 18 mL fueron
mezclados, neutralizados y evaporados casi a sequedad. Posteriormente, se reconstituyen con
Dimetilsulfoxido (DMSO) y se enras6 a un volumen final de 5 mL.
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3.2.2.3.  Caracterizacion fisicoquimica y microbiologica del agua superficial

En el sitio de muestreo se realizaron mediciones de pH, Conductividad, Turbiedad y
Temperatura. Estas mediciones se efectuaron con el Medidor Multiparamétrico Horiba 129
previamente calibrado. El estudio fisicoquimico fue realizado por el Laboratorio Ambiental
de la CVC, siguiendo los métodos estandarizados para el andlisis de agua superficial del
Standard Methods (152). La concentracion de cromo total, se realiz6 mediante la técnica de
espectrometria de absorcion atdmica de llama, de acuerdo al método 3111B. De igual
manera, el laboratorio efectud los anélisis de los parametros fisicoquimicos, correspondientes
al programa de monitoreo para la valoracion de los indices de Calidad del Agua (ICA) (105):

a. ICA CETESB: indice que permite comprobar la calidad del agua para consumo
humano, clasifica el agua desde de pésima calidad hasta excelente calidad, incluye
los siguientes parametros; temperatura, fosforo total, pH, Solidos Totales (ST),
Oxigeno disuelto (OD), Turbiedad, Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO5),
Coliformes fecales y Nitrogeno Total.

b. ICA DINIUS: indice que permite comprobar la calidad del agua para uso agricola
(riego) y califica el nivel de contaminacion entre 0 y 100, incluye los siguientes
parametros; DBO5, OD, pH, Color, Dureza total, Nitratos, Temperatura, Cloruros,
Conductividad, Alcalinidad, Coliformes fecales y Coliformes totales.

c. ICOMO: indice de contaminacion por materia organica, arroja un valor entre 0 y 100,
que califica el nivel de contaminacion del agua e incluye los siguientes parametros;
DBOS5, Coliformes totales y Porcentaje de Saturacion de Oxigeno.

3.2.2.4.  Determinacion de la actividad mutagénica

Los extractos totales fueron evaluados con el Método de Concentracién Directa (extracto
puro) segun Vargas et al. (2001)(135), mediante el ensayo de Salmonella-fraccion
microsomal (Prueba Ames); empleando el Ensayo de Preincubacién y con el agregado de un
sistema exdgeno de activacion metabolica (Mezcla S-9 al 10%). La mezcla S9, permite
determinar la posible mutagenicidad indirecta en el sistema de los mamiferos, de acuerdo a
Maron y Ames (1983)(144). Se evalud la respuesta del indice de Mutagenicidad (IM), con y
sin activacion metabdlica, con cada una de las cepas bacterianas.

Para la prueba se utilizaron dos cepas de Salmonella typhimurium dependientes de histidina

(his-): TA97 y TA100. Todas las cepas empleadas en la Prueba de Ames, son dependientes
de histidina y cuentan con ciertas alteraciones genéticas que las hacen mucho maés sensibles
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y eficientes en cuanto a la evaluacion de la actividad mutagénica. Sus caracteristicas
genotipicas se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Genotipo de cepas bacterianas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium*

Cepa Alelo blanco Tipo de mutacién Defecto Sistema de Plasmido
LPS reparacion
TA97 hisD6610 Cambio marco de Rfa AuvrB pKM101
lectura
TA100 hisG46 Sustitucion pares de Rfa AuvrB pKM101
bases

*Adaptado de Mortelmans K, Zeiger E. The Ames Salmonella / microsome mutagenicity assay. Mutat Res.
2000 (141).

3.2.2.5. Reactivacion de la cepa.

Los cultivos bacterianos de las cepas liofilizadas se conservaron a -20°C, la reactivacion de
las cepas TA97 y TA100 se realizé mediante un proceso inicial de aclimatacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Cada una de las cepas se cultivé en 25 mL de caldo nutritivo
OXOID No. 2 complementado con 78 pL de ampicilina (8 mg/L), incubando a 37°C bajo
agitacion constante a 120 rpm en agitador 110 HEIDOLPH durante la noche por 12 a 14
horas. El cultivo overnight de cada una de las cepas permitio alcanzar una densidad 6ptima
de 1-2*10° células; alcanzada la densidad 6ptima, se pudo confirmar la estabilidad de las
marcas genotipicas.

3.2.2.6.  Preparacion de cultivos congelados permanentes

Para la preparacion de cultivos congelados permanentes, se inoculd cada una de las cepas
provenientes del cultivo overnight en cajas Petri con agar nutritivo, se realiz6 una siembra en
superficie por estrias, para asegurar el crecimiento de colonias aisladas, por ultimo, se llevo
a incubacion a 37°C por 48 horas. La purificacion del cultivo se efectudé mediante la revision
del crecimiento bacteriano y la caracteristica morfoldgica de la cepa, se tomé la mejor colonia
aislada, la cual se sembré por estrias en la superficie de una caja de Petri con agar minimo
glucosa (GM) suplementado con un exceso de His/Bio y ampicilina, se llevo a incubacién a
37°C por 48 horas. Luego, se realiz6 el mismo procedimiento, obteniendo una segunda
purificacion del cultivo (141).

Posteriormente, se tomaron cinco colonias del ultimo cultivo purificado y se inocularon por
estria en la superficie de una caja de Petri con agar minimo (GM) suplementado con un
exceso de His/Bio y ampicilina, se llevo a incubacion a 37°C por 48 horas. Finalmente,
confirmado el crecimiento bacteriano se tomé un indculo de cada estria, y cada uno se sembro
en 5 mL de caldo nutritivo, se realizé un cultivo overnight a 37°C para confirmar las marcas
genotipicas.
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Identificada la colonia con mayor viabilidad genética, de la caja Petri que contenia el cultivo
puro, se tomd un indculo de dicha colonia, y se realiz6 un nuevo cultivo overnight en 4.5 mL
de caldo nutritivo, se llevd a incubacion a 37°C con agitacion a 120 rpm para alcanzar una
densidad cercana a 1-2*10° células. Se adicion6 a dicho cultivo 0,5 mL de un criopreservado
estéril (glicerol/DMSO), se realiz6 la homogenizacion por vortex los 5 mL resultantes, se
distribuyeron en 5 tubos criogénicos estériles, los cuales fueron almacenados a -80°C (141).

3.2.2.7.  Confirmacién de marcas genotipicas

El andlisis de las caracteristicas genotipicas de las cepas TA97 y TA100 (véase Tabla 9), se
realizd de acuerdo a Mortelmans & Zeiger (2000)(141):

Dependencia de histidina: Se mezcld 0.1 mL de L-histidina 0.1 M y 0.1 mL de D-biotina
0.5 mM en agar minimo (GM). Se sembraron placas de control de biotina y de histidina-
biotina y se incubaron a 37°C por 48 horas (la dependencia histidina, impide el crecimiento
bacteriano, en las placas carentes de histidina).

Mutacion rfa: Se adiciond 0.1 mL de los cultivos incubados a 45°C (previamente agitado
tres veces) en una placa de agar. Posteriormente, se difunden 10 pL de solucion cristal violeta
(1 mg/mL) en el centro de un disco de papel filtro Whatman estéril que se dispuso sobre el
agar. Luego de 12 horas de incubacion a 37°C, debe aparecer una zona de inhibicién de
aproximadamente 14 mm alrededor del disco, indicando asi la presencia de la mutacion rfa
(la mutacion rfa altera la estructura correcta de la barrera lipopolisacarida que rodea a la
bacteria, haciéndola méas permeable a distintas sustancias a las que es expuesta).

Mutacién uvrB: Se sembraron alicuotas de las cepas en cajas de Petri con agar, se cubrieron
hasta la mitad con papel aluminio y se irradiaron con la luz ultravioleta de una lampara
germicida de 15 W y 280 nm de longitud de onda a una distancia de 33 cm durante ocho
segundos. Las cajas se incubaron durante 24 horas y posteriormente se verificé el crecimiento
(la mutacién uvrB no permite un correcto arreglo de fallas en la recombinacion del DNA
como producto de la exposicion ante agentes mutagénicos).

Factor R (Plasmido pKM101): El Factor R otorga resistencia a la ampicilina y debe ser
evaluado rutinariamente dada su inestabilidad y alta probabilidad de perderse. En esta prueba,
las cepas se sembraron durante 12 a 14 horas en agar minimo (GM) con 0.1 mL de ampicilina
a 0.1 M (10 pL de 8 mg/mL en 0,02N NaOH) (153). En esta prueba, s6lo aquellas cepas que
contengan el plasmido pkM101 creceran.

3.2.2.8.  Preparacion de las cajas maestras y cultivos en agar inclinado

De un cultivo overnight en caldo nutritivo, se tomo un indculo y se sembré en superficie por
estria en caja Petri con agar GM suplementado con 0,05 mM de histidina y 25 pg/mL de
ampicilina, se incubo durante 48 horas a 37°C. Al finalizar la incubacion, se seleccionaron

37



las cajas que presentaron un mejor crecimiento bacteriano. Se tomo un indculo y se sembro
por estria en la superficie de agar GM inclinado (10 mL) en tubos de ensayo, se incubd a
37°C por 48 horas. Transcurrido el periodo de incubacion, se verificd el crecimiento
bacteriano. Posteriormente son conservados en refrigeracion a 4°C por 2 meses, tiempo en el
cual los cultivos conservan sus caracteristicas genotipicas (154).

3.2.2.9. Preparacion de la mezcla de activador enzimatico S-9

Por cada mililitro de mezcla se adicionaron 0.04 L de fraccion de S-9, 8 umoles de MgCl2,
33 pmoles de KCI, 5 pumoles de Glucosa-6-fosfato, 4 pmoles de NADP y 100 umoles de
fosfato de sodio a pH 7.4. Las soluciones de NADP (0.1 M) y glucosa-6-fosfato (1M) se
prepararon con agua destilada y se almacenaron en tubos estériles a -20°C. Las soluciones de
las sales MgClI2 (0.4M) y KCI (1.65 M) y del buffer de sodio a pH 7.4 (0.2 M), se esterilizaron
en autoclave y se conservaron en refrigeracion (153).

3.2.2.10. Prueba de Ames

El ensayo de mutagenicidad se desarrolld para cada extracto de muestra (de cada punto de
muestreo) y para cada una de sus concentraciones determinadas mediante el ensayo
preliminar de dosis-respuesta. Este ensayo se realiz6 por triplicado para las cepas TA97 y
TA100, con y sin activacion enzimatica (S-9) considerando la evaluacion de actividad
mutagénica de la sustancia problema y dos controles: uno positivo (para confirmar las
caracteristicas genotipicas de las cepas) y uno negativo. Se empleara el DMSO como el
solvente de control en los controles negativos y 2-aminofluerono (2-AF) (1 mg/mL) junto
con Azida de sodio (AZ) (1 mg/mL), como sustancias mutagénicas conocidas para los
controles positivos con y sin activacion metabolica (Mezcla S-9 al 10%) respectivamente
(144)(141).

El ensayo de mutagénesis incluyo el procedimiento de Incorporacion en placa: se adiciond
0.1 mL del cultivo de la cepa con una densidad de 1-2*10° cel. /mL a 2,0 mL de agar superior
entre 43°C y 45°C, con 0.2 mL de L-histidina/D-biotina 0.5 mM, 0.5 mL de la mezcla S-9 si
es el caso y 0.5 mL del extracto de la muestra de agua del rio Cerrito. Incorporado el indculo,
se agitdé suavemente la mezcla y se vertieron rapidamente sobre cajas de Petri con agar
minimo (GM) y se incubaron a 37°C durante 48 horas. En cada uno de los ensayos, se
incluyeron controles negativos y positivos.

Interpretacion de resultados. Para determinar el indice Mutagénico (IM), se empled la regla
del two-foldincrease; una muestra se considera Mutagénica (M) si la relacion entre las
revertantes espontaneas obtenidas en la muestra y las revertantes espontaneas obtenidas en
el control negativo (DMSO) es igual o mayor a dos (> 2). De igual manera, se considero
Levemente mutagénica (LM) si el IM fue inferior a dos (< 2), pero diferente de uno (# 1)
(144)(153). Finalmente, los indices menores a uno (> 1) se consideran como no mutagénicos
(NM) (155)(141).
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3.2.3. Disefio experimental y andlisis estadistico

Seleccion y descripcidn de la investigacion. El estudio se clasifico como una investigacion
experimental, transversal.

a. Experimental: La variable experimental en el agua (concentracion de la muestra) se
evaluo en diferentes ensayos con dos especies de cepas microbioldgicas, con o sin
activacion enzimatica; con el objetivo de determinar efecto sobre la variable respuesta
y evidenciar la posible actividad mutagénica.

b. Transversal: El estudio de las variables se realiz6 en un momento dado en el tiempo;
la recoleccion de las muestras se efectud en un periodo de un afio, iniciando en el mes
de abril del 2014.

Poblacion de estudio y muestra. En esta investigacion la poblacion de estudio fue el agua
del rio Cerrito en el Valle del Cauca. La muestra estudio estaba comprendida en tres puntos
que corresponden al programa de muestreos de la Corporacion Autdnoma Regional del Valle
del Cauca (CVC) para la cuenca del rio Cerrito en el Valle del Cauca. Las estaciones de
muestreo fueron establecidas teniendo en cuenta la cabecera del municipio de El Cerrito;
siendo este el punto de referencia de acuerdo al objetivo de la investigacion, los cuales se
describieron en el &rea de estudio. La investigacion se realiz6 con muestreos que se repiten
tres veces, debido al costo y al tiempo de realizacion de los muestreos programados por la
CVC.

Disefio experimental. Para el andlisis estadistico de la investigacion, se utiliz6 un
experimento de parcelaciones divididas bajo un disefio de bloques con estructura factorial
del2 tratamientos (3*2*2), 3 réplicas cada uno. Se definié como:

Unidad experimental: Placas con Agar Glucosa Minimo (GM) (numeral 2.2.2.1)
Variable de respuesta: indice de mutagenicidad (IM).

Determinacion de niveles, factores y tratamientos.

a. Factor 1.: Punto de muestreo de agua

Para el cual se tuvo en cuenta tres niveles: aguas arriba (Balneario las brisas), aguas en
el sitio (Puente Cali-Buga) y aguas abajo (Puente Callejon San Fernando, antes de la
desembocadura al rio Cauca).

b. Factor 2.: Cepa de Salmonella typhimurium
Para la cual se tuvo en cuenta dos niveles que fueron las cepas TA97 y TA100
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c. Factor 3.: Tratamiento de activacion metabdlica
Para el cual se tuvo en cuenta dos niveles: ausencia de la mezcla S-9 y presencia de la
mezcla S-9.

