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INTRODUCCION.

En los Giltimos afios, se ha manifestado en el mundo-
una inquietud cada vez mayor por el peligro que representa --
para la humanidad, laQ mutaciones génicas y aberraciones cro
mosbémicas que pueden ser causadas por la exposicién a mezclas
de compuestos qufmicos presentes en el ambiente. Para estimar
el riesgo que representan estas sustancias pars las poblacio-
nes expuestas, se ha hecho por lo tanto necesario establecer-
en que medida estos agentes quimicos son capaces de dafiar el-
nater;nl genético y cuales son las manifestaciones de dicho -
efecto. Ahora bien, ya que diffcilmente se pueden hacer inves
tigaciones directamente en humanos a través de estudios epide

.miol6gicos. costosos y tardados, se han desarrollado diversos

 sistemas biolégicos de prueba para la identificacién de muté-

genos, como ‘los que se muestran en la Tabla I,

La presencia de mutigenos en el ambiente preocupa -
tanto por la posibilidad de que se incrementen los padecimien
tos de tipo hereditario, como porque aumente el nfimero de ca-
sos de céincer, ya que se ha encontrado que un gran nimero de-

los agentes que producen céncer también inducen mutaciones.

Es importante mencionar que los carcinfgenos ambien



TABL

A 1

CARACTERISTICAS DE LOS SISTEMAS
BIOLOGICOS PARA IDENTIFICAR MUTAGENOS.

{LAS DE MAMIFERO,

RACIONES mmuw,
MERICAS Y ESTRUCTURALES.™

(6).
DURACTON APROX,
ST STEMA . | ATERACION IDENTIFICADA, | DE UNA PRUEBA. | FACTORES LIMITANTES.
F
ADN CAMBIOS DE LA MOLECULA| 2 a 3 DIAS | COSTO DEL EQUIPO.
TACIONES GENICAS
VIRUS INDUCCION DE PROFAGOS.| 2 & 3 DIAS | MINIMOS.
BACTERIAS MutacIONES GENICAS 3 a 5 DIAS | MINIMOS.
UTACIONES GENICAS
HONGOS EGREGACION CROMOSOMI-[1 a 3 SBMANAS | MINIMOS.
CA DEFECTUOSA.
ENSAYO VIA HOSPEDERD
s S - [LAS A AS FNCADA s |1a 5 SBMANAS | REQUERIMIENTO DE BIOTERIO.
CiL. DE NAIFERO
MUTACIONES GENICAS, ALTE- :
PLANTAS RACIONES CROMDSOMICAS, MU |1 a 5 SBMANAS | MINIMOS.
MERICAS Y ESTRUCTURALES,
MUTACIONES GENICAS, ALTE-
INSECTOS RACIONES CROMOSOMICAS, MU |2 @ 7 SBMANAS | MINIMOS.
MERICAS Y ESTRUCTURALES, .
' COSTO ALTO DE MATERIAL Y DEL -
CULTIVO DE CELU- |MUTACIONES GENICAS, ALTE- 28 5 SEMANAS Exm USO DE TEQNICAS LABORIO

(MUTACIONES GENICAS),
INTERPRETACION CITOGENETICA.

MUTACIONES GENICAS, ALTE-

~ |2 a 7 MESES

COSTO ALTO DE INVESTIGA--

S

10S DESCENDIB_J{
TES.

MAMIFEROS MERICAS Y ESTRUCTURALES, CION EN ALGUNAS PRUEBAS, -
mmsxmmnmcxm REQUERINIENTO DE BIOTERIO.
A LOS DESCENDIENTES
¢ ALTERACIONES CONTROL DE OTRAS VARIABLES{.
OBTENCION DE DONADORES,
E SOMATICAS CROMDSOMICAS 6 SEMANAS |PROBLEMAS ETICOS.
L MMERICAS Y
ESTRUCTURALES.
HUMANOS U CROMOSOMA 1y
L GERMINAL BN EXCESD, 1 a 2 AROS |NECESIDAD DE ESTUDIOS EPI-
Bmmwsrsion o DEMIOLOGICOS.
A MUTACIONES A




tales, sobre todo de tipo quimico, parecen ser los responsa--
bles del 50-90% de los casos de cdncer en humanos. A la fecha
han sido reconocidos alrededor de 70 000 compucstos quimicos-
diferentes de uso comGn (solventes, plaguicidas, pesticidas,-
aditivos, colorantes, tintes, saborizantes, flirmacos, ctc.) vy
aproximadamente otros 1 000 compucstos nuevos son sintetiza--
dos anualmente; muchos de los cuales posiblemente pueden te--
ner directa o indirectamente efectos gemotbdxicos, carcinogéni
cos o teratogénicos. Dichos compucstos representan un ricsgo-
ﬁara la poblacién puesto que se difunden en el umbiente y con
taminan el agua, aire, suelos y ulimentoé;(9).

