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RESUMEN: En generallos metales pesados sont6xicos incluso en concentraciones muy bajas, influenciando de forma directa y
negativa en diversos procesos bioldgicos lo que los convierte en potenciales cancerigenos. Producto de la mineria, la agricultura'y
otras actividades son depositados metales pesados en diferentes ecosistemas, donde uno de los mayores receptores son los rios,
llegando a concentraciones que exceden los limites permitidos por la ley, por esta razon el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto mutagénico asociado a metales pesados en aguas superficiales del Rio Cauca en la zona urbana de Cali, para lo cual se
realizaron dos muestreos en temporada lluviosa. A partirde las muestras de agua se concentraron los metales utilizando la resina
Amberlita XAD-16, posteriormentese cuantificaron los metales Pb y Cd total por medio de espectrometria de Absorcion Atémica
poratomizacion electrotérmica y Hg total mediante la técnica de Vapores Frios. El efecto mutagénico de los extractos de metales
fue determinado por medio del Test de Ames, utilizando las cepas de Salmonellatyphimurium TA97a y TA100, ademas se estimo
la mutagenicidad de soluciones patronde Ph, Cd y Hg de 0.1 ppb hasta 1000 ppm, utilizando las cepas TA97a, TA98y TA100. Los
resultados indican que se obtuvo mutagenicidad solamente con la cepa TA97a, en la salida de aguas residuales de la PTAR-
Cafaveralejo y en la desembocadura del Rio Cali en las muestras del segundo muestreo, por su parte las soluciones patrén
presentaronuna respuesta positivacon esta cepa para concentraciones de 1y 10 ppmpara Pb, 0.1y 1 ppb para Cd y 100 ppmpara
Hg, donde esta Gltima también fue mutagénica para TA98'y TA100. Las concentraciones de Hg en la mayoria de los puntos de
muestreo superaron el limite admisible para aguas.

INTRODUCCION

El resultado de lamasiva industrializacion y urbanizacionhasido en gran medida la contaminacién de diferentes ecosistemas, ya
que muchos de los desechos generados cono sin tratamiento previo tienencomo destino final suelos, rios, lagos y aire, ocasionando
gran preocupacionen diferentes entes gubernamentales, académicos y en la poblacién en general, por el impacto producido en la
flora y fauna circundante, inclusoen las personas que tienen directa o indirecta exposicion a estos compuestos (Vincent-Hubert,
Heas-Moisan, Munschy, & Tronczynski, 2012). De aquinace la necesidad de evaluar el riesgo genotoxico en ambientes naturales,
aumentandoelinterés porelestudio de aquellos compuestos que tienen potencial carcinogénico y/o mutagénico, como lo son los
metales pesados, que se caracterizan por ser persistentes, y bioacumulables. (Rossman & Waalkes, 2003).

Las pruebas que evalian la capacidad mutagénica de un compuesto o una muestraambiental, han tomado gran importancia ya que
muchos carcindgenos que son mutdgenos dan una respuesta positivaen elensayo de mutagenicidad permitiendo identificar muchos
carcin6genos queactlan por mecanismos mutagénicos, ademas de algunos mutadgenos que no han demostrado ser cancerigenos
(Koedrith, Kim, Weon, & Rok, 2013; Warren et al., 2015). El Test de Ames ha sido ampliamente aceptado y utilizado para
identificar sustancias genotoxicas en muestras ambientales, tales como sedimentos, aguas superficiales y potables, suelos, muestras
ambientales atmosféricas y sustancias quimica puras, este esuno de los sistemas de pruebabacterianas mas fiables debido a que han
sido extensamente validados (Chen, Liu, Wun, & Ran, 2015; Warren et al., 2015; Kwasniewska, Nalgcz-Jawecki, Skrzypczak,
Plaza, & Matejczyk,2012) y ademas tiene la habilidad para identificar los efectos mutagénicos rapidamente. Como desventaja se
tiene que no permite una directa extrapolacién a humanos (Szendi, Gerencsér, Muranyi, & Varga, 2012). Este ensayo evalia la
capacidad que tiene una sustancia para revertir una mutacién existente en las bacterias de prueba, la mutacién consiste en la
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modificacidén del operdn de histidina de tal manera que las bacterias no pueden sintetizar este aminoacido necesario para su
crecimiento, requiriéndolo del medio (Mortelmans & Zeiger, 2000). En medios minimos de histidina la formacion de colonias
implica que se ha revertido la mutacion lo que restaura la sintesis de la histidina, permitiendo el crecimiento de las bacterias; la
cantidad de colonias dependera de la suficiencia mutagénica del ambiente al que se han expuesto los microorganismos, por esta
razon el test se conoce como Testde Reversion(Maron & Ames, 1983). Ademas de la dependencia a histidina, estas cepas tienen
mutaciones adicionales que las hacen mas sensibles a los mutagenos, estas alteraciones son: mutacion rfa que genera una capa
lipopolisacarida defectuosa, propiciandouna mayor permeabilidad a moléculas de considerable tamafio; mutacion uvrB que elimina
el mecanismo de reparacion del ADN porescision, debidoa la deleccion delgen uvrBY la insercion del plasmido pkM101 lo que le
proporcionaresistencia a ampicilinay mejora el mecanismo de reparacion de ADN (acido desoxirribonucleico) propenso a errores
lo que incrementa la mutagénesis. Existen una variedad de cepas de Salmonellatyphimurium usadas para esta prueba, cadaunacon
un tipo de mutacién diferente en el operon de histidina, lo que da informacién del tipo de mutacion génica que esta sufriendo la
cepaque esta revertiendo, esta mutacion puedeser porsustitucion de pares de bases o por el cambio en el marco de lectura ya sea
poradicién o deleccion de una o mas bases. Las cepas de prueba estandar son las TA97, TA98, TA100y TA102, donde las mas
utilizadas son las TA98 y la TA100, sin embargo la TA97 es la cepa mas indicada para evaluar la mutagenicidad de metales
pesados(da Costa et al., 2012).