Por lo tanto, se tendran 12 tratamientos (3*2*2), con 3 réplicas cada uno. En la Tabla 10 se
muestra la estructura factorial de esta experimentacion.

Tabla 10. Estructura factorial para muestra de agua superficial
Factores Niveles

F1 Agua Sitio 1: zona arriba (antes de la descarga)
Sitio 2: zona en el sitio (después de la descarga)

Sitio 3: zona abajo (antes de la desembocadura al rio

Cauca)
F2 Bacterias T97
TA100
F3 Tratamiento de activacion Con S9
metabolica .
Sin S9

La aleatorizacion de los experimentos se realizo con la recoleccion de las muestras agua al
azar en los diferentes sitios. Posteriormente entran en proceso de pre tratamiento y después
del pretratamiento, se le asigna al azar la cepa bacteriana y el tratamiento de activacién
metabolica.

Analisis estadistico. Dadas las condiciones como se realizé el experimento, corresponde a
un Experimento de Parcelas divididas bajo un Disefio de bloques, como se evidencia en el
modelo estadistico (Anexo 01). Las hipétesis que se probaron para este modelo fueron:

Hipotesis de interaccion: Esta es la primera que debe probarse, la significancia de la
interaccion.

Ho: (tya)iw= 0 Vi(no hay interaccion entre los factores sitio, cepa y activacion
metabolica).
Ho: (ty)i= 0 Vij(no hay interaccidon entre los factores sitio, cepa).

Ho: (ta)i= 0 Vj(no hay interaccion entre los factores sitio, activacion).

Ho: (ya)w= 0 Vij (no hay interaccion entre los factores cepa y activacion

metabolica).
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Hipotesis de efectos principales:
Ho:ti=t2=13="1 vs.  Hi: izt Vizi”
Ho:yi=y2=v vs.  Hi: vy Vk=k™
Ho: ati= o = a vs.  Hi:ouzou VIzl"

Los célculos de los resultados de estos experimentos como son el analisis de la varianza,
comparaciones multiples, prueba de Levene y graficos se efectuaron en el programa
estadistico R, en el cual se contrastan las pruebas de hipotesis de interaccion y de efectos
principales frente a un nivel de significancia del 5%.

Se determinaron las interacciones entre: el sitio de muestreo y el activador enzimatico; la
cepay el activador enzimatico, donde la significancia de estas interacciones se comprobé por
medio de la Prueba de Tukey (nivel de significancia del 5%). Finalmente, se mostro el efecto
entre los factores, sitio de muestreo, cepa y activador enzimatico.

3.3. Resultados

El estudio de la mutagenicidad por efecto de los efluentes de las curtiembres en aguas
superficiales del rio Cerrito, inicia con la caracterizacion fisicoquimica y la evaluacion del
indice de calidad del agua. Posteriormente, se realiza la evaluacion de la actividad
mutagénica mediante la prueba de Ames, con las cepas TA97 y TA100 de Salmonella
typhimurium. Estos andlisis se realizaron en cada una de las estaciones de monitoreo: Sitio 1
(Balneario Las Brisas -zona arriba, antes de la descarga), Sitio 2 (Puente via principal Cali-
Buga-zona en el sitio, después de la descarga) y Sitio 3 (Antes de la desembocadura al rio
Cauca-Puente Callejon San Fernando, zona abajo).

3.3.1. Caracterizacion fisicoquimica y microbiol6gica

La determinacién de las condiciones fisicoquimicas y microbioldgicas del agua superficial
del rio Cerrito, se presentan en la Tabla 11. Se puede observar que las condiciones de pH del
agua en el rio, son iguales en las diferentes estaciones de muestreo, pero se presentd un leve
aumento en el Sitiol. Balneario Las Brisas (zona arriba-antes de la descarga), en un rango
entre 7.86 — 8.02. La conductividad aumentd a lo largo que se desplazan las corrientes en el
rio, siendo menor en el Balneario Las Brisas con un valor promedio de 141.3 uS/cm y mayor,
antes de la desembocadura al rio Cauca (zona abajo) con un valor promedio de 385 puS/cm.

Por otro lado, se registro una mayor turbiedad en el Sitio 2. Puente Principal Cali-Buga (zona
en el sitio-después de la descarga), seguido del Sitio 3, antes de la desembocadura al rio
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Cauca y del punto Balneario La Brisas. Por consiguiente, el color aparente fue mayor en el
Puente via Principal Cali-Buga, en el primer (65.8 UPC) y tercer muestreo (21 825.0 UPC).

Tabla 11. Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de las aguas del rio Cerrito

Parametros Unidades Abril 2014 Septiembre 2014 Abril 2015
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Temperatura °C 20 23.7 24 19.8 234 24.8 18.0 25.0 25
pH Unidades  7.86 7.65 7.57 7.94 7.65 751 8.02 7.57 7.41
Conductividad ~ pSfcm 1470 2700 3720 1390 2310  300.0 138 297 483
Turbiedad UNT 100 2400 1770 330 1580 420 0.83 28.4 125
Color UPC 2.0 65.8 409 9.0 7.65 30.0 460 218250 458
aparente
?g'tﬁg: mg/L 440 2090 3060 1100 2140 2300 126 261080 416
Solidos

. mg/L 195 97.5 769 <114 440 180 <114 226670 820
suspendidos
SF’"“OS mg/L 245 1220 2290 986 1700 2120 115 34410 334
isueltos
Demanda
Bioquimicade ~ mg/L <0954 137 21.2 2.76 3.83 9.39 1.14 97.9 16.7
Oxigeno
Demanda
Quimica de mg/L <533 120 1640 181 383 1460 947  695.0 144
Oxigeno
Oxigeno mg/L 7.26 6.12 3.43 7.32 6.98 2.52 7.59 6 3.03
disuelto
Oxigeno
porcentaje %S 9442 8159 4582 9482 9252 3419 9471 ) 41.26
saturacion
Alcalinidad mg/L 722 1090 1350 792 1110 1210 684 245 164.0
Dureza mg/L 673 1230 1410 816 1230 1190 745 133 159
Cloruros mg/L 2.19 5.26 15.6 <2.33 5.47 13.3 <2.33 4.72 321
Nitrégeno
Tota mg/L <208 <208 307 ) ) ) ) ) )
Nitratos mg/ NOs 1.62 3.56 344 0616 213 1.16 1.96 6.60 5.94
Nitritos mg/L NO2 0 00452 0173 00128 00776 0569  0.0206 0.0961  0.296
Sulfatos mg/L <5.0 13.8 195 5.17 16.3 256 5.91 15.9 436
Fésforo Total mg/L  <0.0509 00670 0380 <0.0509 0.0905 0526 <0.0509 0115  0.319
Hierro Total mg/L <0240 957 452 <0240  2.66 267 0295 3860 129
Q"Oatg?a”ew mg/L <0246 0370 0302 0595 0828 <0246  1.20 16.0 1.48
Cromo Total mg/L <0.294 <0.294 <0.294 <0.294 <0.294 <0.294 <0.294 1.24 <0.294
$8::;2£mes NMP/100mL 6,6,E+04 1,1,E+06 1,5E+07 9,3E+02 6,6,E+05 1,1E+07 6,6,E+03 6,6E+05 6,6E+07
Egclglcé;mes NMP/100mL 43.E+03 43E+04 2.3 E+06 2,3 E+02 24E+05 93E+05 75E+02 2.4E+05 2.4.E+07

1: Sitio 1 (Balneario Las Brisas-Zona arriba). 2. Sitio 2. (Puente via principal Cali-Buga-Zona en el sitio). 3. Sitio 3. (Antes
de la desembocadura al rio Cauca-Puente Callejon San Fernando-Zona abajo).

De igual manera, los Solidos Totales (ST) presentaron un incremento antes de la
desembocadura al rio Cauca, a excepcion del afio 2015, donde la mayor concentracién de ST
se registro en el Sitio 2, después de la descarga (26 108.0 mg/L). Los Sélidos Suspendidos
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(SS) presentaron una mayor concentracion en el Sitio 2 - después de la descarga, seguido del
Sito 3-antes de la desembocadura al rio Cauca y posteriormente, el Sitio 1-antes de la
descarga. En el afio 2015, también se registré una mayor concentracion de Soélidos Disueltos
(SD), en el Sitio 2, zona después de la descarga (3 441 mg/L), seguido del Sitio 3 (334 mg/L)
y, por ultimo, en el Sitio 1-antes de la descarga (115 mg/L). Del mismo modo, la Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO): 97.9 mg/L y la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO): 695
mg/L, presentaron su mayor concentracion en el Sitio 2. En general, se observo que el agua
superficial del rio Cerrito presenta mayor DQO en cada sitio (<5.33 mg/L a 695 mg/L), al
comparar con las DBOS5, la cual registrd concentraciones mas bajas (<0.954 mg/L a 97.9
mg/L). En cuanto al porcentaje de saturacion de oxigeno, se observa que disminuye a medida
que las corrientes de agua, avanzan hacia el Sitio 3 (zona abajo, antes de la desembocadura
al rio Cauca). Con un mayor porcentaje, en la Sitio 1 (zona arriba-antes de la descarga), con
un valor promedio de 94.65% y menor en la zona abajo-antes de la desembocadura al rio
Cauca, con un valor promedio de 40.42%.

De acuerdo a los analisis microbioldgicos, se encontré un mayor nimero de microorganismos
Coliformes (totales y fecales) en la zona abajo, antes de la desembocadura al rio Cauca; en
promedio se registrd 3.1x10" NMP/100 mL para Coliformes totales y 9.1x10® NMP/100 mL
para Coliformes fecales. Para el afio 2015, se presentd el aumento de estos microorganismos
en esta zona. Por el contrario, zona arriba (antes de la descarga), se present un menor nimero
de microorganismos Coliformes. De igual modo, la alcalinidad, también aumenta a medida
que las corrientes de agua avanzan, hacia el punto antes de la desembocadura al rio Cauca,
con un valor promedio de 139 mg/L. Siendo menor, zona arriba-antes de la descarga con un
valor promedio de 73.26 mg/L. El mismo comportamiento se registra, con la dureza y los
cloruros. Con respecto a los iones de Hierro (Fe), Manganeso (Mn) y Cromo (Cr); el hierro
muestra una mayor concentracion en la zona en el sitio-despues de la descarga, en el primer
semestre del afio 2014 y en el afio 2015. Pero, en el segundo semestre del afio 2014 muestra
igual concentracion en las zonas en el sitio-después de la descarga y en la zona abajo-antes
de la desembocadura al rio Cauca. EI Mn, siempre registra una mayor concentracion en la
zona-después de la descarga, especificamente en el punto, Puente via principal Cali-Buga.
Se evidencia un aumento gradual en el tiempo, con concentraciones que van desde 0.370
mg/L (1% muestreo) y 0.828 mg/L (2% muestreo), en el afio 2014 y 16.0 mg/L (3er muestreo)
en el afio 2015. La concentracidn Cr Total, puede ser detectable en el afo2015 con 1.24 mg/L,
fecha en la cual, se evidencia un incremento en los niveles de los parametros fisicoquimicos
evaluados.

Con relacion, a la valoracion de los indices de Calidad del Agua (ICA), los sitios estudiados,
que el ICA CETESB (Figura 8) indica, que las aguas superficiales del rio Cerrito zona arriba,
en el punto Balneario Las Brisas (antes de la descarga), presentan una buena calidad. La
cual, se va deteriorando a medida que las corrientes avanzan el curso hacia la zona abajo,
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antes de la desembocadura al rio Cauca; pasando a regular calidad en el Puente via principal
Cali-Buga (después de la descarga) a mala calidad en la zona abajo-Puente Callejéon San
Fernando.
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Figura 8. Evaluacion de la calidad del agua superficial del rio Cerrito para consumo humano

de acuerdo al ICA CETESB

Al evaluar la calidad del agua superficial del rio Cerrito, para ser destinada como agua de
riego agricola, a través del ICA DINIUS (Figura 9), se determina que las corrientes de agua
en la zona arriba-antes de la descarga, pueden ser utilizadas con un tratamiento menor en
aquellos cultivos, que requieran agua de alta calidad. En la zona después de la descarga solo
es utilizable en el afio 2015, sin tratamiento alguno para la mayoria de los cultivos. Sin
embargo, el deterioro de la calidad del agua al llegar a la zona abajo-antes de la
desembocadura al rio Cauca, condiciona su uso, pues requiere un tratamiento para ser
utilizada en la mayoria de los cultivos.
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Figura 9. Evaluacién de la calidad del agua superficial del rio Cerrito para uso de riego
agricola de acuerdo al ICA DINIUS

Al evaluar la contaminacion por materia organica, a la que esta expuesta el rio Cerrito, se
evidencia a través del ICOMO (Figura 10), que los cuerpos de agua presentaron una baja
contaminacion en el Balneario Las Brisas, en el primer semestre del afio 2014 y del afio 2015,
sin embargo, la contaminacion disminuye en el segundo semestre del afio 2014,
considerandose muy baja. Al incursionar en el recorrido del cauce, la contaminacion por
materia organica se incrementa; se considera como media contaminacion a partir del segundo
semestre del 2014, en la zona después de la descarga, en el Puente via principal Cali-Buga,
hasta alcanzar una alta contaminacion en el afio 2015 en este sitio y de igual manera, en la
zona abajo, antes de la desembocadura al rio Cauca, durante todo el periodo de la
investigacion (abril 2014-abril 2015).

Finalmente, la evaluacidn de la calidad del agua del rio Cerrito teniendo de en cuenta los
parametros fisicoquimicos e igualmente los valores ICA, muestran que hay una influencia no
solo espacial, sino, también temporal en la calidad del agua. Especificamente lo temporal se
evidencia, por las condiciones fisicoquimicas que muestran deterioro de la calidad del agua
en el muestreo de abril del 2015, que coincidi6 con una temporada de lluvias, que contribuyo
al incremento del color, ST, SS, SD, DBO y DQO, principalmente.
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3.3.2. Evaluacion de la actividad mutagénica

En las tablas 12 y 13, se presentan los indices de Mutagenicidad (IM) determinados en las
aguas del rio Cerrito utilizando las cepas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium con 'y
sin activador enzimatico. En general, los resultados muestran que las aguas superficiales del
rio Cerrito, alcanzaron un nivel mutagénico leve, con (+S9) y sin (-S9) activacion metabdlica
con ambas cepas.