La literatura abunda en trabajos cn los que se re--

4

porta la capacidad de agentes quimicos de inducir los cfectos
vt6xicos anteriormente mencionados, cuando sc expone a cllos a
.6rganismos de prueba separadamente; en forma controlada y a -

altas dosis.

Pocos estudios refieren sin embargo los efectos pro
vocados por bajas concentraciones de compyestos quimicos que-
Se encuentran en mezclas complejas, a pesar de que esta es la

forma en que se d4 la contaminacibén ambiental en nuestros dias.

En la actualidad es hacia la evaluacién de los ries



gos derivados de la exposicibn a mﬁltiples contaminantes en-
bajas concentraciones, a donde se orienta la investigacién -
en este campo. Aunque, por el momento, los trabajos publica-
dos son totalmente heterogéncos en su disefio y metodologia. -
Esto es particularmente cierto enilo que respecta a la evalua
cibn de la genotoxicidad de compuestos quimicos presentes en

el agua de consumo humano.

RIESGOS PARA LA SALUD ASOCIADOS A LAS AGUAS DE RIEGO.

Las aguas que se emplean en la actualidad para la-
irrigacién de los campos agrfcolas, se encuentran en su mayo
rfa contaminadas, sobre todo si se trata de aguas superficia
. les. Contribuyen a contaminarlas los efluentes industriales,
las aguas de desecho municipal y loskmismos productos quimi-
cos cmpleados en exceso en los cultivos, como son los plagui
cidas y fertilizantes. A lo anterior se suman ademis, agen--
tes patbgenos causantes de enfermedades infecciosas que se -
transmiten por el agua. De ahi que la salud humana se encuen
tre en peligro de sufrir dafios, por la ingesta de agua o ali
mentos contaminados con productos potencialmente tbxicos o -

con gérmenes.

En las zonas urbanas el agua que se emplea en el -



4.

riego de freas verdes no estd excenta de riesgos, ya que ade-
mis de las fuentes de contaminacién descritas, la adicién de-
cloro constituyc una fuente gencradora de productos peligro--
sos, que. se forman al reaécionar éste con los compuestos orgh

nicos presentes en el agua.

En virtud de lo expuesto son numerosos los trabajos
publicados y los que se desarrollan en la actualidad, para va
lorar los riesgos para la salud, los suelos, los productoes a-
gricolas y otros elementos de los ecosistemas; derivados de -

la presencia de contaminantes quimicos en el agua de riego.

Cabe sefialar que las perspectivas de abastecimiento
de agua ﬁara el afio 2 000, involucran el reuso de ;as aguas -
residuales, que una vez tratadas servirdn para la agricultura,
industria e inclusive si es necesario como agua potable; por-
lo que esta agua deberé cubrir ciertos requisitos de calidad-
fisica, quimica y biolbgica con el fin de prevenir dafios a la

salud de la poblacién.

Por su parte, el acelerado crecimiento demogrifico-
de l1a poblacibn en México y la formacibén de grandes centros -
industriales; han venido a acrecentar en gran medida el pro--

blema de la calidad y cantidad del agua potable disponible pa



ra consumo humano y usos municipales. Asimismo la distribu--
cibén geogréfica de los recursos acufferos, determina que la-
localizacién de las fuentes de abastecimiento no coincidan -
con los centros de mayor demanda para uso doméstico, agricola
0 industrial, Por lo anterior, es necesario tomar medidas en
cuanto al reuso de aguas residuales mediante el apoyo de mé-
todos de tratamiento adecuados para satisfacer ciertas nece-

sidades como lo es el riego de freas verdes.

En este momento en la Ciudad de México se cuenta -
con 10 plantas de tratamiento que opera de Departamento del-
Distrito Federal (D.D.F.) en las cuales son tratados 4.36 mS/
seg de aguas residuales, de los cuales 0,04 mslseg correspon
den a la produccién de la planta de Ciudad Universitaria. --
Lgs aguas provenientes de ésta (ltima son utilizadas para el
riego de 12,421 hectéreas de ireas verdes; teniéndose progra
mada una segunda etapa de 15,1204 hectireas para riego; y --
una tercera con la cual se estaria regando casi la totalidad

de Areas verdes de Ciudad Universitaria.