Con gran preocupacionhasurgido elinterés por la conservaciénde los ecosistemas acuaticos que son los mas amenazados dado
que muchos de ellos reciben aguas residuales de origen urbano, agropecuario e industrial, que liberan productos quimicos en el
aguasuperficial, en su mayoria cancerigenos que se convierten en parte de mezclas ambientales complejas(da Costa et al., 2012).
Se tiene evidencia de que algunos rios en elmundo especialmenteen Europa, Asiay Suramérica son contaminados conpotenciales
directos e indirectos mutagenos tipo frameshift y sustitucién de bases, como lo indican diversos estudios realizados desde los afios
90 y recopilados por Ohe, Watanabe, & Wakabayashi (2004). Esto ha incrementado la tendencia por parte de muchos laboratorios a
hacerestudios mutagénicos; por ejemplo el cuerpo regulatorio en S&o Paulo, Brasil, ha monitoreado rutinariamente la capacidad
mutagénica de susrios durantemas de 20 afios (Pereiraetal., 2007), y a estainiciativase suman los estudios que recientemente se
han realizado en la Nacién Penobscot Indio (PIN), Estados Unidos (Warren et al., 2015). En Colombia en el 2001 se empez6
evaluando laactividad mutagénica de aguas de consumo humano antes y después de clorar el agua en la planta de Villa Hermosa,
Medellin y desde el 2009 se realizan estos mismos estudios en el Rio Cauca (Idrobo, 2008) (Taquez, 2011) (Sierra, 2012) (Vivas,
2013). Esterio abastece las plantas de tratamiento de agua potable (PTAP) de Puerto Mallarino y Rio Cauca, suministrando agua
potable al 75 % de la poblacién calefia (Navarro, 2004), sin embargo el Rio Cauca es sometido al vertimiento de lixiviados del
basurero de Navarro, aguas residuales domésticas e industriales, escorrentias superficiales y desechos agropecuarios del Caucay
surdel Valle, donde los contaminantes principales son pesticidas, hidrocarburos aromaticos y metales pesados que se caracterizan
porserpotenciales mutagenos, ademas estos Gltimos hacen parte de un importante grupo de conocidos carcindgenos. De esta
manera el objetivo de esteestudio es evaluar el efecto mutagénicoen aguas superficiales del Rio Cauca en la zona urbana de Cali,
enfocando el estudio a los metales pesados plomo, cadmio y mercurio.

METODOLOGIA

Zona de estudio

El area de estudio seubicd sobre el Rio Caucaa la altura entre el puente del Hormiguero y la Desembocadura del Rio Cali, como se
muestraen la Figura 1, los puntos de muestreo seleccionados y sus respectivas coordenadas geograficas se proporcionan en la
Tabla 1.

Tabla 1. Coordenadas de las estaciones de muestreo en el Rio Cauca.

PUNTO DE MUESTREO COORDENADAS GEOGRAFICAS
Puente EI Hormiguero (P1) N3°187 09,2 W 76°28° 50,8
Desembocadura del Canal CVC-Sur N:3°22°40.2" W:76°28°17.7"
(P2)
Bocatomade la PTAP de Puerto N:3°26'454™ W:76°28°30.4™ s
Mallarino (P3)
Puente de Juanchito (P4) N:3°26°59™" W:76°28°32.1"
Salida de aguas residualesde laPTAR- N 3°28°13.94™ W 76°28°33.40™
Canaveralejo (P5)
Desembocadura del Rio Cali (P6) N:3°30°209™ W:76°29°29.8""

Figura 1. Mapade las estaciones de muestreo
en el Rio Cauca en la zona urbana de Cali
(obtenido de http://www.geocvc.co/visor/)



Recoleccién y pretratamiento de las muestras

Los dos muestreos de aguas superficiales del Rio Cauca se realizaron en octubrey diciembre del 2012, ambos en época de lluvias,
llevando a cabo la NTC-1SO 5667-6 (Calidad del Agua. Muestreo. Guia para el Muestreo de Aguas de Rios y corrientes).