Se detectdé mutagenicidad con la cepa TA-97 sin S9, solamente en el tercer muestreo
realizado para el sitio 1(zona arriba-antes de la descarga Balneario Las Brisas), con un IM:
2.3. Mientras que con la cepa TA100 mas S9, se detecté mutagenicidad en el primero y tercer
muestreo para el sitio 3 (zona abajo de la descarga, antes de la desembocadura al rio Cauca)
con un IM: 2.3y 2.0 respectivamente.
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Tabla 12. Actividad mutagénica en aguas superficiales del rio Cerrito determinada con la
cepa Salmonella typhimurium TA97 con y sin activacion metabélica (S9)

Sitios de Muestreo  Cr total Dosis TA97
muestreo
(mg/L)  (uL/Plato)  (+S9) IM (-S9) IM
Sitio 1 (Zona A <0.294 1E-02 174+0.0 1.6 140+24.0 1.3
arriba-antes de la 1E-03 187+4.2 1.7 181+0.0 1.7
descarga, 1E-04  152+10.6 1.4 178+16.3 1.7
Balneario Las
Brisas) B <0.294 1E-02 154+0.7 1.4 130+4.9 1.2

1E-03 125+1.4 11 137+6.4 1.3
1E-04 135+3.5 1.2 152+0.7 1.4
C <0.294 1E-08 152+2.8 1.4 144+0.6 1.3
1E-09 156+8.5 1.4 121+12.7 11
1E-10 148+11.3 14 242+3.5 2.3

Sitio 2 (Zona-sitio A <0.294 1E-01 15145.7 14 189417 1.8
de la descarga, 1E-02  151#127 14 168+8.6 16
Puente via 1E-03 171+1.4 1.6 160+1.5 15
principal Cali-

Buga) B <0.294 1E-02 135+0.7 12 145+35.4 1.4

1E-03 145+0.7 1.3 156+0.0 1.5
1E-04 165+0.0 1.5 129+15.5 1.2
C <0.294 1E-08 184+22.6 1.7 117£13.4 11
1E-09 140+12.7 1.3 126+0.6 1.2
1E-10 150+29.0 14 139+8.5 1.3

Sitio 3 (Zona A <0.294 1E-02 15624.9 1.4 140%16.2 1.3
abajo, Antes de la 1E-03 175+4.2 1.6 149+1.4 1.3
desembocadura 1E-04 189+2.8 17 183177 17
al rio Cauca-
Puente Callején B 1.24 1E-03  193#31.1 1.8 114457 1.1
San Fernando) 1E-04 126+12.0 1.2 138+11.4 13
165+4.2 15 122+18.4 1.1
C <0.294 1E-08  159+12.7 15 132+11.0 1.2

1E-09 171+3.5 1.6 123£3.1 11
1E-10 180+2.8 1.7 143£1.3 1.3
DMSO 109 107

Muestreo: A. Abril 15-2014. B. Septiembre 27-2014. C. Abril 30-2015

(+S9) y (-S9): con y sin activador enzimatico respectivamente

IM: indice de Mutagenicidad. Nivel de mutagenicidad calificado como: No Mutagénico cuando los valores
son <1. Levemente Mutagénico en el rango de 1.1 a 1.9 y Mutagénico para los valores >2.0

El andlisis general de los resultados obtenidos frente a las fuentes de variacion (Anexo 2),
mostré que no hubo efecto de la dosis (p-valor = 0.668) empleada en los ensayos de
mutagenicidad, indicando que no hubo una relacion lineal entre la dosis y el 1M, por lo tanto,
es posible retirar su efecto del modelo estadistico. Los modelos estadisticos tanto con
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covariable (dosis) como sin covariable cumplieron con el supuesto de normalidad a niveles
de significancia mayores a 0.15 y homogeneidad de varianzas a niveles de significancia
mayores a 0.18 (Anexo 3).

Tabla 13. Actividad mutagénica aguas superficiales del rio Cerrito determinada con la cepa
Salmonella typhimurium TA100 con y sin activacion metabdlica (S9)

Sitios de muestreo  Muestreo  Cr total Dosis TA100
(mg/L)  (uL/Plato)  (+S9) IM (-S9) IM
Sitio 1 (Zona A <0.294 1E-01 93+0.7 12 13371 17
arriba-antes de la 1E-02 81+12.0 1.0 113+57 15
g‘flf]aeﬁ?o Las 1E-03 74+0.7 1.0 103+14 13
Brisas) B <0.294 1E-01 77421 1.0 123t5.7 16
1E-02 11242.8 1.4 108464 1.4
1E-03 115+1.4 15 98+2.1 13
C <0.294 1E-01 90+1.2 12 89+75% 1.1
1E-02 10345.7 13 119+0.7* 1.4
1E-03 82+0.7 1.0 122+¢1.4* 15
Sitio 2 (Zona-sitio A <0.294 1E-01 93+1.4 1.2 108485 1.4
de la descarga, 1E-02 86+2.8 1.1 1194+20 15
?:l;firjtseu\g:)prmc'pal 1E-03 74+2.8 1.0 111450 1.4
B <0.294 1E-01 1012.8 13 12078 16
1E-02 90+2.8 1.2 189+134 17
1E-03 111+1.4 1.4 109+6.4 1.4
c <0.294 1E-01  106217.0 14  144+19.8* 1.7
1E-02 96+2.8 12 13249.2* 16
1E-03 85+9.9 1.1 100£6.0* 1.2
Sitio 3 (Zona abajo, A <0.294 1E-01 91+1.4 12 107449 1.4
Antes de la 1E-03  180+14.1 2.3 150+14.8 1.9
gfff?ggjgg”ra 1E-04 13535 12 121350 16
Puente Callején B 1.24 1E-01 86+2.1 1.1 138+18.4 1.8
San Fernando) 1E-02 89+0.7 1.1 103+7.8 1.3
1E-03 89+1.4 1.1 127+¢13 16
c <0.294 1E-01  121#12.7 16 110£¢9.9* 13
1E-02 15942.1 2.0 84+156* 1.0
1E-03  104+17.7 13 133+134* 1.6

DMSO 79 77 - *83

Muestreo: A. Abril 15-2014. B. Septiembre 27-2014. C. Abril 30-2015

(+S9) y (-S9): con y sin activador enzimatico respectivamente

IM: Indice de Mutagenicidad. Nivel de mutagenicidad calificado como: No Mutagénico cuando los valores
son <1. Levemente Mutagénico en el rango de 1.1 a 1.9 y Mutagénico para los valores >2.0
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Por lo anterior, el anélisis de varianza del indice Mutagénico (IM) se realizo sin el efecto de
la dosis (Tabla 14), donde se puede evidenciar que Unicamente las interacciones Sitio de
muestreo*activador enzimético y Cepa*activador enzimatico, tienen un efecto significativo
en el IM, con un p-valor de 0.04 y 0.004 respectivamente. La figura 11, muestra el efecto de
la interaccion entre el sitio de muestreo y el activador enzimatico (S9), se observa que esta
interaccion causa un efecto directo en el indice de mutagenicidad el cual, aumenta o
disminuye dependiendo de la interrelacion entre el sitio, la presencia o la ausencia de la
mezcla S9. De igual manera, la figura 12 muestra el efecto de la interaccién entre la Cepa*
activador enzimatico, indicando que el IM tiende aumentar o a disminuir cuando interactdan
las cepas TA97 o TA100, con activacion o sin activacion metabdlica.

Tabla 14. Andlisis de varianza del IM de la interaccion entre los factores sitio, cepay
activacion metabdlica

Fuente de Variacién GL SC F-Valor P-Valor
Rep/Bloque 2 0.24685 212 0.126
Sitio de muestreo 2 0.08907 1.38 0.468
Rep*Punto 4 0.12926
Cepa 1 0.05333 0.92 0.341
Activador 1 0.10704 1.84 0.178
Sitio muestreo*Cepa 2 0.18167 1.56 0.216
Sitio muestreo*Activador 2 0.38685 3.32 0.04
Cepa*Activador 1 0.50704 8.71 0.004
Sitio muestreo*cepa*activador 2 0.04019 0.35 0.709
Error 90 5.237
Total 107 6.9785
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Figura 11. Interaccion entre el sitio de muestreo*activador enzimético
Activador enzimético: 1. (+S9), 2. (-S9). Sitio de muestreo: 1. Balneario Las Brisas, 2. Puente via principal
Cali-Buga. 3. Antes de la desembocadura al rio Cauca-Puente Callejon San Fernando.
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Figura 12.Interacciéon entre el activador enzimatico (fraccion microsomal S9)*cepa bacteriana

de Salmonella typhimurium (TA97 — TA100).
Activador enzimatico: 1. (+S9), 2. (-S9). Cepa Salmonella typhimurium: 1. TA97. 2. TA100.
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3.4. Discusion

La estimacion de los indices de calidad del agua (ICA) para el rio Cerrito, es un indicativo
que permite conocer el nivel de contaminacion de las aguas superficiales, a partir del estudio
de un conjunto de parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos (156). De acuerdo al ICA
CETESB, el agua superficial del rio Cerrito presenta una buena calidad, para ser destinada al
consumo humano en el sitio 1(Balneario Las Brisas) en un rango de 67.0 — 74.7 (valor ICA).
Sin embargo, la calidad del agua disminuye de forma progresiva en direccién aguas abajo,
calificando el cuerpo de agua en el sitio 2 (Puente via principal Cali-Buga) de regular calidad
(38.5-45.7), y al finalizar el recorrido en el sitio 3 (Antes de la desembocadura al rio Cauca-
Puente Callején San Fernando), en todos los casos se clasifico de mala calidad para consumo
humano, en un rango de 26.0 a 32.0 (valor ICA). En este Gltimo sitio para el afio 2014, se
registraron valores de DBO5 de 16.70 mg/L y 21.20 mg/L con porcentaje de saturacion de
oxigeno de 41.26 y 45.82, haciendo evidente el alto contenido de materia organica.

Por otro lado, los analisis microbioldgicos, revelaron un incremento en los Coliformes totales
y fecales, a medida que el rio recorre el municipio; encontrandose valores minimos de
9.3x10%y 2.3x10> NMP/100mL para Coliformes totales y fecales respectivamente, en el Sitio
1y valores maximos de 6,6 x 10" y 2.4x10" NMP/100mL de Coliformes totales y fecales en
el Sitio 3. Cabe mencionar, que de acuerdo a la ley colombiana que rige a partir del 2015 en
el Decreto 1076 (108), se fija un limite permisible en aguas superficiales de 2.0X10*
NMP/100mL para Coliformes totales y de 2.0x10® NMP/100mL para Coliformes fecales, en
el caso que las aguas destinadas para consumo humano, requieran un tratamiento
convencional.

De acuerdo a la Resolucién 2115 (157), el agua para consumo humano debe cumplir con un
conjunto de caracteristicas fisicas y quimicas, de manera que no se presenten efectos adversos
en la salud humana. Pardmetros como la turbiedad y el color aparente, son alertas de la
contaminacion del agua, en los sitios muestreados se registraron valores de turbiedad entre
0.83 UNT — 240 UNT; esta condicion se refleja en el color aparente, en el punto Puente via
principal Cali-Buga, después de la descarga y en la zona baja-antes de la desembocadura al
rio Cauca, alcanzando valores de 65.8 UPC en el primer semestre de 2014 y de 21 825 UPC
en el primer semestre del 2015, en el punto después de la descarga. Igualmente, se registraron
valores promedios de 38.9 UPC antes de la desembocadura al rio Cauca. Cabe mencionar,
que el agua para consumo humano establece un valor maximo aceptable de 2 UNT vy de 15
UPC de color aparente. En cuanto a las caracteristicas quimicas, haciendo referencia a los
iones de hierro y manganeso, se registraron concentraciones por encima de 0.3 mg/L y de 0.1
mg/L respectivamente (Tabla 11), siendo estas las concentraciones maximas permisibles,
para el hierro y manganeso en el agua de consumo humano.
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Las alteraciones de estos parametros puntuales, se atribuyen a que en estos puntos el cauce
de rio recibe, residuos domésticos, de materiales y basuras, que la poblacién descarta a la
altura del Puente via principal Cali-Buga, de igual manera la turbiedad esta relacionada con
los depdsitos de materia organica que se generan con las descargas de los efluentes de las
curtiembres (grasas y solidos gruesos), presentandose, por lo tanto, residuos de las sustancias
quimicas utilizadas durante el proceso de curtido. A su vez, la demanda quimica de oxigeno
es mayor a la demanda bioguimica que se presento en las aguas superficiales del rio Cerrito.

La mayor concentracion en la DQO, indica la presencia de residuos quimicos o de sustancias
no biodegradables en las aguas vertidas, lo que también se evidencia con los altos niveles de
solidos disueltos (24.5 mg/L a 3 441 mg/L), los cuales integran trazas de sustancias
contaminantes; diferentes razones pueden causar esta condicion como son; los
deslizamientos de rocas, de material vegetal, actividades antrépicas como la extraccién de
material de arrastre, la agricultura y las descargas de efluentes por las curtiembres ilegales;
estos resultados se relacionan con los valores de ST y al observar, como disminuye la
concentracion de oxigeno a medida que las corrientes se desplazan de la zona arriba-antes de
la descarga (7.39 mg/L valor promedio) hasta zona abajo-antes de la desembocadura al rio
Cauca (2.99 mg/L valor promedio). La disminucién del oxigeno, puede afectar la vida
acuatica del ecosistema y la biodegrabilidad de la materia organica; disminuyendo su
capacidad de repararse asi mismo, su resiliencia (158) (159).

El ICA DINIUS, arrojé resultados similares al ICA CETESB en cuanto a la calidad del agua
del sitio 1, solamente este punto del rio Cerrito, se clasificO como agua aceptable (73.9—77.5
valor ICA) para ser destinada para riego agricola. Por el contrario, las aguas provenientes del
sitio 2, las zonas en el sitio de la descarga se categorizan como levemente contaminadas,
utilizables para la mayoria de los cultivos. Pero, en el primer semestre de 2015, el agua de
este punto, se clasifico como contaminada (48.3 valor ICA), por lo que, se debe realizar un
tratamiento antes de ser utilizada en la mayoria de los cultivos. Esta situacidn se repite para
el Sitio 3, la zona después de la descarga, durante el desarrollo de esta investigacion, las
aguas en este punto, se clasificaron como contaminadas en un rango, de 46.7 — 49.5 (valor
ICA).