Las aguas residuales de Ciudad Universitaria se --
pueden considerar como una mezcla de desecho de tipo domésti
co y de tipo industrial. Esto se debe a que una parte provie

ne de los servicios sanitarios y otra parte de los laborato-



rios de Ciudad Universitaria. Mientras que las aguas de dese
cho provenientes de la zona de Copilco el Alto se consideran
exclusivamente de tipo doméstico ya que no existe ninguna in

dustria en esa zona.

La planta de tratamiento dé Ciudad Universitaria -
cuenta con tres procesos de tratamiento: lodos activados, fil
tro rociador o percolador y biodisco: El agua }esidual tras-
de pasar por uno u otro de esos procesos es clorada antes de
su distribucién. La calidad del agua renovads que se obtiene
debe de llenar los criterios establecidos en México para su-
uso en irrigacién de freas verdes. Por lo anterior, se contro
lan diversos parfmetros fisico-quimicos y su calidad micro--

biolégica.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO.

El presente estudio tiene como propbsito establecer
las bases para el empleo de una prueba adicional a las cita--
das, que determine la presencia en el agua renovada de agen--
tes capaces de inducir mutaciones y c‘ncer. Se ha selecciona-
do para ello la prueba desarrollada por el Dr. Bruce Ames, pa
ra detectar mutégenos mediante el empleo del sistema bacteria

no de Salmonella typhimuaiuh. Esta prueba ha sido ampliamente



utilizada para la evaluacibén mutagénica de una gran variedad
de compuestos quimicos y en particular, en el monitﬁred de -

mutégenos en agua.

Este trabajo pretende también contribuir a identi-
ficar los métodos alfernativos adecuados para la concentra--
cibn y extraccibn de los compuestos quimicos mutagénicos pre
sentes en el agua. Por lo tanto se ha considerado convenien-
te realizar una reyisién de la literatura para identificar -
los métodos y técnicas empleados en el monitoreo de mutfigenos

y carcinbgenos en agua.

Dado 1o anterior, pueden definirse como los objeti

vos especificos del estudio:

1. Referir los trabajos publicados sobre la deteccién de mutf

genos y carcinégenos en agua.

2. Describir el Método de Ames y sus alcances y limitaciones

para la deteccibn de mutfigenos y carcinbgenos en agua.

3. Determinar la actividad mutagénica en un lote de muestras
de agua residual y renovada proveniente de la Planta de -

Tratamiento de Ciudad Universitaria.



4. Proponer con base en la revisién de la literatura y los re
sultados de l1a valoracibn mutagénica del agua de la Planta
de Tratamiento de Ciudad Universitaria, un protocolo para-
el monitoreo de nut&genos en agua y la investigacién de as

pectos criticos.
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DETECCION DE MUTAGENOS Y CARCINOGENOS EN AGUA.

En lo que se refiere a los contaminantes del agua,
el descubrimiento de hidrocarburos halogenados y otros com--
puestos potencillleﬁte carcinogénicos en agua potable ha cau
sado también una gran preocupacién tanto en los grupos cientf
ficos como en los responsables del suministro de este elemen
to a la poblacién. Habiéndose identificado como uno de los -
problemas para realizar las pruebas de mutagenicidad y carci
nogenicidad de las sustancias orgfnicas presentes en el agua,
el que éstas se encuentren en bajas concentraciones, y cier-
tos sistemas de prueba como los bacterianos no tienen sufi--
ciente sensibilidad para detectarlas si no se les concentra-
previamente. Por ello se ha visto la necesidad de recurrir a
métodos de concentracifn y extraccibn de compuestos orghni--

cos, como lo muestra la Tabla 2.

Bull (3) cita por ejemplo, que Heuper y Rucchoft -
(1954) probaron extractos obtenidos mediante la técnica de -
carbbn-cloroformo, a partir de aguas negras de canal que con
tenian desechos de una refinerfa de petrfleo. Dichos autores
hicieron un ensayo de carcinogenicidad utilizando ratones ne
gros machos de la cepa Cg, aplicando los extractos por via -

tépica, y después de un afio los resultados obtenidos mostra-



TABLA 2
MUTAGENICIDAD ¥ CARCINOGEMICIDAD DE MEZCLAS COMPLEJAS DE SUSTANCIAS QUIMICAS PRESENTES EN EL AGUA.