Se realizd un muestreo aleatorio, tomando 2 L de muestra ubicada sobre la columna superficial de agua a una profundidad de 50cm,
aproximadamente en el centro del cauce del rio, como lo indica Junk (1974); las muestras se almacenaron en recipientes de
polietileno de altadensidady se depositaron en neveras portatiles para sutraslado al laboratorio del Grupo de estudios Ambientales
parael Desarrollo Sostenible (GEADES) de la Universidad Autonoma de Occidente. Cada muestra fue dividida en dos fracciones
para realizar 1) el procedimiento utilizado en la determinacién de Hg total, para lo cual se fijo el contenido metalico adicionando
2.0 mL de acido nitrico concentrado por cada litro de muestra y 2) el procedimiento utilizado para especiar los metales como
metales en solidos suspendidos (SS), metales idnicos libres (ML) y metales asociados a sustancias himicas (MH), descrito por
TOKALIOGLU, KARTAL, & ELCI, (2000)

Extraccion y concentracién de muestras

La concentracion de los metales pesados de las muestras de aguas se realizé utilizando columnas de resina Amberlita XAD-16
(copolimero de poliestireno y divinilbenceno) previamente activadas con lavados sucesivos de agua desionizada/metanol/agua
desionizada/HNO; 1M en acetona/agua desionizada/NaOH 1M/agua desionizada. La extraccion de los metales s e logré eluyendo en
medio &cido, el procedimiento completo se resume en la obtencién de SS, MLy MH, como se describe a continuacién:

e SS: Se filtraron 250 mL de muestra, utilizando membrana de poro de 0.45 um, posteriormente se adicionaron 15 mL de HNO;
concentrado, a la membrana que contenia los s6lidos filtrados haciendo digestion de los mismos, por Gltimo se evaporé a
cercana sequedad, y se enras6 a 10 mL con HNO; 2M.

e MH:El filtrado obtenido anteriormente se pasé por una columnade vidrio que contenia 400 mg de Amberlita XAD-16, a una
velocidad de 2-2.5 mL/min, a continuacién se eluyeron los metales pasando por la resina 25 mL de HCI 1M en acetona,
utilizando un flujo de 1-1.5 mL/min, para finalizar se evapord a cercana sequedad y se enrasé a 10 mL con HNO; 2M.

e ML: Se adicion6 1.39 g de tetraborato de sodio al efluente obtenido en el paso anterior, se pasé nuevamente por una columna
de Amberlita XAD-16, seguida de la elucién con HCI, como se describi6é anteriormente.

El extracto final utilizado en el Test de Ames constade lamezcla de los extractos de SS, MH y ML, los cuales fueron evaporados,
neutralizados y reconstituidos con dimetilsuféxido (DMSO) hasta un volumen final de 5.0 mL.

Tratamiento de muestras para determinacion de Hg total

Se determind la concentracién de mercurio mediante el método estdndar ASTM D3223-12 (Standard Test Method for Total
Mercury in Water), el cual consta de la oxidacion y digestién de la muestra usando KMnQ,, K,S,0g, HNO; y H,SO,.

Cuantificacion de metales pesados

La cuantificacion de metales en las muestras de las aguas del Rio Cauca se desarroll6 en el Laboratorio de Analisis Industriales de
la Universidad del Valle (LAI); cuantificando Pb y Cd total por medio de espectrometria de absorcién atémica por atomizacién
electrotérmica y Hg total mediante la técnica de Vapores Frios.

Cepas bacterianas

Los ensayos de mutagenicidad se desarrollaron en el Laboratorio de Investigaciones Microbiolégicas (LIM) del Departamento de
Biologia de la Universidad del Valle para lo cual se utilizaron tres cepas de Salmonella typhimurium dependientes de histidina:
TA97a, TA98Yy TA100, sus caracteristicas genotipicas (Vijayan, Pathak, & Meshram, 2014) se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Genotipos de las cepas TA97, TA98y TA100

ALELO 4 DEFECTO < A
CEPA BLANCO TIPO DE MUTACION LPS REPARACION PLASMIDO
TA97 his6610/his01242 Cambio de marco de lectura rfa uvrB pKM101
TA98 hisD3052 Cambio de marco de lectura rfa uvrB pKM101
TA100 hisG46 Cambio de pares de bases rfa uvrB pKM101

A partir de las cepas conservadas por liofilizacion, se procedio6 a reactivarlas en medio liquido para preparar los cultivos c ongelados
permanentes, usando como agente crioconservante DMSO (Cf =10 %), de estos cultivos se prepararon cajas maestras de las cuales
se tomaron in6culos para hacer purificaciones sembrando en agar-glucosa minimo complementado con histidina (GM+). Por cada
cepa se confirmaron las marcas genotipicas descritas en la Tabla 2.de tres colonias obtenidas en la Gltima purificacién,
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posteriormente se prepararon tubos inclinados de trabajo, sembrando inéculos de la colonia que presenté el mejor nimero de
revertantes espontaneas.