Por Gltimo, el indice de Contaminacion por Materia Orgéanica (ICOMO), corrobora los
resultados mencionados para las aguas superficiales del rio Cerrito. El resultado obtenido
para el ICOMO, hace evidente una fuerte carga de materia organica que esta siendo vertida
a los cuerpos de agua en el sitio 3, antes de la desembocadura al rio Cauca. Presentando un
indice en el rango de 0.79 — 0.82, en una escala de muy alta de contaminacion, donde los
valores son cercanos a 1. Este resultado se fundamenta con los valores de DBO5, donde la
menor demanda bioquimica de oxigeno se presentd el sitio 1 con un valor de 0.954 mg/L,
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seguido del sitio 3 con 21.20 mg/mL y la mayor concentracion se registrd en el sitio 2 con
97.90 mg/mL. EI monitoreo realizado por la CVC, al rio Cerrito en los afios 2016 y 2017,
revelan igual comportamiento en los indices de contaminacion para los sitios 1 y 3, donde la
calidad del agua del rio disminuye, desde el sitio 1hacia el punto antes de la desembocadura
al rio Cauca, desde una muy baja contaminacion (sitio 1) hasta una media y alta
contaminacion (sitio 3) (160).

Con base en lo anterior, es posible realizar un comparativo de las condiciones fisicoquimicas
referentes a porcentaje de saturacion de oxigeno (PSO), pH y limite de los microorganismos
Coliformes, teniendo en cuenta que el sitio 1, es un balneario natural que es utilizado para la
recreacion de contacto directo. Los resultados de la investigacion, revelan que el balneario
Las Brisas presenta estos parametros en los siguientes rangos: PSO 94.42% - 94.71%, pH
7.02-8.02 y un valor de microbiano para Coliformes totales de 9.3x10> NMP/100 mL -
6.6x10* NMP/100mL y de 2.0x10?> NMP/100mL — 4.0x10° NMP/100mL. De acuerdo a lo
establecido en el Decreto 1076 de 2015 (108), las aguas superficiales destinadas para tal fin,
deben conservar un PSO de 70%, un pH 5.0 — 9.0 y un limite microbiano de Coliformes
totales equivalentes 1x10° NMP/100mL y de Coliformes fecales de 2.0x102 NPM/100 mL.
Lo anterior indica, que a pesar que las aguas del rio Cerrito en el balneario cumplen los
parametros establecidos para PSO y pH, presentan contaminacion por organismos
Coliformes. Para el afio 2013, se reportd una situacion similar en la cuenca del rio Cerrito,
donde los andlisis de Coliformes totales y fecales, registraron valores por encima de los
permisibles 5.8x10° NMP/100mL y 6.35x10° NMP/100mL respectivamente (107). Por
consiguiente, se observa un incremento del niamero de Coliformes en el Balneario Las Brisas.

La caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de las aguas del rio Cerrito, evidencian
que la descarga de aguas residuales, en conjunto con los residuos sélidos y materia organica
en general, alteran los criterios de calidad permisibles, para la destinacion del recurso para
uso humano. Los resultados obtenidos en la evaluacion de los ICAS, revelaron el impacto
negativo que estan causando las diferentes actividades antropogeénicas en la zona baja del rio
Cerrito, la contaminacién se fomenta de manera progresiva desde el sitio 2 (después de la
descarga de curtiembres) al sitio 3 (zona abajo), antes de la desembocadura al rio Cauca. Por
esta razon, el sitio 3 se caracteriza por contener aguas de mala calidad, con una alta
contaminacion, que no debe ser utilizada como agua de riego y mucho menos para consumo
humano (161).

Se puede afirmar, que este suceso se adjudica a los vertimientos: domésticos, industriales, de
curtiembres y a residuos de agroquimicos, que recibe el rio. Es importante tener en cuenta,
que el segundo tramo del rio Cerrito se ve afectado, por los vertimientos domésticos que esta
expuesto continuamente y por los residuos de basura que arrojan en la ribera del rio, a la
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altura del Puente via principal Cali-Buga. Lo que influye directamente, en el deterioro de la
calidad del agua en este punto, y por ende se contribuye a minimizar la calidad del agua en
la zona baja y en cuenca del rio.

Cabe mencionar, que, en el primer semestre del afio 2015, el agua superficial en el Puente
via principal Cali-Buga fue clasificada de mala calidad, con un valor de 30 de acuerdo al ICA
CETESB. Por lo cual, las aguas de este tramo del rio no calificaron para ser destinadas para
el abastecimiento publico. Esta misma situacion, fue registrada en el Plan de ordenacion y
manejo de la cuenca hidrografica del rio Cerrito (105), donde se reporta que el sector rural
dispone los residuos en espacios abiertos o también en el cauce del rio; en sitios como El
Castillo, El Placer y en la cabecera municipal de El Cerrito.

Estudios previos de la calidad del agua del rio Cerrito revelaron que las condiciones fisico-
quimicas se deterioran de un sitio a otro, pues se minimiza la calidad del cuerpo de agua
progresivamente, al atravesar el municipio, haciéndose evidente el incremento de la materia
orgénica desde el Balneario Las Brisas, hasta llegar al Puente Callején San Fernando, antes
de la desembocadura del rio Cauca (106). Un comportamiento similar, se presenta para los
parametros fisico-quimicos en el rio Bogota, el cual es afectado por vertimientos domésticos,
industriales y de curtiembres del municipio de Villapinzon (Cundinamarca); donde se reporta
que la concentracion de oxigeno disminuye a medida que el rio continta su curso pasando
por el area urbana del municipio. Se observa el aumento en las concentraciones de DBO5y
DQO por el incremento de la materia organica (162). Pardmetros como carbono total, color
verdadero, turbiedad se incrementan, a medida que las corrientes de agua recorren el rio,
alcanzando su valor méximo permisible antes del casco urbano del municipio y sobrepasando
el valor limite en el punto después de las curtiembres. De igual manera, las variables
microbioldgicas Coliformes totales y fecales, presentan valores por encima del nivel maximo
(108) desde el nacimiento hasta el punto después de las curtiembres (163).

Del mismo modo, un estudio de modelacion realizado en el rio Aburra, demostr6 que los
vertimientos de las curtiembres, contribuyen a la contaminacion por materia organica,
aumentando el DBO5 y la DQO, donde el agua residual de salida, supera los valores
permisibles para aguas vertidas, alcanzando concentraciones de 1502 mg/L y 3633 mg/L
respectivamente. Segun la Resolucién 631 de 2015 (96), las aguas residuales deben conservar
una concentracion de 600 mg/L de DBO5 y 1200 mg/L de DQO (164). Por otra parte, el rio
Pasto se encuentra afectado en la parte media por las descargas directas de curtiembres, las
cuales utilizan grandes volumenes de agua, aportando 4 432,85 kg/dia DBOS5, al cauce
principal. Los vertimientos generados en sus procesos contienen altas cargas de
contaminantes de cromo Yy sulfuros, afectando la calidad del cuerpo de agua, causando su
deterioro (165).
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A pesar que el propdsito del estudio, no contemplaba la temporalidad climatica; época seca
y época de lluvia, la caracterizacion fisicoquimica en conjunto con los indices de calidad de
agua (ICA) del rio Cerrito, evidenciaron la influencia temporal que se presenté en el tercer
monitoreo, en el periodo de abril del 2015, el cual estuvo asociado a una temporada de lluvias.
Donde se observo, el incremento de dichos parametros especificamente, en el sitio 2 (punto
de la descarga), seguido del sitio 3 (antes de la desembocadura) y por ultimo en el sitio 1
(antes de la descarga). Esta condicion se adjudica, a que las precipitaciones aumentaron el
caudal, teniendo en cuenta las escorrentias que se generan desde la parte alta de la cuenca
(sedimentos y residuos de agroquimicos). De igual manera, el movimiento de las masas de
agua, van a provocar la mezcla y la integracion, de los elementos organicos e inorganicos
que se encuentra depositados en los sedimentos, por la contribucion de las descargas de aguas
residuales (166).

Dicha situacién se refleja, en el aumento del color aparente, los solidos totales, suspendidos
y disueltos, DBO y DQO; este resultado, es reciproco con el incremento del ICOMO en este
periodo, por tal razon, se presenta el incremento en la concentracién de nutrientes y
minerales; nitritos, nitratos, fosforo, hierro y manganeso, como también la concentracion de
cromo total (sitio 2), todo lo anterior, asociado a la materia organica acumulada en los
sedimentos. Una situacion similar, se report6 en el rio Mini (India), la calidad del agua, se ve
disminuida en la estacion lluviosa, por el aumento de la contaminacion por materia organica,
presentando un ascenso en la concentracion de solidos totales, DBO, alcalinidad y sulfatos
(167).

Los resultados de esta investigacion, son consecuentes con los reportados para el rio Cordoba
(Magdalena), donde se evidencia el incremento de los s6lidos totales, suspendidos y disueltos
en dos periodos de lluvia, en la parte baja del rio hasta la desembocadura (168). Un resultado
equivalente se registré en el rio Garagoa (Boyacd), debido a que parametros como soélidos
totales, nitratos, nitritos y fosfatos, presentaron una variacion de acuerdo a la temporalidad,
mostrando un aumento en la época de lluvias, este comportamiento es asociado al incremento
del material de arrastre provocado por la intensidad de las lluvias (169).

Las aguas superficiales del rio Cerrito, evidencian concentraciones de cromo total de <0,294
mg/L, se presenta una excepcion en el sitio 2 (punto de la descarga) con una concentracion
de 1,24 mg/L. Asimismo, en el afio 2013 se registré una concentracion de cromo total en el
sitio 3 (antes de la desembocadura al rio Cauca) correspondiente a 0.426 mg/L (107). Aunque
las concentraciones de cromo reales, estuvieron por debajo del limite de deteccion en la
prueba realizada durante la investigacién, no se puede afirmar, que estas concentraciones son
inocuas para el medio ni para los organismos que habitan el ecosistema, pues estas
concentraciones casi despreciables, son catalogadas como fracciones biodisponibles, que no
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son detectables por métodos convencionales, donde los limites de deteccion no son lo
suficientemente exactos, como para cubrir los niveles casi efimeros de cromo en el agua
natural, es decir, ug, dm* o cantidades trazas (170).

Concentraciones entre 0.01 y 2.0 mg/L de cromo causan efectos subletales; alteraciones
morfolégicas en ciertas algas, disminucién en el crecimiento y reproduccion de algunos
invertebrados (171). De igual manera, se ha reportado la biocumulacion del metal en peces
que habitan el rio Ganges, el cual esta expuesto a la contaminacion con cromo por las
descargas de industrias de tenerias. Se encontrd que diferentes especies de peces que habitan
sitios contaminados, registraron concentraciones de cromo en musculo (0,89 ug/ g) y tejidos
branquiales (0,24 ug / g) de Labeo calbasu; musculo (0,44 pg / g) y branquias (1,23 pg/ g)
de Puntius sophore; y mtsculo (0.9617 pg/ g) y branquias (0.3628 pg / g) de Mystus. vittatus
97).

Por otro lado, en Colombia aplica el Decreto 1076 de 2015 (108), donde se determinan para
las aguas superficiales los criterios de calidad; de acuerdo a la destinacion del recurso se
establece solamente, limites para cromo (V1), tanto para consumo humano y doméstico (0.05
mg/L) como para el agua de uso agricola (0.1 mg/L) y de la misma manera, para la
preservacion del habitat (0.01 mg/L). Sin embargo, la FAO establece para uso agricola
(riego) una concentracion de 0.1 mg/L; la EPA (2009)(172), determina un valor limite de 0.1
mg/L de cromo para aguas naturales y de abastecimiento publico respectivamente. Por
consiguiente, el sitio 2 estaria sobrepasando el valor limite permisible en 1240%,
imposibilitando su uso como agua de riego o para abastecimiento publico. Por tal razén, es
indispensable fijar controles mas rigurosos, pues las aguas superficiales del rio Cerrito, tiene
diferentes usos, como, por ejemplo, Campoalegre (Santa Elena), que cuenta con una acequia
que conduce agua, especificamente para riego (aproximadamente 17 L/s) desde el Pomo.
Otros usuarios, son los ingenios y los predios del sector, como La Hacienda La Maria (9 L/s),
Pasatiempos (40 L/s) y Quitasuefios (40 L/s), entre otras. Por otra parte, las aguas
superficiales del rio Cerrito, se unen con las aguas superficiales del rio Amaime, para ser
tratadas, suministradas y utilizadas como agua potable para la poblacion del municipio de El
Cerrito.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que la PTAR del municipio de El Cerrito, fue disefiada
para el tratamiento de aguas residuales municipales, y no industriales, y por ello, se ha
establecido que se debe realizar un tratamiento previo para la remocién del cromo presente
en el efluente de las curtiembres (111) (105); pero la mayoria de estas empresas realizan
descargas directas al alcantarillado o al rio Cerrito (9). Cabe la posibilidad que la
concentracion no detectable de cromo total (<0.294 mg/L), supere el valor limite permisible
para el agua de consumo humano; en Colombia la Resolucién 2115 de 2007 (157), establece
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la concentracion méxima de cromo total en 0.05 mg/L, para el agua de consumo;
concentracion limite en la cual no causa efecto adverso en la salud humana.

En cuanto a los resultados revelados en el estudio de mutagenicidad con las cepas de
Salmonella typhimurium TA97 y TA100, con y sin activacion metabolica, se observa que las
aguas superficiales del rio Cerrito, presentaron un nivel mutagénico leve (Tabla 12 y 13),
generando mutaciones puntuales frameshift (cepa TA97) por insercion o supresion de pares
de bases Guanina-Citocina (G-C), como también, sustitucion de pares de bases G-C (cepa
TA100).

La actividad mutagénica que se presentd en las aguas superficiales del rio Cerrito, son
alusivas a la acumulacion de sustancias con potencial mutagénico presentes en los efluentes
de las curtiembres (173)(174). Sin embargo, no se puede menospreciar la carga contaminante
que recibe el rio correspondiente a residuos de agroquimicos, aguas residuales domesticas e
industriales. Pese, a que la concentracidn de cromo total en las aguas del rio Cerrito, no fue
detectable (<0,294 mgCr/L), es importante tener en cuenta, que la toxicidad del metal en el
sistema acuatico, no estd siempre relacionada con la concentracion de la sustancia
contaminante, sino, con la condicion quimica que le ofrece el medio, para que se dé la
absorcion del metal a los organismo vivos, esta oportunidad se presenta por la presencia y
disponibilidad del metal en los cuerpos de agua, debido a que las concentraciones de cromo
en agua y en materia particulada en suspension suelen hallarse a niveles trazas (175).