_
VOLUMEN METODOS DE MAGNITUD DE LA EFECTO ESTUDIADD Y/0
TIPO DE AGUA DE LA CONCENTRACION CONCENTRACION ENSAYO, RESULTADO REFERENCIA
MUESTRA, v/0 EXTRACCION, 0 DEL RESIDUO,
Pgt:blo (;upori’i- Transformacién celular BALB/3TS + s
cial y subterré-- - - -
nea). Mutagenésis (Ames). +
g::;g;? (cloro vs . Osmosis inversa. . ::12:: :fn-l’ro-ocién de tumores . ;
Columnas de espuma de 0.1 m] de extracto e
Potable (pipa) 60 litros. poliuretans ﬂ:xiblo. quivalente a 100 a1- Mutsgenicidad (Ames). . 32,19

de agua.

. Toxicidad y Carcinogenicidad de
Potable - - - Trihalometanos. + 2
Estudio Bpidemiolbgico en humsnos +

50 000 - 100 000 Carbén-cloroformo y 1(2)5080. partir de - Ensayo {n vitro e im vivo con ma

Potable galones. resinas XAD, 5 galones. mniferos (Carcinogénesis). ¢ 20
Mutagénesis (Ames) +
Potable 250 000 galones  Carbén activado 150 - 170 gramos. '::‘:g:‘f“" 4n vivo de tumores en 19
Potable - Ninguno - Mutagendsis (fluctuacibn Ames) + .10
: Resinas Amberlite XAD-Extractos equivalen-
Potable 200 litros. 2,04, 7y 8 tor a o g1t apus. Mutagenésis (Ames) + 19
. . . Extractos equivalen- 2
Potable $-25 litros  XAD-4 y XAD-8 tos & 50 ml de agua, Mutagentsis (Ames) . 19
Resinas Amberlite - 3 000 veces, se pro- .
Potable 20 litros XAD- 2, bé como mi{nimo 10 e- Mutagenesis (Ames) + 19
: . ' quivalentc a 12 ml, :
Potable (superfi- Osmogis inversa . Mutagehesis (Ames) +
cial y subterr-- 2 000 - 12 600 xAb-2 .0 § Carcinogénesis (Transformacién-- 17,19
nea) de § ciudsdes. 1itros. famasis inversa 1.0 e in vitro de fibrobléstos de ratén -«

clons 1-13)_



TABLA 2 (continuacién).

VOLUMEN METODOS DE MAGNITUD DE LA EFECT0 ESTUDIADO Y/0
TIPO DE AGUA DE LA CONCENTRACION CONCENTRAC JON ENSAYO, AESULTADD REFERENCIA
) MUESTRA Y/0 EXTRACCION, © "0 DEL RESIDUO,
Potable Cromstografis 1Squide de BExtractos equivalen
200 litros alta resolucifn usando - tes & 20-100 litros Mutagbnesis (Ames) + 21

resinas XAD-2, XAD-7, de agus. .
Potable (subterrh 0r|u inverss, lfquido Se probaron: Iniciacibén-Promocibn de tumores
nea). 200 litros liquido (cloruvo de meti 100 - 500 ug de ex- en ratones Senecar machos. + 27

leno-pentano) y XAD-2. tracto.
Sin Tratamiento 30 litros. Columnas de e?- de po 0.1 al de extracto equi Mutagénesis (Ames)

liuretano flexible. valente a 100 ml de agus. + 32,19

Cruds 1, 10y 20 ml. Ninguno. - . +
Sin Tratamiento 250 000 galones Carbén activado 150-170 gramos Promocibn 4a vive do tumores en ratén + 19
Sin Tratamiento 200 litros R”m'.m,:g“m@'z * E::r:ctt,?; :gﬁ::}'-‘l NMutagénesis (Ames) + 19
De rfo 160 litros - 7 000 veces Mutagénesis (Ames) + 13
Cincer- Estudio Epidemiolbgico
Egglﬁ:::?sipi 4 - Ninguno. . Mutsgénesis (Ames) . 19
Rfo Rhin 25 litros  Jasiaes Mberlite  Exeractes sanivaler ucagénests (anos) . 1
Rfo Cincinnati 400 galones ?i??::ﬁﬁ:‘.’"" y Mg 1:10 Mutagbnesis (Difusibn/Ames) + 19
' Resinas Asberlite 3 000 veces, probaron co
De lago 20 litros XAD-2. minimo extractos equiva- Mutagénesis (Ames) . 19
lenites a 12 al de agua.

ui:sidual (Refine- . Carbén-cloroforme . Carcinogénesis { Ratones.negros R 3
» ﬂ)

nachos cepa c57 ).