Determinacién de dosis empleada en Test de Ames

Siguiendo las recomendaciones de Mortelmans & Zeiger (2000) se determind a que concentraciones, se obtendria la mejor
respuestamutagénicaa la hora de tomar datos; para llevara cabo esta dosis -respuesta se evaluaron 9 dosis diferentes variando la
concentracién de los extractos obtenidos a partir de las muestras de agua (X100, x10-1, x10-2, x10-3, x10-4, x10-5, x10-6, X10-7 y
x10-8).

Evaluacion de mutagenicidad- Test de Ames

Se utilizé el método de concentraciondirecta (Vargas et al., 2001) empleando el ensayo de preincubacién con las cepas TA97ay
TA100 para tres concentraciones que se escogieron aleatoriamente considerando que la prueba de dosis -respuesta mostro un
comportamiento uniforme, es decir, no hubo diferencias en el indice Mutagénico (IM) por accion de la concentracion.

Evaluacion mutagénica de Pb, Cd y Hg

Con el propésito de determinar laconcentraciéna la cual los metales en estudio pudieranser mutagénicos se prepararon soluciones
de 0.1 ppb, 1 ppb, 10 ppb, 100 ppb, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppmy 1000 ppm, de Cd, Pb y Hg, que posteriormente fueron evaluadas
con las cepas TA97a, TA98 y TA100 utilizando el método de concentracién directa (Vargas et al., 2001) y el ensayo de
preincubacion.

Interpretacion de resultados

Para establecer el indice mutagénico (IM) se siguié la regla del two-fold increase, que considera una muestra mutagénica si la
relacién entre las revertantes espontaneas obtenidas de lamuestray las del controlnegativo (DMSQ)es igual o superiora 2; de esta
manera se consideran levemente mutagénicos aquellos IM inferiores a 2, pero significativamente diferentes de 1. El control positivo
utilizado fue la azida de sodio (AZ), por ser un mutageno comprobado (Mortelmans & Zeiger, 2000).

Disefio experimental

Teniendo en cuenta la dosis de la muestra como una covariable, se escogié un disefio completamente aleatorio con estructura
factorial de 2x6x2 en el que se establecieron como factores la época del muestreo, los puntos de muestreo, y las cepas de prueba de
Salmonela typhimurium. Los niveles respectivamente son: los meses de octubre y diciembre del 2012; los puntos Py, P,, P3, Py, Psy
Ps descritos en la Tabla 1; y las cepas de prueba TA97ay TA100.

El modelo propuesto, se decribe en la ecuacion 1.
Yijk =+ 1+ B+ Z+ @p)y+ @2y + B2 jy + @BZ) i + € @

En donde:
i=12j=1,23456k=1,2
u = Media general
7; = Efecto del mes de muestreo
B; = Efecto del punto de muestreo
Z,. = Efecto de la cepa de prueba
(zp);; = Interaccién de segundo orden mes del muestreo — punto de muestreo
(tZ);, = Interaccién de segundo orden mes del muestreo — cepa
(BZ) j,, = Interaccion de segundo orden punto de muestreo — cepa
(tBZ);jx = Interaccién de tercer orden mes del muestreo — punto de muestreo — cepa

€;jx = error aleatorio

Andlisis estadistico

Se realizd un andlisis de covarianza para establecer la significancia de la dosis de la muestra en los resultados obtenidos,
posteriormente se compardy comprobé la significancia estadistica de las medias de los diferentes tratamientos llevando a cabo un
analisis experimental del IM, donde se implement6 la metodologia de una andlisis ANOVA y post-ANOVA con la prueba
estadistica Tukey las cuales se realizaron en el software Minitab 14, en el cual se contrastan las pruebas de hipétesis que se
muestran a continuacion frente a un nivel de significancia del 5%.

e Interaccion de tercer orden



Hy:(t2);j, = 0 para todo ijk (No hay interaccion entre los factores época de muestreo, punto de muestreo y cepa de prueba)
Hy:(tBZ);j # 0 paratodo ijk (Si hay interaccion entre los factores época de muestreo, punto de muestreo y cepa de prueba)
e Interacciones de segundo orden

Ho:(rﬁ)i}- = 0 para todo ij (No hay interaccion entre los factores época de muestreo y punto de muestreo)

Ha:(‘[ﬂ)ij # 0 para todo ij (Si hay interaccion entre los factores época de muestreo y punto de muestreo)

Hy:(tZ);, = 0 para todo ik (No hay interaccion entre los factores época de muestreo y cepa de prueba)
H,:(tZ);, # 0 para todo ik (Si hay interaccion entre los factores época de muestreo y cepa de prueba)