En el sitio (1) Balneario Las Brisas la cepa TA97 sin S9 mostro IM de 2.3 que indica
mutagenicidad por cambio en el marco de lectura, ademas, que las sustancias contaminantes
presentes en este sitio, actlan como mutagenos directos, que no requieren activacion
metabdlica. La actividad mutagénica que se presenta en este sitio, puede ser causada por dos
fuentes; actividades agricolas (aplicacion de agroquimicos) y metales de formacion rocosa.
Asi como la presencia de residuos organicos que ingresan al agua a consecuencia de
actividades antropogénicas (154)(120). Este mismo resultado, fue evidenciado en el delta del
rio Perla (China), en el contenido organico de las muestras de agua, se realizé una correlacion
entre la genotoxicidad y los plaguicidas organoclorados (OCP), y se comprobd que los
plaguicidas por si solos, causaban mutacion por cambio en el marco de lectura, en ausencia
del activador enzimatico, con la cepa TA98 de Salmonella typhimurium aplicando la prueba
de Ames (118).

Se ha reportado que la siembra intensiva de cafia de aztcar en la zona plana de la cuenca,
influye en el desplazamiento de otros cultivadores a la zona alta de la cuenca. Las actividades
agricolas que se efectiian en la zona montafiosa, involucran los corregimientos de EI Pomo,
El Castillo, Santa Elena y el Placer. Los cuales, conforma el corredor por el cual se extiende
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la cuenca (105). El desarrollo agricola y la consecuente aplicacion de agroquimicos
(fungicidas, pesticidas y fertilizantes), dan como resultado el incremento de los metales
pesados en los suelos (176)(177). Se ha confirmado la presencia de metales pesados en los
fertilizantes, tales como cromo, uranio, vanadio, arsénico, plomo, cadmio, torio, entre otros.
(178). La aplicacion de fertilizantes de fosfato, estd directamente relacionada con el
incremento de cromo en los suelos agricolas y también del cromo soluble en agua (177). Por
este motivo, la aplicacion de fertilizantes en los cultivos se convierte en una fuente de
contaminacion tanto para los suelos como para las corrientes de agua cercanas (179)(180).
La contaminacion de los cuerpos de agua del rio Cerrito por agroquimicos, se puede presentar
por accidn de la naturaleza; a través de las lluvias, inundaciones, escorrentias, sedimentacion
y por accion humana, debido al lavado de las bombas de aplicacion de los agroquimicos que
se realiza en el cauce del rio (105).

Los metales pesados en los fertilizantes estan relacionados con presencia de fosfatos, un
estudio realizado por la Universidad Barcelona, constato que la aplicacion de fertilizantes de
fondo y cobertura, tienen contenidos elevados de cadmio, y que las concentraciones de
metales como uranio, arsénico y cromo son 10 a 50 veces, mayores a las de cadmio (178).

La segunda fuente posible de activacion mutagénica en el Balneario Las Brisas, localizado
en el corregimiento de EI Pomo, es de origen natural; la cuenca del rio Cerrito tiene dos tipos
de formaciones, una de ellas corresponde a rocas de afinidad volcanica y de edad cuaternaria,
las cuales en su estructura de cristalizacion tienen una composicion quimica, que corresponde
a iones metalicos como por ejemplo azufre, aluminio, berilio, cromo, magnesio, manganeso,
hierro, oxigeno, entre otros. La unién quimica de iones y cationes, permiten la formacién de
diferentes compuestos derivados del cromo como son la cromita Cr,O4F (181) (182). Estas
rocas de afinidad volcanica son denominadas Formaciones de Amaime, y se encuentran
afectadas por la falla regional Cauca-Almaguer, la cual causa fracturacién de esta formacién
por su caracteristica de roca dura, formando suelos residuales que se difunden en las épocas
de lluvias, generando procesos erosivos, como deslizamientos rotacionales, caida y
desprendimiento en la parte alta de la cuenca. De igual manera, se presentan acumulaciones
de rocas de edad cuaternaria, que, por deslizamientos y movimientos de masa, se depositan
en los rios: Cerrito, Amaime y Sabaletes. (105). Los corregimientos de Auji, El Carrizal y El
Pomo son los primeros en recibir los productos generados por deslizamientos, avalanchas y
la erosion que sufren la cuenca en la parte alta, debido a los efectos ambientales.

En el sitio (2) Puente via principal Cali-Buga, después de la descarga de las curtiembres se
registré un IM de 1.8 (cepa TA97-S9), muy préximo al Nivel Mutagénico. Por tanto, se revela
que las sustancias contaminantes presentes en este punto, causan una leve mutagenicidad por
cambio en el marco de lectura, y lo mas importante, es que no requieren activacion
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metabdlica. Este resultado puede atribuirse a las descargas directas de efluentes de
curtiembres, que el rio recibe en este punto.

Por otra parte, en el sitio (3) zona abajo, antes de la desembocadura al rio Cauca-Puente
Callejon San Fernando, se presentdé un comportamiento similar con la cepa TA97+S9 (IM
1.8), la cual desarroll6 un nivel mutagénico leve. Sin embargo, las sustancias contaminantes
que se encuentran en este sitio, requieren de la fraccion microsomal, para que por accion
enzimaética se desencadena la leve mutacion. Incluso, con la cepa TA100-S9 se alcanza este
mismo nivel mutagénico (leve) y se registré un IM de 1.9 y 1.8. Pero, la leve mutagenicidad,
es a consecuencia de la sustitucion de pares de bases. No obstante, con la cepa TA100+S9,
se presentd un nivel mutagénico con un IM de 2.3 y 2.0. De manera que, antes de la
desembocadura al rio Cauca, se encuentran sustancias promutagénicas, que requieren un
activador enzimatico para causar la mutacion que ocurri6 por sustitucion de pares de bases.

Por esta razdn, se puede decir que las aguas del rio Cerrito contienen sustancias
contaminantes que tienen la capacidad de provocar mutaciones, tanto por cambio en el marco
de lectura como por sustitucion de pares de bases. Observandose, una mayor respuesta al
utilizar el activador metabolico, que reproduce su efecto en el sistema de los mamiferos. Pero,
no siempre se requiere activaciéon metabdlica (S9), que le permitan iniciar un proceso
mutagénico posiblemente a nivel celular. Los resultados de la investigacion demuestran que
la calidad del agua en cada sitio, es un factor importante que interacciona con la respuesta
mutagénica que puedan tener las cepas TA97-TA100, presentdndose un potencial genotoxico
aguas abajo y con menor proporcién aguas arriba, segun los resultados de la prueba de Ames
(183).

Por otra parte, las variaciones en los resultados de acuerdo al analisis de varianza estan siendo
explicadas por efectos aleatorios y no por los controlados en la investigacién. Es el efecto
de la interaccion cepa*activador enzimatico al que aporta mas al total, siendo significativa a
un nivel de 0.004 (valor-P). Seguido del sitio de muestreo*activador metabolico con una
significancia de 0.04 (valor-P). Las interacciones restantes, no fueron significativas, con
niveles de significancia mayores de 0.178.

El efecto de las interacciones tiene como consecuencia, que en el Balneario Las Brisas (sitio
1) y en el Puente via principal Cali-Buga (sitio 2), el IM tiende aumentar a medida que se
pasa del nivel con activador S9 (1) a sin activador S9 (2), obteniéndose un mayor indice de
mutagenicidad, cuando no se tiene el activador enzimatico ya sea el sito de muestro 1 o 2.
Indicando, que las probables sustancias contaminantes, presentes en estos puntos tienen la
capacidad, de causar una posible mutacion en las cadenas del ADN por si mismas, no
requieren enzimas metabolicas para ser biotransformadas, sino que actdan de forma directa.
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Es importante mencionar, que antes del sitio de muestro (1) Balneario Las Brisas, se
encuentran cultivos de frutales como por ejemplo moras, granadillas, tomates y pepinos;
como también de legumbres como la habichuela. De igual manera, hay zonas de cultivos de
café. En estos cultivos se utilizan insecticidas, fungicidas y fertilizantes. Estas actividades
agricolas, de una forma directa o indirecta, pueden estar influyendo de manera negativa en la
calidad del agua de este sitio, ya que son fuentes de metales pesados y otros compuestos
quimicos (184)(4).

De acuerdo a los resultados de los IM promedio, se pudo comprobar que las variaciones se
fundamentan en el tipo de sustancia mutagénica, que probablemente se encuentra presente
en cada sitio. Lo que permitio en este caso, que la cepa TA100 con activador enzimatico,
determinara la existencia de sustancias mutagénicas, aguas abajo antes de la desembocadura
al rio Cauca-Puente Callejon San Fernando (sitio 3). Se debe tener en cuenta, que, en este
sitio, el rio ha atravesado el municipio de El Cerrito completamente, que han tenido contacto
con sectores de cultivos de cafia de azlcar, que han recibido residuos domésticos e
industriales de forma directa. Aspectos que convierten al rio en reservorio de una variedad
de contaminantes, desde los domesticos con los denominados contaminantes emergentes, los
residuos de sustancias quimicas y de metales pesados, por accién de residuos industriales y
de efluentes de curtiembres ilegales. Ademas, de la presencia de agroquimicos, que caen al
rio por el lavado del suelo que se presenta por irrigacion y por accion de las lluvias, como
también por el lavado de las bombas de aplicacion de los agroquimicos en el cauce del rio.

Otro hecho importante, es la estacién de bombeo del Ingenio Providencia, que se encuentra
en este sitio; los ingenios realizan lo que se llama cambio de agua, toman el agua limpia que
viene en curso para riego y vierten en este punto, al rio Cerrito agua residual, del sector de
San Bernardo y Guacanal, que son corregimientos aledafios a El Cerrito. Por consiguiente,
debido a los diferentes eventos que se presentan en el cauce del rio Cerrito, el sitio muestreo
es una variable importante que influyen en los resultados de la investigacion y por ende esto
se refleja en la respuesta de la interaccion cepa*activador enzimatico y por consiguiente sitio
de muestreo*activador; este mismo suceso se presentod en la evaluacion mutagénica de las
aguas del rio Cauca, donde el punto de muestreo incide en el incremento de la respuesta
mutagenica (154).

60



4. DETERMINACION DEL INDICE DE MUTAGENICIDAD DE
LOS SEDIMENTOS DEL RIO CERRITO A TRAVES DE LA
PRUEBA DE AMES CON LAS CEPAS TA97 Y TA100 DE
Salmonella typhimurium

4.1. Introduccion

El ecosistema de un rio esta conformado por las corrientes de agua, los recursos hidricos
(flora'y fauna) y, por los sedimentos. Los sedimentos en un rio juegan un papel fundamental,
pues se convierten en una alfombra extensa, en la cual precipitan todas las sustancias solidas
o liquidas, que ingresan en la columna de agua. Estas sustancias, no permanecen por siempre
formado parte de la fase acuosa, sino que descienden al sedimento, y por procesos quimicos,
pueden formar complejos estables o uniones transitorias con las particulas reactivas del
sedimento, dependiendo de la naturaleza quimica de la sustancia y de las caracteristicas
fisico-quimicas del medio; pH, potencial redox, concentracién de oxigeno, contenido de
materia organica, reductores o mediadores, que funcionan como ligandos, entre otros factores
(170)(58).

Por otra parte, las sustancias contaminantes pueden conservar sus propiedades, o
transformase en especies nuevas, como es el caso del cromo, que dependiendo de las
condiciones de pH y potencial redox, puede transformarse de cromo (IlI) a cromo (VI) y
viceversa. Con base en lo anterior, se puede decir, que los sedimentos son la trazabilidad de
la calidad del ecosistema acuatico, pero al mismo tiempo, constituyen un riesgo potencial en
la calidad del agua y la biota, debido a que en sus particulas los metales pesados, son
inmovilizados y pueden ser liberados de nuevo a la fase acuosa. Los sedimentos por su
capacidad de acumulacion, favorecen el incremento de la concentracion de los metales
pesados en su sistema, lo que origina que estos contaminantes, se conviertan en sustancias
toxicas.

Los sedimentos conforman un sistema dindmico, pues su composicion cambia
continuamente, las condiciones fisicoquimicas influyen en la biodisponibilidad y la
incorporacion de sustancias quimicas en esta matriz; las sustancias quimicas fluctian del
sedimento a la columna de agua y viceversa. Como también influyen, las perturbaciones
naturales de los cuerpos de agua (movimiento de las corrientes). Por lo anterior, los
sedimentos, se convierten en una fuente secundaria de contaminacién permanente, pues se
favorece el intercambio continuo del contaminante, con la columna de agua y, sobre todo,
con los organismos que en el ecosistema habitan; el zooplancton, el fitoplancton, los
moluscos, los crustaceos, los peces, etc., y finalmente, se incluyen los seres humanos, pues
forman parte, de esta llamada cadena alimentaria para su subsistencia. Por consiguiente, si
una sustancia toxica ingresa a un cuerpo de agua de forma continua, como en este caso, el
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cromo por la accion de las descargas de las curtiembres, puede acumularse a través del
tiempo, y de igual manera, por la naturaleza quimica del metal puede desencadenar procesos
de bioacumulacién, bioconcentracion y biomagnificacion en los recursos hidricos.

Todo lo anterior, conduce a pensar, que, i se quiere conocer la actividad mutagénica general,

que puede desarrollarse en el cauce del rio Cerrito, se debe también evaluar la mutagenicidad
en los sedimentos, pues esta es una via muy importante que, por la afectacion continua del
recurso acuatico, puede llegar afectar la salud de los seres humanos. Por esta razon, el
objetivo de este capitulo fue, evaluar la actividad mutagénica en los sedimentos del rio
Cerrito a través de la prueba de Ames con las cepas mutantes TA97 y TA100 de Salmonella
typhimurium.

4.2. Meétodos

El area de estudio y el periodo de recoleccién de las muestras, para el desarrollo de la
investigacion en el matriz sedimento en el rio Cerrito, se realizé de acuerdo a lo mencionado
en el numeral 2.2.1y 2.2.2.1 en el capitulo 2.

4.2.1. Muestreo

42.1.1. Recoleccién de las muestras

Las muestras fueron tomadas a una profundidad de 10 cm aproximadamente, desde la capa
superficial del sedimento. En cada estacion de muestreo se colectaron cuatro submuestras de
100 g en diferentes puntos, con el fin de obtener una Gnica muestra compuesta de 400 g de
sedimento, en cada uno de los puntos de muestreo. Finalmente, la muestra se distribuyé de
la siguiente manera: 100 g para el andlisis de cromo total, 100 g para el analisis de
mutagenicidad y la muestra restante, se destin0 como contra muestra para Su
almacenamiento.

Posteriormente, las muestras fueron depositadas y transportadas en bolsas de polietileno
negras (para evitar la incidencia de la luz solar) etiquetadas y conservadas en refrigeracion.
Las muestras se trasladaron al Laboratorio Ambiental (CVC) para el analisis de cromo total
y al Laboratorio de Investigaciones Microbiologicas (LIM) de la Universidad del Valle, para
su almacenamiento y conservacion a una temperatura de 4°C hasta el momento de su
procesamiento.
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4.2.2. Analisis de cromo

El analisis de la concentracion de cromo total, fue realizado por el Laboratorio Ambiental de
la CVC, siguiendo la metodologia recomendada por la EPA (185). Se realizé la digestion
acida del sedimento (método 3050B), determinando la concentracion de cromo mediante la
técnica de espectrometria de absorcion atomica de llama, de acuerdo al método 3111B (152).