TABLA 2 (continuacién).

L
VOLUMEN METODOS DE MAGNITUD DE LA EFECTO ESTUDIADO Y/0
TIPO DE AGUA DE LA CONCENTRACION CONCENTRACION ENSAYO, RESLTADO REFERENCIA
MUESTRA. Y/0 EXTRACCION. 0 DEL RESIDUO.
Resickial (Mmicipal) - Ninguno - Mutagénesis (Ames) + 19
Resinas de intercam-
Residual 100 litros bio ibnico, catibni- - Mutagénesis (Ames) ) 19
€0 y XAD-2 o XAD-7,
Con desechos 2 litros y Extractos equivnlnn-
industriales. 20 galones Benceno/isopropanol  tes a: 100, 200 y -- Mutsgénesis (Ames) + s
400 ml de agua.
Con deseches Osnosis inverss - 200 mililitroa N
industrisles, 3 litros Resinas Amberlite XAD-2 600 veces Mutsgénesis (Ames) + 30
Liofilizacién 300 veces +
gon d:s:chos m! . g:-nh il ‘hﬂ: : “Iniciacién ydPronogiég de tumo-
ustriales, agri . mnec -1 res on piel de ratdn Senecar ma
colas y luluclpn 200 1itros oon cloruro de me- 100 y 500 ug P ¢ a7

les.

tilew y pentano y Resi-
nas Jeberlite XAD-2.
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ron ser positivos (aparicién de tumores malignos). Estc estu
dio no did evidencia de la existencia de carcinbgenos en agua
potable. De 1 152 compuestos quimicos que se han identificado
en E.U.A. en extractos provenientes de agua potable, algunos-
de ellos se sabe producen tumorcs cn humanos o cd animales de
experimentacibén (3). La cloraci6én de agua rica en compuestos-
orglnicos genera a su vez productos halogenados conocidos por
su capacidad de inducir clincer en animales de cxperimentacidn
(3). Existen estudios que sugiercn una corrclacidén cntrec al--
tas concentraciones de esos compucstos en agua potable clori-
nada y una elevada incidencia por céncer gastrointestinal v -

del tracto urinario en humanos (3).

Extractos de compuestos quimicos provenientes de -
muestras de agua han mostrado transformar células BALB/3T3 y
otros han sido mutagénicos en la prueba de Ames. Asimismo se
ha dado a conocer, el riesgo que implican altas concentracio
nes de agentes quimicos orglnicos sintéticos en agua superfi
cial y subterrfnea, y de compuestos naturales como son los -
fcidos fGlvico y hmico cuyos productos de reaccibén con el -
cloro son mutagénicos. Sustancias desprendidas de las tube--
rias de la red hidrfulica como son el plomo, asbestos e hi--
drocarburos policiclicos arométicos. o bien generadas por el

tratamiento quimico del agua como polielectrolitos, coagulan
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tes, o anticorrosivos se sabe que contribuyen también al dess

rrollo de enfermedades en humanos (3).

Por su parte, extractos orgénicos de agua desinfec-
tada con cloro u ozono, obtenidos por Qsmosis inversa y li---
bres de trihalometanos (THM's), han mostrado actividad como -

_promotores e iniciadores de papilomas en piel de ratbn.

Diversos estudios con cloro y ozono sugieren un pe-
l1igro potencial asociado a 1la presencia de los compuestos ci-
tados, por lo que es necesario evitar su formacibn o reducir-

la exposicibn a los mismos (14).

Asimismo, un estudio eféctuado en 20 ciudades de Ho
llanda mediante el uso de pruebas de mutagenicidad con las ce-
pas de Salmonella typhimurium TA 98 y TA 100 reveld que los -
extractos orghnicos obtenidos a partir de 160 litros de agua-
de rio tras una concentracién de 7 000 veces, mostraron ser -
lutagénicos. En este estudio se encontrd que los niveles de -
Trihslometanos en agus potable correlacionan con elevados {n-
dices de mortalidad por céncer de esbfago y estémago en huma-
nos (hombres), pero no de vejiga. Los autores concluyen que -
los alquilbencenos dan una mejor correlacién con céncer de --

esbfago, estémago e higado que la presencia de Trihalometanos
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y que esto no es igual en mujeres que en hombres. Sin embargo,
on este estudio no se tomaron en cuenta otros factores de in-
terferencia como son los alimentos, industrializacibm, urbani
zacibn, migracibn, etc. La correlacibn con céncer de pulmbn,-
solo se encontrb en donde el agua provenfa de una zona de ele

vada industrislizacién (13).