Hy:(BZ) ;. = 0 paratodo jk(No hay interaccion entre los factores punto de muestreo y cepa de prueba)
H,:(BZ);, # 0 para todo jk (Si hay interaccion entre los factores punto de muestreo y cepa de prueba)

e Efectos principales

Hyty =7, vs. Hp:t #71,

Ho:py =B, =B =Bs=PBs =Bs vs. Hy:f;+ P paratodoj+j
Hy:Z,=Z, vs. HypZ, #Z,

RESULTADOS

La evaluacion de mutagenicidad con las cepas de Salmonella typhimurium TA97ay TA100 de los extractos obtenidos evidenciaron
toxicidad en sumayoria, dado que se observoadelgazamiento del “césped de fondo” acompariado de una disminucién en elnimero
de colonias revertantes; por lo que fue necesario realizar para cada uno de estos curvas de dosis-respuesta como las
correspondientes a los puntos P4y P5 del segundo muestreo (denotado con la letra B) que se muestran en la Figura 2. Se puede
observarque con lacepa TA97a el IM aumenta alincrementarse la concentracion de ladosis delpunto 5 (B5 TA97a) lo que indica
unarespuesta mutagénica positivayaque alcanzé un IM =2.01y se observé un comportamiento de linealidad en las respuestas
obtenidas en las primeras 6 dosis evaluadas (Kutlu et al., 2004), caso contrario sucede con la TA100, donde el IM en el mismo
punto tiende a un oscilacién insignificante alrededor de 1, independientemente de la concentracién.

B5 TA97a B6 TA97a B5 TA100 B6 TA100
3 3 3 3
s 2 i { < 2 s 2 s 2
S 0o bt T Jasteaed” tiigussddad . ¥3%isaqd
0 0 0 L ] 0 @
1E-09  0,000001 0,001 1 1E-09  0,000001 0,001 1 1E-09  0,000001 0,001 1 1E-09  0,000001 0,001 1
Dosis Dosis Dosis Dosis

Figura 2. Curvas de dosis-respuesta en la salida de aguas residuales de la PTAR-Cafiaveralejo (P5) y en la desembocadura del Rio
Cali (P6), ambos puntos del segundo muestreo (B), utilizando las cepas de Salmonella typhimurium TA97a y TA100.

En general el IM en estas pruebas preliminares tiende a ser constante lo que corresponde en un principio a una respuesta no
mutagénica de lamuestra en las concentraciones evaluadas, por lo que se procedi6 a valorar nuevamente la mutagenicidad usando
las tres dosis quealeatoriamente se escogieron para llevar a cabo el Test de Ames, estos resultados se encuentran en la Tabla 2,
donde se clasifica el IM en tres categorias: no mutagénico (NM), levemente mutagénico (LM) y mutagénico (M).



Tabla 2. Resultados del ensayo de Ames en los diferentes puntos de muestreo del Rio Cauca, realizado con las cepas TA97ay
TA100 de Salmonella typhimurium.

TA97a TA100
PUNTO DE
MUESTREO Primer Muestreo Segundo Muestreo Primer Muestreo Segundo Muestreo
D° IMP C D° IMP C° D° IMP C° D° IMP C°
Puente El 10° | 1.09x033 | NM | 10° | 0.78%0.17 | NM | 10° | 1.20+0.14 | LM | 10® | 1.40%£0.17 | LM
Hormiguero 10* [ 1.06+0.24 [ NM | 10® [ 1.00+0.18 | NM [ 10® | 0.95+0.12 | NM | 10° | 0.97+0.11 | NM

10° | 1.31+0.38 | LM 10° | 1.14+0.29 | NM | 10° | 1.01£0.13 | NM | 10° | 1.08+0.14 | NM

Desembocaduradel 107 | 1.19%0.19 [ NM [ 10* | 1.27%0.23 [ LM | 10* | 1.00£0.11 | NM | 10" | 0.99£0.16 | NM
Canal CVC-Sur 102 | 1.42+027 | LM | 10 | 0.97+0.17 [ NM | 10® | 0.76+0.16 [ NM | 10® | 0.77+0.14 | NM
10° | 1.19+0.19 | NM | 10° | 1.10+0.22 | NM | 10° | 0.86+0.11 | NM | 10° | 0.85+0.10 | NM

Bocatomade la 10° [ 1172022 [ NM | 10° [ 1.21+025 | LM | 10% | 1.08+0.21 | NM | 10* | 1.10+0.16 | NM
PTAP de Puerto 107 | 1.20+0.31 | LM | 10® | 0.99+0.17 | NM [ 10® | 1.01+0.12 | NM | 10® | 0.87+0.14 | NM
Mallarino 10% | 1.12+0.26 | NM | 107 | 1.01+0.25 | NM | 10° | 1.24+0.25 | LM | 10° | 1.05+0.14 | NM

) 10* | 1.01+0.27 | NM | 10* | 1.04+0.18 | NM | 10* | 0.97+0.14 | NM | 10* | 1.02+0.21 | NM
PuentedeJuanchito 102 [ 1.01+0.34 | NM | 10° | 0.89+0.23 | NM | 10* | 0.79+0.10 | NM | 10* | 1.01£0.16 | NM
10% | 1.09+0.25 | NM | 10° | 1.17+0.23 | NM | 10° | 0.84+0.14 | NM | 107 | 0.99+0.24 | NM

Salida de aguas 10% [ 1.15+0.21 [ NM | 10* [ 1.23+0.25 | LM | 10* | 0.83+0.17 | NM | 10* | 1.00+£0.14 | NM
residuales de la 10 | 1114031 | NM | 10? | 1.18+0.51 | NM [ 10® | 0.90+0.12 | NM | 10* | 1.16+0.13 | NM
PTAR-Cafiaveralejo  10* | 0.91+0.19 | NM | 10° | 1.32+0.19 | LM | 10° | 0.93+0.17 | NM | 107 | 0.92+0.16 | NM