4.2.3. Evaluacidn de la actividad mutagénica con la prueba de Ames

La evaluacion de la actividad mutagénica en la matriz de sedimento, se realizd de acuerdo a
la metodologia expuesta en los numerales 2.2.2.4 al numeral 2.2.2.11 en el capitulo 2.

4.2.3.1. Pretratamiento de las muestras

Inicialmente las muestras fueron secadas a temperatura ambiente y finalmente macerada y
tamizada en una malla de 63 um de poro, segun lo indicado por (186). Posteriormente, se
realizo, la digestion &cida de las muestras de sedimento de acuerdo a la metodologia
recomendada por la Organizacion Internacional para la Estandarizacion ISO 11466
(1995)(187). Se pesaron 4 g de la muestra y se le adicionaron 28 mL de una mezcla 3:1 de
HCI (37%) y HNOs (65%), dejando en reposo durante 16 horas a temperatura ambiente. Esta
suspension se sometio a calentamiento y a condicidn de reflujo a una temperatura de 130°C
por 2 horas. La suspension obtenida se filtrd y diluyd con agua desionizada enrasando a 50
mL. Finalmente, la suspension se almacend en frascos de polietileno a 4°C. La suspension
acida se evapord hasta la obtencién de un extracto cuyo pH se neutralizo con NaOH y
reconstituyd con DMSO hasta un volumen final de 10 mL. El extracto obtenido
correspondiente a la muestra de sedimento se analiz6 mediante la Prueba de Ames.

4.2.4. Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio y el analisis estadistico de esta investigacion experimental y transversal, esta
fundamentado en un Disefio de Parcelas divididas bajo un disefio de bloques, como se explico
en el numeral 2.2.3 en el capitulo 2. Con este modelo estadistico (Anexo 1), se probaron las
hipétesis de interaccién y la hipotesis de efectos principales, planteadas en el numeral 2.2.3,
en este caso para las muestras de sedimentos.

Se hizo el anélisis de la varianza del indice de mutagenicidad y la homogeneidad de varianzas
se establecio mediante el Test Bartlett, todos los analisis se efectuaron en el programa
estadistico R, en el cual se contrastaron las pruebas de hipotesis de interaccion y de efectos
principales frente a un nivel de significancia del 5%. Se determinaron las interacciones entre
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los factores, sitio de muestreo, cepa y el activador enzimatico; donde la significancia de estas
interacciones se comprob6 por medio de la Prueba de Tukey (nivel de significancia del 5%).

4.3. Resultados

El estudio de la mutagenicidad en los sedimentos del rio Cerrito, inicia con el analisis de la
concentracion de cromo total en cada una de las estaciones de monitoreo; Sitio 1(zona arriba-
antes de la descarga, Balneario Las Brisas), Sitio 2 (zona en el sitio-después de la descarga,
Puente via principal Cali-Buga) y Sitio 3. (zona abajo, antes de la desembocadura al rio
Cauca-Puente Callejon San Fernando). Posteriormente, se realiza la evaluacion de la
actividad mutagénica mediante la prueba de Ames, con las cepas TA97 y TA100 de
Salmonella typhimurium, con y sin la incorporacion del sistema exogeno, de activacion
metabolica (S9).

4.3.1. Analisis de cromo

Los resultados del andlisis de la concentracion de Cromo (Cr) total en los sedimentos, se
resumen en la Figura 13; se observa que los niveles mas altos de Cr total, se encontraron en
el sitio 3 (zona abajo-antes de la desembocadura al rio Cauca), con una concentracion entre
387 mg/kg a 545 mg/kg del metal, seguido del sitio 1 (zona arriba-Balneario Las Brisas),
cuyas concentraciones de cromo, oscilaron entre 214 mg/kg a 458 mg/kg; encontrandose la
menor concentracion del metal en el sitio 2 (zona en el sitio- Puente via principal Cali-Buga),
cuyas concentraciones de cromo estuvieron entre 111 mg/kg y 231 mg/kg. Teniendo en
cuenta, que en Colombia no existe una normativa que establezca limites permisibles de
metales en sedimentos, los resultados obtenidos son comparados con la guia ambiental
internacional; Canadian Environmental Quality Guidelines (CEQG), establece valores
limites para la proteccion de la vida acuética y calidad del sedimento en Interim Sediment
Quality Guideline (1SQG) 37.3 mg/kg, e igualmente, establece Probable Effect Level (PEL),
sefiala la concentracion en la cual el metal causara un probable efecto negativo (188).
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Figura 13. Concentracion de cromo total en el sedimento del rio Cerrito
ISQG: Limite provisional para la calidad del sedimento. PEL: Limite probable del efecto.
*+Tomado de: CEQG (188).

4.3.2. Evaluacion de la actividad mutagénica

En las tablas 15 y 16, se presentan los Indices de Mutagenicidad (IM) determinados en los
sedimentos del rio Cerrito utilizando las cepas TA97 y TA100 de Salmonella typhimurium.
Con el fin, de evidenciar el posible riesgo en la salud de los seres humanos, se determing el
IM, utilizando el activador enzimatico fraccion microsomal S9; simulando de esta manera,
su efecto en el sistema de los mamiferos. En general, los resultados muestran que los
sedimentos del rio Cerrito, alcanzaron una leve actividad mutagénica, con (+S9) y sin (-S9)
activacion metabolica, este resultado se refleja tanto con la cepa TA97 como con la cepa
TA100. Sin embargo, la evaluacion mutagénica con la cepa TA97 sin activacion metabdlica
(-S9), evidencio que los sedimentos alcanzaron un nivel mutagénico con un IM de 2.0 a 2.4,
en las tres repeticiones correspondientes, al sitio 1 (zona arriba-Balneario Las Brisas, antes
de la descarga); en el monitoreo del afio 2015. Del mismo modo, se registra un nivel
mutagénico con un IM de 2.0, en el sitio Puente via principal Cali-Buga, después de la
descarga.

El analisis general de los resultados obtenidos frente a las fuentes de variacion (Anexo 2),
mostré que no hubo efecto de la dosis (p-valor= 0.632) empleada en los ensayos de
mutagenicidad, indicando que no hubo una relacion lineal entre la dosis y el IM, por lo tanto,
es posible retirar su efecto del modelo estadistico. Los modelos estadisticos tanto con
covariable (dosis) como sin covariable cumplieron con el supuesto de normalidad a niveles
de significancia mayores a 0.15 y homogeneidad de varianzas a niveles de significancia
mayores a 0.18 (anexo 3).
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Tabla 15. Actividad mutagénica en sedimentos del rio Cerrito determinada con la cepa
Salmonella typhimurium TA97

TA97
Sitio de muestreo  Muestreo Cr total Dosis Dosis
(mg/L)  (uL/Plato) (+S9) IM (uL/Plato) (-S9) IM
Sitio 1. Balneario A 458 1E-04 110+0.7 1.0 1E-01 185+17.7 1.9
Las Brisas
Zona arriba- 1E-05 91+11.3 0.8 1E-02 165+4.0 1.7
antes de la 1E-06 116+0.7 1.0 1E-03 185+8.5 1.9
Descarga B 214 1E-04 155+1.4 1.4 1E-01 142+0.7 1.2
1E-05 133+6.4 1.2 1E-02 128+8.5 11
1E-06 15049.9 1.3 1E-03 154+13.4 13
C 366 1E-04 151+33.2 1.3 1E-04 194+3.5 2.0
1E-05 126+8.5 1.1 1E-05 197+4.2 2.0
1E-06 148+17.0 1.3 1E-06 238+6.4 2.4
Promedio 346
Sitio 2.Puente via A 231 1E-04 138+15.6 1.2 1E-04 139+0.6 1.2
principal
Cali-Buga 1E-05 137+2.1 1.2 1E-05 125+11.3 1.0
Zona en el sitio- 1E-06 167+2.8 15 1E-06 150461.5 1.2
después de la B 111 1E-04 102+0.7 0.9 1E-01 145+12.0 1.2
Descarga 1E-05 129435 1.1 1E-02 135+10.6 11
1E-06 159+212 14 1E-03 116+15.5 1.0
C 215 1E-04 134+184 1.2 1E-01 174+1.4 1.8
1E-05 134+12.7 1.2 1E-02 193+4.2 2.0
1E-06 151429.0 1.3 1E-03 179+2.1 1.8
Promedio 185.7
Sitio 3. Antes de la A 545 1E-04 118+10.6 1.0 1E-01 159+26.2 13
Desembocadura 1E-05 144+14.8 13 1E-02 162+2.1 1.3
al rio Cauca- 1E-06 157+18.4 1.4 1E-03 167+6.4 1.4
Puente Callejon B 436 1E-04 1394233 1.2 1E-01 162+0.7 1.3
San Fernando 1E-05 122+1.4 1.1 1E-02 176+2.1 15
Zona abajo 1E-06 148+1.3 1.3 1E-03 137+11.3 1.1
C 387 1E-04 150+8.5 1.3 1E-01 146+1.4 15
1E-05 143+11.3 13 1E-02 143+2.1 15
1E-06 134+0.7 1.2 1E-03 168+1.4 17
Promedio 456
DMSO 114 97

A. Abril 15 -2014. B. Septiembre 27 de 2014. C. Abril 30 de 2015.

(+S9) y (-S9): con y sin activador enzimatico respectivamente.

IM: indice de Mutagenicidad. Nivel de mutagenicidad calificado como: No Mutagénico cuando los valores
son <1. Levemente Mutagénico en el rango de 1.1 a 1.9 y Mutagénico para los valores >2.0
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Tabla 16. Actividad mutagénica en sedimentos del rio Cerrito determinada con la cepa
Salmonella typhimurium TA100

Sitios de muestreo Muestreo  Cr total Dosis TA100
(mg/L) (uL/Plato)  (+S9) IM (-S9) IM
Sitio 1. Balneario A 458 1E-01 107+2.1 14 120+1.4 15
Las Brisas
Zona arriba-antes de 1E-02 100+0.7 1.3 117+12.0 15
la
descarga 1E-03 118+1.4 15 101£3.2 1.3
B 214 1E-01 111+21. 14 11748.1 15
9
1E-02 112+0.7 14 103+0.7 1.3
1E-03 110+13. 14 10749.5 1.3
4
C 366 1E-01 114+14. 15 108+25.5 1.4
1
1E-02 99+2.8 13 96+20.1 1.2
1E-03 123+2.4 1.6 126+19.3 1.6
Promedio 346
Sitio 2. Puente via A 231 1E-01 119+26. 15 118+3.5 15
principal 2
Cali-Buga 1E-02 125+0.7 1.6 9246.8 1.2
Zona en el sitio- 1E-03 115+3.5 15 94+13.0 1.2
después de la B 111 1E-01 148+6.4 1.9 11246.1 14
descarga
1E-02 138+0.7 1.8 86+11.0 1.1
1E-03 14243.5 1.8 109+5.5 1.4
C 215 1E-01 12246.2 1.6 92+11.6 1.2
1E-02 132+1.4 1.7 113+12.2 1.4
1E-03 124435 1.6 94435 1.2
Promedio 185.7
Sitio 3. Antes de la A 545 1E-01 104+10. 1.3 97+14.6 1.2
6
desembocadura 1E-03 104+0.7 1.3 116+2.1 1.4
al rio Cauca- 1E-04 123+0.7 1.6 108+9.2 15
Puente Callején B 436 1E-01 108+11. 14 111475 1.4
3
San Fernando 1E-02 103+14. 1.3 116+16.2 15
1
Zona abajo 1E-03 127+2.8 1.6 98+18.1 1.2
C 387 1E-01 138+0.7 18 93+16.6 1.2
1E-02 108+4.2 14 116+12.3 15
1E-03 125+0.7 1.6 123+19.1 1.6
Promedio 456
DMSO 77 79

A. Abril 15 -2014. B. Septiembre 27 de 2014. C. Abril 30 de 2015.

(+S9) y (-S9): con y sin activador enzimatico respectivamente.

IM: indice de Mutagenicidad. Nivel de mutagenicidad calificado como: No Mutagénico cuando los valores
son <1. Levemente Mutagénico en el rango de 1.1 a 1.9 y Mutagénico para los valores >2.0
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En consecuencia, el anélisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el analisis de varianza
del IM (Tabla 17), sin el efecto de la dosis, donde se muestra el efecto de la interaccion
significativa, entre los factores; sito de muestreo*cepa (p=0.042), sitio de
muestreo*activador (p=0.002) y cepa*activador enzimatico (p=0.000). Cuando se fija el sitio
de muestreo y se comparan las cepas (TA97 y TA100), el IM tiende aumentar o a disminuir
al evaluar la actividad mutagénica con una cepa u otra. De la misma manera, al comparar la
actividad mutagénica con y sin activacion enzimatica, el IM aumenta o disminuye en el sitio
de muestreo, cuando se realiza la prueba de Ames, con o sin S9 (Anexo 4).

Tabla 17. Andlisis de varianza del IM de la interaccion entre los factores sitio, cepay
activador enzimaético

Fuente de Variacion GL SC F-Valor P-Valor
Rep/Bloque 2 0.68056 7.53 0.01
Sitio de muestreo 2 0.02167 0.582 0.600
Rep*Punto 4 0.07444
Cepa 1 0.17926 3.96 0.05
Activador 1 0.07259 1.61 0.208
Sitio muestreo*Cepa 2 0.29796 3.29 0.042
Sitio muestreo*Activador 2 0.58907 6.51 0.002
Cepa*Activador 1 1.517 33.55 0.000
Sitio muestreo*cepa*activador 2 0.18463 2.04 0.136
Error 90 4.069
Total 107 7.6867

4.4. Discusion

Los resultados de esta investigacién muestran que los sedimentos del rio Cerrito, han
acumulado concentraciones de cromo muy elevadas en la fase particulada a través del tiempo,
de esta manera se han convertido en reservorios de sustancias contaminantes, y su vez, son
fuentes de contaminacién secundaria, pues los movimientos naturales de las corrientes de
agua o los ocasionados por las actividades del hombre, provocan una continua mezcla del
contaminante con la columna de agua. Las descargas consecutivas de los efluentes de las
curtiembres del municipio de El Cerrito, vierten con igual efectividad residuos de cromo; se
han reportado concentraciones de cromo en los efluentes de las curtiembres en el rango de
3.000 mg/L y 4325 mg/L (88) (11). Benitez-Campo en el 2015 (12), reportd concentraciones
de cromo total en tres curtiembres de El Cerrito, con valores que van desde 1067.2 mg/L,
1470 mg/L hasta 3084.0 mg/L de cromo.
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Los resultados de la investigacion, arrojan concentraciones de cromo en los sedimentos, en
un rango de 111 mg/kg a 545 mg/kg, con base en los resultados se puede decir, que las
descargas cromo a traves de los efluentes de las curtiembres a lo largo del tiempo, han
favorecido la concentracion de cromo en las aguas del rio, el cual por reacciones fisicas y
quimicas se ha precipitado y acumulado en los sedimentos del rio Cerrito (189)(190)(191).
Adicionalmente, la concentracion de cromo total en los sedimentos, presenta el mismo
comportamiento que en aguas superficiales, teniendo en cuenta los sitios de muestreo,
observandose la mayor concentracion en el sitio 3, antes de la desembocadura al rio Cauca.

En el sitio 1, Balneario Las Brisas (antes de la descarga) se registré una de las mayores
concentraciones de cromo total, con un valor promedio de 346 mg/kg; cabe recordar, que la
cuenca del rio Cerrito esta formada por dos tipos de rocas, una de ellas de afinidad volcanica,
Ilamada Formacion de Amaime (105). Parte de la composicidn quimica de estas rocas, es la
presencia de iones metalicos como el cromo, hierro, manganeso, entre otros (23), ademas,
por atracciones entre los diferentes elementos quimicos presentes, y procesos de
cristalizacion, se favorece la formacion de compuestos derivados de cromo (182). Es mas,
por sucesos naturales como movimientos de masas y las lluvias; las rocas se fracturan, se
acumulan, se deslizan y por gravedad o arrastre, se depositan en los cuerpos de agua;
situacion que se presenta en la parte alta de la cuenca, afectando el cauce del rio y el
corregimiento de EI Pomo, donde se ubica el balneario. Por otro lado, la cuenca del rio
Cerrito, recibe sales de cromo por agroquimicos, utilizados en los cultivados ubicados en los
corregimientos de la parte alta de la cuenca; frutales y cafetales (San Antonio, El Carrizal y
El Pomo) (192)(105). Teniendo en cuenta, que los agroquimicos son proveedores de metales
pesados como el cromo, a su vez, los fertilizantes incrementan el cromo presente en los suelos
agricolas, y que, por la accion de las lluvias, el lavado de los suelos, escorrentias, estos
contaminantes con cromo llegan hasta las corrientes de agua del rio, e incrementan las
concentraciones naturales de cromo en este lugar (193) (78).

En resumen, este conjunto de acciones, se convierten en una problematica que enfrenta el rio
Cerrito en su parte alta de la cuenca, que afecta a las aguas con sales de cromo y, por
consiguiente, a los sedimentos fluviales. Sumado a ello, también el cauce recibe, residuos de
material vegetal por los movimientos de masas, que se presentan en la parte alta de la cuenca.
Cabe mencionar, que de forma general las aguas del rio Cerrito, presentaron concentraciones
importantes de hierro y manganeso total, en un rango de <0.240 mg/L a 386 mg/L y de <0.246
a 0.828 mg/L respectivamente. De esta manera, las especies quimicas insolubles de cromo,
se precipitan y se acumulan en el sedimento, siendo favorecidas por la presencia de la materia
organica. La fase acuosa de los sedimentos en conjunto con el oxigeno y las caracteristicas
fisicoquimicas del medio, proporcionan el ambiente idoneo para que se presenten reacciones
de d6xido-reduccion de manera casi inmediata. Las especies mas comunes de cromo son
cromo (1) y cromo (V1); el cromo (I1) puede ser oxidado a cromo (1V) por elementos
oxidantes presentes en el sedimento por ejemplo diéxido de manganeso, al mismo tiempo, el
cromo (V1) puede ser reducido a cromo (I11) en presencia de 6xido de manganeso. En los
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sedimentos la reduccion solo se presenta en presencia de materia organica que contienen
acidos organicos, hierro soluble (Fe I1) o compuestos de sulfuro (194)(3).

Se ha reportado que los minerales presentes en el agua y los sedimentos superficiales del rio
Ortigueira, estan influenciados principalmente por la composicion rocosa del Complejo Cabo
Ortegal, que se compone principalmente por rocas maéficas y ultramarficas que se
caracterizan por el alto contenido de Mg, Mn y minerales de crisolito y riebeckita. Como
también de metales pesados presenten en rocas circundantes (195). Los suelos sobre rocas
bésicas y ultrabasicas, contienen 240 mg/kg a 11 000 mg/kg de cromo respectivamente (175).
El complejo geologico contribuye al enriquecimiento de metales: cromo, niquel y cobalto, a
los rios Ortigueira y Barqueiro, debido a la erosion de los acantilados expuestos. En
sedimentos superficiales se encontraron concentraciones de 1670 mg/kg de cromo.
Dependiendo de la cercania del rio al complejo, se encontraron mayores concentraciones de
cromo en aguas fluviales que van desde 0.47 mg/L a 0.37 mg/L (175).

La guia ambiental canadiense CEGQ (1998)(188), establece un valor limite de la
concentracion de cromo, que define la calidad de los sedimentos; esta norma es aplicada para
los rios tropicales. Esta guia establece un limite de calidad para sedimentos de 37.3 mg/kg y
un limite de efecto probable de 90 mg/kg. En el caso de los sedimentos del rio Cerrito, se
encontré una concentracion minima de 111 mg/kg en el sitio 2: Puente via principal Cali-
Buga (después de la descarga), y la mayor concentracion en el sitio 3: Antes de la
desembocadura al rio Cauca-Puente Callejon San Fernando con 545 mg/kg de cromo total.
Se puede decir, que la alta concentracion del metal, obedece a la tasa de descargas directas
de efluentes de curtiembres, a residuos industriales y de talleres mecanicos que se encuentran
en el municipio en cercanias al rio, por la contaminacion con agroquimicos y por el depdsito
de fragmentos de rocas de afinidad volcanica que forman la cuenca del rio. Ademas, antes de
la desembocadura al rio Cauca (sitio 3), la acumulacion de cromo en los sedimentos se
facilita, debido a la contaminacidn por materia organica que se presentaron las aguas en este
sitio, de acuerdo al ICOMO con un valor de 0.26.

Cabe mencionar, que el nivel de contaminacion por materia organica que presenta el agua
superficial del rio Cerrito, aguas abajo (sitio 3), genera una concentracién de solidos disueltos
en un rango de 212 mg/L a 334 mg/L, se observa que a medida que se incrementan los sélidos
disueltos, se detecta la concentracion de hierro total (1.29mg/L — 4.52 mg/L) y de manganeso
(<0.246 mg/L — 1.48). Por lo tanto, el material inorgéanico disuelto en el sedimento
superficial, como son los iones de hierro (Fe*?) y manganeso (Mn*?), fijan e inmovilicen el
cromo (I11) en la matriz y ademas, permiten la formacion de complejos organometalicos,
favoreciendo la solubilidad, disponibilidad y dispersion del contaminante (20)(196)(197).

Resultados similares, se registran en el rio Korotoa en Bangladesh, donde la concentracion
de cromo es mucho mayor que otros metales identificados (Ni, Cu, Pb), siendo este hecho la
consecuencia de descarga directa de desechos no tratados de curtiembres y por las descargas
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de domesticas e industriales que recibe el rio, pues fluye a través de un &rea urbanizada,
donde los niveles mas altos del metal se detectan aguas abajo (78).

Los resultados de la investigacion, también fueron comparados con los valores registrados
en el Screening Quick Reference Table for Inorganics in Sediment: Fresh water sediment de
la National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA), que identifica sustancias que
pueden amenazar los recursos naturales y determina de forma preliminar, las concentraciones
en las cuales la sustancia contaminante puede causar un impacto negativo en la matriz de
estudio (198). Esta entidad, ha establecido una concentracion de cromo de 1.1 mg/kg, como
el valor de alerta para los sedimentos de agua dulce. Al comparar, la menor concentracion
(111 mg/kg) de cromo encontrada en los sedimentos del rio Cerrito, se observa que esta es
100 veces mayor, al valor de alerta. Asimismo, la mayor concentracion se encuentra 495.45
veces por encima, del limite de referencia rapida que emite NOOA (198). Lo anterior,
muestra que los sedimentos del rio Cerrito, no cumplen la minima norma establecida, cabe
resaltar que en Colombia no existen normas de control, que permitan proteger los ecosistemas
de estos impactos negativos. Es importante mencionar, que el sitio 1: Balneario Las Brisas,
registr6 una alta concentracion de cromo (346 mg/kg) en sedimentos; resultando
preocupante, teniendo en cuenta que este sitio, es un destino turistico para el municipio de El
Cerrito, que permite la recreacién de contacto directo.

Por otro lado, los resultados revelados en el estudio de mutagenicidad con las cepas de
Salmonella typhimurium TA97 y TA100, con activacion metabdlica (presencia de fraccién
S9) y sin activacion (ausencia de fraccion S9), indican que los sedimentos del rio Cerrito, en
general desarrollan actividad mutagénica, con un nivel mutagenicidad leve (Tabla 15 y 16).
Sin embargo, Unicamente se presentaron mutaciones puntuales frameshift con la cepa TA97
(sin activador metabdlico), por insercién, delecién o duplicacion de pares de bases en el
ADN.

El resultado de esta investigacion, es consecuente con el hallado en sedimentos provenientes
del estuario del rio Yangtze (China), donde la mayoria de las muestras fueron mutagénicas
con la cepa TA98 sin activacion metabdlica, presentando mutaciones frameshift. Sin
embargo, ninguna de las muestras fue mutagénica con la cepa TA100 (Liu et al. 2015). La
actividad mutagénica que se evidencio en los sedimentos del rio Cerrito, puede ser causada
por las sales de cromo y otras sustancias quimicas generadas por las distintas actividades
antropicas, que se convierten en fuentes de contaminacion. Como son las descargas de
efluentes de curtiembres, aguas residuales domésticas e industriales; se debe tener en cuenta
que las sustancias contaminantes y los metales, se acumulan en las particulas activas del
sedimento y que, ademas, algunas curtiembres contintan realizando descargas directas al rio.
De igual manera, se presenta un aporte de las actividades industriales, que manipulan
productos a base de cromo. Como también, son participes de esta contaminacion, la
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escorrentia de agroquimicos y la naturaleza misma de la cuenca, por su formacién rocosa
(Formacién de Amaime), que aporta iones metalicos al rio Cerrito.

En el sitio 1, Balneario Las Brisas (antes de la descarga) la TA97-S9 mostré un IM de 1.9 en
dos ocasiones, en el primer muestreo cercano al Nivel Mutagénico, evidenciando en el tercer
muestreo un nivel mutagénico con un IM de 2.0, 2.4 y 2.0. Lo anterior indica, que la matriz
de sedimento, contiene sustancias contaminantes capaces de causar mutaciones por cambio
en el marco lectura, asimismo, que dichas sustancias actian como mutégenos directos, o sea
que no requieren una activacion metabdlica para activar su potencial mutagénico. Este
resultado, evidencia que las sustancias que estan contaminando al rio en este punto, afectan
tanto el agua superficial como los sedimentos, pues ambas matrices, presentaron el mismo
comportamiento en la evaluacion actividad mutagénica, con la cepa TA97 en ausencia de la
mezcla S9. Este resultado también revela, que la presencia de los contaminantes en este
punto, se mantiene constante y que los contaminantes fluctdan entre la matriz del sedimento
y la columna de agua.

De una forma u otra, se puede afirmar, que el metal (cromo), disponible en las particulas
sedimentos es una fuente de contaminacion constante para la columna de agua, y que las
perturbaciones naturales que se presentan como, por ejemplo, en épocas de lluvia
condicionan las caracteristicas fisicoquimicas del medio, permitiendo que el cromo se
transfiera a la columna de agua en su forma soluble (cromo hexavalente). Cabe resaltar, que
el nivel mutagénico que se determind en las aguas superficiales, coincide con una época
lluvia en el primer semestre del afio 2015. Por otro lado, con la cepa TA100 no se obtuvo
respuesta mutagénica, con y sin el activador enziméatico. Sin embargo, presentd un nivel
mutagénico leve con un IM de 1.2 a 1.6.con y sin S9.

Con respecto al sitio (2) Puente via principal Cali-Buga (después de la descarga), se evidencio
que la actividad mutagénica continia con la cepa TA97-S9, presenta niveles de
mutagenicidad leve con un IM de 1.8 en dos ocasiones. Pero también, se registré un IM de
2.0, indicando un mutagenicidad. Cabe mencionar, que la actividad mutagénica presentada
en este punto, coincide también con la época de lluvia del primer semestre del afio 2015. Por
lo anterior, se puede afirmar que: primero la época de lluvia origina perturbaciones naturales,
que causan el intercambio de las sustancias contaminantes del sedimento a la columna de
agua y tambien, que probablemente las sustancias contaminantes presentes en ambas
matrices (agua-sedimento) por los movimientos de las corrientes y el aumento del caudal, se
trasladen de un sitio a otro, a lo largo del cauce del rio Cerrito. De igual manera, con la cepa
TA100 con activacion metabdlica (+S9), mostrd un nivel mutagénico leve, con un IM de 1.9,
como también, con un IM: 1.8, en dos oportunidades; indices de mutagenicidad muy
proximos al Nivel Mutagénico. Lo cual indica, que en este sitio también se encuentran
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sustancias con potencial mutagénico, solamente que requieren un activador enzimatico para
alcanzar dicho potencial, teniendo en cuenta los valores del IM. Ademas, que la leve
mutacién que se presentd, es una mutacion puntual por sustitucion de pares de bases.

Finalmente, en el sitio (3) Antes de la desembocadura al rio Cauca-Puente Callejon San
Fernando, la cepa TA97 no mostré una respuesta mutagénica en presencia o ausencia de la
mezcla S9. Se evidencia un nivel levemente mutagénico, con un IM que vadesde 1.0a 1.4y
desde 1.1 a 1.7 respectivamente. Con respecto a la cepa TAL100, se observd una mejor
respuesta. Se evidencio un IM de 1.8, muy cercano al Nivel Mutagénico con el activador
enzimatico (S9), y sin S9, se registraron IM en un rango de 1.2 a 1.6, que indican un nivel
levemente mutagénico. Del mismo modo, la respuesta de la actividad mutagénica en este sitio
coincide con la obtenida en las aguas superficiales. En este punto precisamente, la cepa
TA100+S9, mostré una mejor respuesta, tanto en la matriz de sedimento como en la matriz
de agua, revelando la presencia de sustancias promutagénicas en la zona abajo, antes de la
desembocadura al rio Cauca.