Desembocaduradel  10° 0.75+0.22 | NM 10° | 0.97+0.34 | NM 10* 0.88+0.15 | NM 10* 1.07+0.12 | NM
Rio Cali 10* | 1.15+0.19 | NM | 10* | 1.14+0.17 | NM [ 10® | 0.96+0.16 | NM | 10° | 0.85+0.16 | NM
10 | 1.14+0.26 | NM | 10° | 1.31+0.21 | LM | 10® | 1.06+0.13 | NM | 10° | 1.03+0.26 | NM

* Dosis de la muestra seleccionada del preliminar realizado en la dosis-respuesta
® Promedio del indice mutagénico + desviacion estandar
¢ Clasificacion del indice mutagénico: no mutagénico (NM), levemente mutagénico (LM) y mutagénico (M)

Dando uso a las metodologias estadisticas implementadas para el anélisis de los datos, se obtienen los resultados de la prueba
ANOVA para determinar la significancia de los factores involucrados en elaumento del IM presentes en las aguas del Rio Cauca,
los cuales se consignan en la Tabla 3.

Tabla 3. ANOVA para determinar la significancia del modelo implementado en la ecuacion (1).

GL* ¢ MC® Valor F Valorp
Epoca de muestreo 1 0.00430 0.004299 0.13 0.720
Punto de muestreo 5 0.20933 0.041866 1.25 0.287
Cepa de prueba 1 0.60823 0.608233 18.20 0.000
Muestreo — Punto de muestreo 5 0.41785 0.083571 2.50 0.033
Muestreo — Cepa 1 0.05028 0.050280 1.50 0.222
Punto de muestreo— Cepa 5 0.58551 0.117101 3.50 0.005

Muestreo — Puntode muestreo—Cepa 5 0.17387 0.034774 1.04 0.396
Error 157 5.24609 0.033415
Total 180 7.32214

# Grados de libertad

® Desviaci6n estandar ajustada

¢ Minimos cuadrados ajustado

Resumen del modelo: Desviacion estandar de 0.182797 y R? del 28.35%

Dentro del andlisis ANOVA podemos observar que los factores que presentan una alta significancia en la presencia de
mutagenicidad de los puntos medibles del Rio Cauca son mesde muestreo y puntode muestreo en una interaccion de segundo orden
de igual forma se observamayor significancia para la interaccion entre puntode muestreo y cepa de prueba. Ademas, se observé
que las demas interacciones de factor triple y los efectos asociados a los factores de forma independiente son no significativos
dentro del modelo, como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Interacciones para el IM con los factores mes de muestreo, punto de muestreo y cepa de prueba.

Por otro lado, se realizaron pruebas de mutagenicidad evaluando soluciones patrén de los metales en estudio, esto con el fin de
obtenerinformacion de la respuesta mutagénica de cada unode ellos frente atres cepasde Salmonellatyphimurium: TA97a, TA98
y TA100. La respuesta mutagénica de las soluciones patron sereportan en la Tabla 4; donde se determina que el Pb es mutagénico
para las concentracionesde 1y 10 ppm con la cepa TA97a, mientras que el Cd presentauna respuesta positivacon esta misma cepa
en concentracionesde 0.1y 1 ppb. Porsu parte, se determin6 que el Hg es potencialmente mutagénico en concentraciones de 100
ppm, presentando una respuesta positiva para mutagenicidad en las tres cepas evaluadas.

Tabla 4. Resultados del ensayo de Ames de las soluciones patron de metales pesados, realizado con las cepas TA97a, TA98y
TA100 de Salmonella typhimurium.

METAL  Concentracion TA97a TA%8 TAL00

IM* c’ IM? c’ IM* C’
0.1 ppb 1.19+£0.35 | NM 1.00£0.17 | NM 1.10 £0.17 NM
1 ppb 1.22+0.38 | LM | 0.75+0.12 | NM | 1.33+0.20 | LM
10 ppb 1.36+0.75 | LM | 0.86+0.43 | NM | 1.23+0.23 | LM
100 ppb 159+040 | LM | 1.11+0.32 | NM | 1.32+0.34 | LM
Pb 1 ppm 4.14+1.33 M 1.02+0.21 | NM | 1.34+0.21 | LM
10 ppm 9.87+1.9 M 1.02+0.17 | NM 1.27+£0.22 LM
100 ppm Toxicidad 0.86+0.34 [ NM | 1.15+0.25 [ NM
1000 ppm Toxicidad 0.88+0.15 [ NM [ 1.17+0.22 | NM
0.1 ppb 242 £88.1 M 1.20+0.51 | NM | 1.23+0.19 | LM
1 ppb 228 +£53.7 M 0.92+0.15 [ NM | 1.21+0.19 | LM
10 ppb 1.48+2.20 | LM | 0.89£0.14 | NM | 1.13+0.22 | NM
100 ppb 0.17 +-- NM [ 1.16+0.18 | NM | 1.43+0.36 [ LM
cd 1 ppm 1.36+0.40 | LM | 0.94+£0.25 | NM | 1.05+0.16 | NM
10 ppm 0.75+0.38 | NM 1.05+0.17 | NM 1.13£0.25 | NM
100 ppm 1.45+0.79 | LM | 0.83£0.19 | NM | 1.34+0.23 | LM
1000 ppm Toxicidad 1.04+0.23 [ NM | 1.11+0.21 | NM
0.1 ppb 1.20+0.19 | LM | 0.92+0.43 | NM | 1.20+0.19 | LM
1 ppb 1.19+0.34 LM 0.88+0.28 | NM 1.19+£0.34 | NM
Hg 10 ppb 1.38+035 | LM | 0.78+0.32 | NM | 1.38+0.35 | LM
100 ppb 1.14+£0.24 | NM 0.84+0.36 [ NM 1.14+£0.24 | NM
1 ppm 1.28+0.25 | LM | 0.99+0.18 | NM | 1.28+0.25 | LM
10 ppm 1.66+0.67 | LM | 091+0.21 | NM | 1.66+0.67 | LM
100 ppm 109 +23.2 M 25.5+5.7 M 8.65+1.36 M

1000 ppm Toxicidad Toxicidad Toxicidad

dPromedio del indice mutagénico * desviacion estandar
b Clasificacién del indice mutagénico: no mutagénico (NM), levemente mutagénico (LM) y mutagénico (M)



Ademas de las pruebas microbioldgicas realizadas, se evalu6 la contaminaciénde las aguas del Rio Cauca por Pb, Cd y Hg que se
caracterizan por ser tres de los metales pesados considerados mas téxicos y potencialmente mutagénicos. El resultado de la
cuantificacién se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentraciones de metales en las muestras de agua del Rio Cauca®

PUNTO DE Primer Muestreo Segundo Muestreo
MUESTREO Pb Cd Hg Pb Cd Hg

PuenteElHormiguero 5 o0 5002 131 308 0123 109

Desembocadura del
Canal CVC-Sur 4,60 0,072 593 3,32 0,109 7.48

Bocatomade laPTAP
de Puerto Mallarino 2,36 0,081 119 2,12 0,082 10.5

Puente de Juanchito 1.28 0.06 ND® 0.6 NDP 4.92
Salida de aguas
residuales de la
PT AR-Cafiaveralejo 3,24 0,096 583 256 0,044 9.36
Desembocadura del
Rio Cali 3,48 0,064 376 4,68 0,052 2.5

s B el C
Limites permisibles 10,0 3,00 1,00

? Resultados expresados en pg/L.
® No detectado.
¢ Limites establecidos por el ministerio de ambiente para aguas superficiales.

DISCUSION

Los metales pesados como elarsénico, cadmio, cromo, plomo, mercurio y niquelson contaminantes ambientales generalizados que
causan efectos perjudiciales para la salud, en particular varios tipos de cancer, por lo que han sido clasificados como carcindgenos
humanos por la International Agency for Research on Cancer (Koedrith et al., 2013). Esto hallevado auna creciente regulacion por
parte de organismos ambientales internacionales tales como la EPA (Environmental Protection Agency)y locales como la CVC
(Corporacion Autonoma Regional del Valle del Cauca) y el DAGMA (Departamento Administrativo de Gestion del Medio
Ambiente). A nivel nacional el Ministerio de Ambiente es quien ejerce la maxima autoridad en Colombia estableciendo normas,
reglamentos, resoluciones, etc, que son aplicados por las entidades locales en el area de su jurisdiccion.

El Reglamento Técnico del Sectorde Agua Potable y Saneamiento Basico RAS — 2000, de acuerdo aldecreto 475/98, establece que
parafuentes de abastecimiento de aguas entre las que se encuentran aguas superficiales y porende los rios, no debende superar los
maximos permitidos que se muestran en latabla 5; teniendo en cuenta que el Rio Cauca abastece dos plantas de tratamiento de agua
potable y que ademas proporciona agua para las necesidades basicas de las personas ubicadas en diferentes asentamientosalo largo
del rio, es indispensable quecumpla con esta reglamentacion, sin embargo las concentraciones de Hg obtenidas en este estudio
superan ampliamente el limite admisible, incluso en la bocatoma de la PTAP-Puerto Mallarino. Por otra parte en la Resolucién
0631 de 17 de marzo de 2015 se instaurd los parametrosy los limites maximos permisibles en los vertimientos puntualesa cuerpos
de aguas superficiales, estableciendo que la concentracion de Hg vertida no puede sersuperiora 0.02 mg/L, lo cualno se cumple en
la desembocadura del Canal CVC-Sur, nien la salida de aguas residuales de la planta de tratamiento de aguas residuales PTAR-
Cafaveralejo, ni siquiera en la desembocadura del Rio Cali.