Es evidente, que los sedimentos del rio Cerrito conservan sustancias contaminantes que
tienen la capacidad de inducir desde una leve mutacion hasta originar una mutacion puntual.
Sin embargo, se presenta una mayor oportunidad para que se desencadenen mutaciones por
cambio en el marco de lectura (cepa TA97), y en segundo lugar mutaciones leves por
sustitucion de pares de bases (cepa TA100). Se observa el mismo comportamiento de la
actividad mutagénica que se registro en la matriz de agua superficial; la interaccion de la
cepa, activador enzimatico y sitio de muestreo (Anexo 4), influyen directamente en la
respuesta mutagénica (154)(199). La respuesta radica, en el tipo de sustancia contaminante
que se encuentra en las particulas de sedimento de acuerdo a cada sitio. Relacionando
igualmente, los causantes de la contaminacién a los cuerpos de agua, que repercuten
consecuentemente en la matriz del sedimento, la cual le favorece la acumulacion del metal
por el incremento de la contaminacion de la materia organica presente en el rio Cerrito en las
zonas de estudio. Finalmente, se observa que los sedimentos del rio Cerrito no se depuran
naturalmente, debido a que la carga contaminante es tan alta que se ha acumulado en el
tiempo, ademas el cromo es un elemento no biodegradable, convirtiéndose en una fuente de
contaminacion que perdurara 0 aumentara, y que por causa antropogenicas expone a una
contaminacion constante a los cuerpos de agua del rio Cerrito.

Considerando que, la concentracion de cromo en los sedimentos estuvo en el rango de 111 a
545 mg/kg, valores muy altos con los encontrado en el agua (<0.294 mg/L), se esperaria un
IM igualmente mayor. Sin embargo, los IM en ambas matrices, fueron muy similares. Este
resultado se relaciona, con el método de extraccién utilizado para los sedimentos en este
estudio. Es factible, que, al realizar la extraccion (solucion éacida) y la posterior,
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neutralizacion (hidroxido de sodio) de dichos extractos, se halla presentado una pérdida de
cromo y de otros mutagenos, en la fase liquida finalmente obtenida, la cual fue sometida a la
prueba de Ames. Ademas, se presentaron mutaciones Unicamente con la cepa TA97 con
activacion enzimatica, pero no se evidencié mutacién alguna, con la cepa TA100.

Los resultados de esta investigacion, son comparables con lo reportado por Biruk y sus
colaboradores en el 2016, quienes evaluaron la mutagenicidad con las cepas TA98 y TA100
en extractos de sedimentos de la cuenca baja del rio Matanza-Riachuelo en Argentina,
revelando que la respuesta genotoxica, estaba relacionada con el método de extraccion
utilizado en los sedimentos. Los extractos obtenidos por tratamiento con diclorometano
(DCM) fueron mas genotoxicos que los obtenidos por la extraccién con metanol en la prueba
de Ames. Ademas, solo los extractos obtenidos en DCM resultaron genotoxicos con la cepa
TA100, con activador enzimatico, mientras que los extractos con la solucion &cida, no
evidenciaron mutagenicidad.

De la misma manera, la evaluacion mutagénica realizada con la prueba de Ames, a suelos
contaminados con residuos de curtiembres, en la zona industrial de Jajmau en India, demostro6
que la respuesta mutagénica estaba relacionada con el método de extraccion, donde el mayor
potencial mutagénico se observd, en los extractos de suelo con diclorometano en
comparacion con los extractos de hexano para cada cepa (TA97, TA98, TA100, TA102 y
TA104) de Salmonella typhimurium (199).

Por otra parte, el andlisis estadistico reveld, que la variacion en los IM en la matriz de
sedimentos del rio Cerrito, estd siendo explicada por efectos aleatorios que, por los efectos
controlados en la investigacion; siendo el efecto de la interaccidn cepa*activador enzimatico
siendo significativa a un nivel de 0.000 (valor-P), quien aporta mas al total. Esta variacién
puede ser soportada, en el tipo de sustancia contaminante que esté presente en la matriz de
sedimento, las cuales pueden causar una respuesta diferente; si el contaminante es una
sustancia promutageénica, requiere una accion enzimatica (S9) para su activacion. Por el
contrario, si la sustancia contaminante actla como un mutageno directo, no necesita
activacion metabdlica. Por otro lado, las sustancias contaminantes pueden causar diferentes
tipos de mutaciones, es por ello que la prueba de Ames, permite utilizar una variedad de
cepas, para que se puedan identificar los tipos de mutaciones originan los contaminantes. En
esta investigacion, la cepa TA97 permiti6 identificar sustancias que causaron mutacion por
cambio en el marco de lectura, y por su parte, la cepa TA100 permitio evidenciar la presencia
de sustancias que causaron mutacion por sustitucion de pares de bases, tanto en la matriz de
agua superficial como en la de sedimentos.

74



5. CONSIDERACIONES FINALES

En este capitulo se presentan las conclusiones y recomendaciones, que surgen a luz de los
principales resultados obtenidos en esta investigacion, presentados a lo largo de los capitulos
que componen el documento.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los indices de Calidad Agua (ICA) (CESTESB, DINIUS E ICOMO) se
evidencia que la descarga de efluentes en el rio Cerrito, deteriora la calidad del agua a su
paso por el municipio, y que el sitio es un factor preponderante, que define su destinacion y
el posible riesgo que conlleva su uso, bien sea para consumo humano, riego agricola, y
recreacion, entre otros.

En el sitio 1, el agua se clasifica de buena calidad, éptima para ser utilizada con fines de
potabilizacién para consumo humano, aceptable, como agua para riego con baja
contaminacion, por materia organica. La destinacion del agua para recreacion, se ve
comprometida por la carga de Coliformes totales y fecales, la cual, se encuentra por encima
del valor limite permisible. En el sitio 2, el agua es clasificada de regular calidad, para ser
destinada para consumo humano, levemente contaminada para uso agricola, pero adn, se
considera utilizable para el riego de la mayoria de los cultivos. Se incrementa la
contaminacion por materia organica de forma progresiva, pasando de una baja
contaminacion a una alta contaminacién. La maxima contaminacion se presenta en el sitio 3
(zona abajo), antes de la desembocadura al rio Cauca, el agua es clasificada de mala calidad,
no deber ser destinada para consumo humano, como tampoco para uso agricola, este sitio
presenta Muy alta contaminacion por materia organica.

La determinacion de la actividad mutagénica en las aguas superficiales del rio Cerrito, con
las cepas de Salmonella typhimurium TA97 y TA100, con y sin activacion metabdlica,
presentaron un nivel mutagénico leve, generando mutaciones puntuales frameshift (cepa
TA97) por insercion o supresion de pares de bases Guanina-Citocina (G-C), como también,
sustitucién de pares de bases G-C (cepa TA100). El sitio 1 present6 actividad mutagénica
con un IM de 2.3 (cepa TA97-S9) y el sitio 3 alcanz6 un nivel mutagénico con un IM de 2.3
y 2.0 (cepa TA100+S9). Los dos tipos de mutaciones que se presentaron en este sitio,
conducen a mutaciones tanto por cambio en el marco de lectura como por sustitucion de pares
de bases.

La actividad mutagénica en los sedimentos del rio Cerrito a través de la prueba de Ames, con

las cepas de Salmonella typhimurium TA97 y TA100, con y sin activacion metabolica,
presentaron un nivel mutagenicidad leve. Sin embargo, se revelaron mutaciones puntuales
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frameshift con la cepa TA97 con activacion metabolica, para el sitio (1) antes de la descarga,
se presentd un nivel mutagénico con un IM de 2.0 a 2.4 (cepa TA97-S9). Los resultados
evidencian que la matriz de sedimento en este sitio, conserva sustancias contaminantes que
causan mutaciones puntuales, por cambio en el marco lectura, asimismo, que dichas
sustancias son mutagenos directos. En el sitio 2, la actividad mutagénica continda,
presentando un nivel mutagénico con un IM 2.0 (cepa TA97-S9). En el sitio 3, con la cepa
TA100+S9, se encontré un IM de 1.8 a 1.9 con un nivel levemente mutagénico.

El nivel mutagénico determinado en los sedimentos, coincide con las respuestas mutagénicas,
evidenciadas en el agua superficial, mostrando que hay una relacion reciproca con las
sustancias contaminantes presentes y que, estas fluctian en ambas matrices, de acuerdo a las
condiciones fisicoquimicas del medio.

La incorporacion del activador enzimatico para la simulacién del sistema de los mamiferos
en la prueba Ames, mostré que los mutagenos ambientales presentes en el rio Cerrito,
generan un riesgo por su capacidad de causar una mutacion en el ADN.

El indice de Mutagenicidad (IM) presentado en el agua superficial y en los sedimentos del
rio Cerrito, estuvo determinado por la interaccién entre los factores: Sitio de muestreo,
activador enzimatico y cepa.

PERSPECTIVAS

Realizar investigaciones sobre el efecto del de cromo en flora y fauna del rio Cerrito, de tal
manera que se pueda determinar la posible bioconcentracion y bioacumulacién de
genotdxicos.

Efectuar investigaciones interdisciplinarias que permitan realizar un estudio integral de la
calidad del agua del rio Cerrito y su posible efecto, de acuerdo a su uso.

Implementar estrategias de investigacion, aplicadas a determinar la posible actividad
mutagénica, asociada a los residuos de agroquimicos en el rio Cerrito.

Generar nuevos lineamientos normativos relacionados con la evaluacion de la actividad
mutagénica, que complemente los ya existentes para los ecosistemas acuaticos, de manera
que se asegure la calidad ambiental y la salud de los seres humanos.

Realizar estudios que evallen la efectividad de los métodos de extraccion, para la posterior
evaluacion de la mutagenicidad de los extractos de sedimentos aplicando la prueba de Ames.

Finalmente, cual sea la linea de investigacion el objetivo es salvaguardar la vida del
ecosistema natural y la salud de los seres humanos en el entorno del rio Cerrito, conociendo
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el grado de peligrosidad y toxicidad que tiene el cromo; para que de una forma u otra se
puedan mitigar las causas de contaminacion, por medio de la adopcién de nuevos
comportamientos por parte de los actores sociales y de normativas que se implementen, para
asegurar estas acciones.
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ANEXOS

Anexo 1. Modelo Estadistico

Tanto para los experimentos con la matriz agua y la matriz de sedimento, se aplica un
Disefo de Parcelas divididas bajo un disefio de bloques (Figura 10). EI modelo que
describe este tipo de experimentos es:

Yik = 4+ 7+ B+ (@B)ij + 1+ + (1) + (r)y + (o) + (z7@)iy + &Klj

i =1,2,3 (sitios) j=1,2,3 (repeticion/bloque) k,1=1,2 (cepa-activacion metabolica)
Donde:
n es la media general, T representa el factor sitio de muestreo, B; representa el efecto
blogue/repeticion y (tf); representa el error de la parcela grande, y« representa el factor cepa,

ou representa la activacion metabolica. Luego siguen las interacciones entre los factores de

segundo orden (ty), (ta), (yo). Por altimo, esta la interaccion de tercer orden (tyo)ieikque
representa el error de la parcela pequefia.

Los supuestos del modelo son:
gik~N(0, c?), conc?constante

Cov(eik, &ijk)=0 Vi#l'; j# ; kzK’

Primer
aleatorizacion

SITIOS
T

REP PARCELAS
1/BLOQUE 21 1, COMPLETAS

sitio 1 sitio 2 sitio3

REP T3 Segunda
2/BLOQUE T2 +}—— Aleatorizacion

™
ESTRUCTURA
T FACTORIAL
REP

3/BLOQUE T3 ENTRE LAS
T2 CEPAS Y
ACTIVACION
METABOLICA

PARCELAS
DIVIDIDAS

Figura 14. Disefio de Parcelas divididas bajo un disefio de blogues
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Anexo 2. Anova con Covariable

Tabla 18. Anova de IM con covariable matriz agua

Fuente de Variacion GL SC CM F-Valor P-Valor
x:Dosis 1 0.0109 0.0109 0.19 0.668
Rep/Bloque 2 0.23685 0.11842 2.02 0.139
Sitio de muestreo 2 0.09126 0.04563 1.37 0.352
Rep*Punto 4 0.13328 0.03332
Cepa 1 0.06423 0.06423 1.09 0.298
Activador 1 0.10685 0.10685 1.82 0.181
Sitio muestreo*Cepa 2 0.18074 0.09037 1.54 0.22
Punto muestreo*Activador 2 0.38734 0.19367 3.3 0.042
Cepa*Activador 1 0.50663 0.50663 8.63 0.004
Sitio muestreo*cepa*activador 2 0.04008 0.02004 0.34 0.712
Error 89 522.632 0.05872
Total 107 697.852

Tabla 19. Anova de IM con covariable matriz sedimento

Fuente de Variacion GL SC CM F-Valor P-Valor
x:Dosis 1 0.01053 0.01053 0.23 0.632
Rep/Bloque 2 0.67326 0.33663 7.38 0.001
Punto de muestreo 2 0.02054 0.01027 0.56 0.610
Rep*Punto 4 0.07367 0.01842
Cepa 1 0.18668 0.18968 4.16 0.044
Activador 1 0.08121 0.08121 1.78 0.185
Punto muestreo*Cepa 2 0.29351 0.14675 3.22 0.045
Punto muestreo*Activador 2 0.58306 0.29153 6.39 0.003
Cepa*Activador 1 150.249 150.249 32.95 0
Punto 2 0.18189 0.09094 1.99 0.142
Error 89 405.891 0.04561
Total 107  768.667
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Anexo 3. Validacion de Supuestos de Normalidad

999
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Figura 15. Validacion del supuesto de normalidad en la variable indice de Mutagenicidad
(IM) en la matriz agua

Mudiltiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0,05

1to de muestreo cepa activador enzimatico
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Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 16. Homogeneidad de varianzas entre la variable IM y las fuentes de variacion (punto
de muestreo, cepa y activador enzimatico) en la matriz agua

96



Mean 7.165050E-16

® StDev 0.1950
® N 108
KS 0.057

P-Value >0.150

99

95
90

80
70
60

50
40

30
20

10

Percent

0.1
-0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50 0.75

RESI1

Figura 17. Validacion del supuesto de normalidad en la variable indice de Mutagenicidad en
el matriz sedimento
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Figura 18. Homogeneidad de varianzas entre la variable IM y las fuentes de variacion
(repeticiones, punto de muestreo y cepa) en la matriz de sedimento

97



Anexo 4. Efecto de La Interacciéon entre los Factores en los Sedimentos
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Figura 19. Interaccion entre el sitio de muestreo, cepa y activador enzimatico.
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