En la Resoluciéon N° 1096 de 17 de noviembre de 2000, se determin que es necesario que se realicen estudios de tratabilidad y/o
toxicidad en las aguas residuales municipales quese encuentran en tratamiento, entre estos estudios se debe incluir la medicion de
metales pesados ya que en altas concentraciones son toxicos para los organismos degradadores y para el cuerpo de agua receptor.
Especificamente los metales que se debenevaluarde acuerdoaestaresolucién son Cr, Pb, Ni, Hg, Cd, Cu 'y Zn los cuales no deben
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superar una concentraciontotalacumuladade 2mg/L, de lo contrario se considera téxica. En los puntos muestreados se observa
que la suma de las concentraciones de los metales en estudio (Pb, Cd y Hg) no superan los 0,017 mg/L, lo que corresponde a
menos del 1% del limite superior ofreciendoun leve indicio de que las aguas del Rio Cauca, al menos en los sitios muestreados, no
llegan a sertdxicas, sin embargo es importante tener en cuenta que la toxicidad de los metales varia de un metal a otro, donde el
aporte significativose puede hacer desde cantidades muy bajas sobre todo considerando que los metales en estudio hacen parte de
los cuatro metales considerados como altamente toxicos (Das, 2015). Por esta razén ademas de la cuantificacion de los metales
como indice de contaminacion, se incluyd una prueba de mutagenicidad para tener informacion del riesgo genotéxico de las
muestras, determinando de esta manera que delsegundomuestreo las muestras correspondientes a la salida de aguas residuales de
la PTAR-Cafiaveralejo y la desembocadura del Rio Cali presentan una respuesta positiva frente a la cepa TA97a, presentando
indices mutagénicosde 2.01 y 2.3 respectivamente, como se indicd en las pruebas preliminares (Curvas de dosis-respuesta de la
Figura2.). Este resultado positivosugiere la posibilidad de que el agua en estas muestras puede contener agentes mutagénicos
potenciales, sin embargo los resultados negativos para el resto de los puntos solo significa que bajo las condiciones del sis tema de
prueba no generd actividad mutagénica (Warren et al., 2015).

El andlisis estadisticodel Test de Ames realizado con las dosis seleccionadas para cada muestra permiti6 evidenciar que no habia
unalinealidad entre ladosis y el IM a unasignificancia del 91.1 %, por lo que las dosis utilizadas no fueronun factor determinante
en la respuesta mutagénica, esto posiblemente se debe a que las concentraciones de los metales en las muestras no se encontraban
en los rangos en los que las cepas presentan unarespuesta positiva a mutagenicidad. Por otra parte se determind la existencia de dos
interacciones de segundo orden. El primer caso para los factores época de muestreo y punto de muestreo, del cual se observé
mediante el analisis post-ANOVA que en los puntos de un mismo muestreo no habia una diferencia significativa en la respuesta
mutagénica obtenida, caso contrario se presentaba entre un muestreoy otro, lo que indica que el IM tiene una mayor contribucién
por parte del componentetemporal, es decir, la época de muestreo; que del componente espacial o sea los diferentes puntos de
muestreo, talcomo lo concluyé Vivas (2013). El segundo caso corresponde a los factores cepa de prueba y punto de muestreo,
siendo esta la interaccion de mayorsignificancia en el modelo, lo que se puede explicar por la diferencia en la sensibilidad de las
cepas frente alaexposicion de los metales pesados como se mostré en la Figura 3. Se puede observar que en general los puntos
presentan un IM més alto con la TA97a que con la TA100, siendo la primera una cepa que revierte para mutaciones tipo frameshift
lo que implica una alta tendencia de las muestras evaluadas a generar un cambio en el marco de lectura ya sea por adicion o
delecién de una o més bases.

La categoria levemente mutagénico atribuida a varias de las dosis evaluadas es de granimportancia a nivel biolégico debido a que
los metales pesados son bioacumulables alcanzando concentraciones crecientesa medida que se avanzaen los niveles troficos de la
cadenaalimenticia, porende las concentraciones a la que los organismos vivos estarian expuestos, serian mas elevadas que las
detectadas en las muestras de agua, pudiendo alcanzar niveles peligrosos de mutagenicidad; se recomienda evaluar el efecto
mutagénico en los diferentes escalafones de la cadena tréfica, especialmente organismos como peces y algunos invertebrados, los
cuales serian consumidos por seres humanos y otros vertebrados.

Las pruebas realizadas con las soluciones patrén de los metales permiti6 confirmar que la cepa con mayor sensibilidad frente a los
metales pesadoses la TA97a (da Costaetal., 2012), obteniendorespuestas positivas para concentraciones de 0.1y 1 ppbde Cd, 1y
10 ppm de Pb y 100 ppmde Hg. Por su parte las cepa TA98y TA100 solo presentaron respuesta mutagénica para el Hg de 100
ppm, lo cual indicaria que se requieren muestras con una concentracién muy elevada de este metal para obtener una respuesta
positiva para mutagenicidad; esta concentracion dificilmente se encontrara en aguas superficiales de rios por lo que no es
recomendable el uso de estas cepas, si lo que se requiere es evaluar la mutagenicidad debida a los tres metales en estudio.
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