Experimentos en animales han dado a comocer 1a toxi
cidad y carcinogenicidad de los Trihalometanos, en particular
del bromoformo. Estudios epidemiolbgicos parecen indicar una-
alta correlacién entre concentraciones elevadas de Trihalome-
tanos en agua potable y céncer en humanos, especificamente --
con respecto a Trihalometanos bromados y determinados tipos -

de chncer (2).

Se han realizado también estudios en los cuales no
se ha recurrido a concentrar los compuestos presentes en el-
agua, sino que se han usado pruebas de fluctuacibén utilizan-
do las cepas de Salmonella typhimurium TA 98, TA 100 y TA --
1535, habiéndose encontrado una leve mutagenicidad para la -
cepa TA 100 usando agua de la llave. Pruebas preliminares --
con bacterias, han mostrado que los hidrocarburos aliffticos

clorinados aislados de agua potable, son mutagénicos (10).
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En estudios realizados sobre la generacibn de muti
genos en el proceso de distribucién del agua (pipas), en 1974
Kopfler utiliz6 columnas de espuma de poliuretano flexible y
concentré los compuestos orgénicos pasando a través de las -
columnas 30 litros de agua cruda o 60 litros de agua tratada,
eluyendo sucesivamente con 20 ml de acetona y 75 ml de bence
no, encontrando mutagenicidad positiva en el sistema de Ames
para la cepa TA 98 acoplada a un sistema enzilitico‘(SD). --
Probé también agua sin tratamiento previo ( no concentrada )
en ensayos de mutagenicidad en las cepas TA 98 y TA 100 tso
de Salmonella typhimuxium, incorporando en cada caja de Petri
cantidades de 1, 10 y 20 ml, de agua; encontrando mutagenici
dad para 1a cepa TA 100 -S9 cuando se agregaron 20 ml de agua
esta mutagenicidad era leve y solo se duplicaba la reversibn
espontfinea de 1a cepa. Los resultados revelan que en 1a red-
de distribucién de agua (pipas) se introducen mutigenos (32,

19).

La revisién efectuada por Loper (19) cita a su vez
los siguientes trabajos: Pelon y colaboradores (19877, 1978),
utilizando agua sin ningln pfocesaliento previo en 5 cepas -
de Satmonella typhimurium observaron un bajo nivel de mutage
nicidad, 1a mayorfa tenfa un incremento de colonias revertan

tes mucho menor de dos veces 1a frecuencia de reversibn ob--
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" servada en el control. Ademés las respuestas eran variables,-
se tenfa una respuesta no linear a la dosis, dificultad para-
encontrar una significancia estadistica por 1a prueba de t y
los efectos de las trazas de histidina en los valores dados -

hacia imposible interpretar los resultados (19).

Por lo expuesto anteriorneqte, para llevar a cabo-
las pruebas de genotoxicidad en bacterias, ha sido una précti
comlin concentrar los agentes quilicos contenidos en el agua,-
utilizando diferentes técnicas de concentracién de los com---
puestos orgénicos, partiendo de muestras con diferentes vol-

menes de agua.

En los afios 1950-1960 por ejenplo'se recuperaban -
los compuestos orghnicos mediante la técnica de carbén-cloro-
formo y resinas XAD empleando para ello muestras de 100 000 o
50 000 galones de agua potable. Por lo general se lograban ex
traer 125 g de residuos orglnicos pertiendo de 50 000 galones
de agua potable en subfracciones con los cuales se obtuvieron
resultados positivos, usando ensayos in vitro e in vivo en ma
miferos y se observb una leve mutagenicidad en el enmsayo de -
Ames (20). Sin embargo, usando carbbn activado para concentrar
los compuestos orgénicos, se ha visto que algunos compuestos-

no son recuperables por medio de esta técnica. No obstante se
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ha utilizado el carbbén activado en los sistemas de tratamiento-

de aguas para retener contaminantes con buenos resultados,

Se han descrito en los Gltimos afios estrategias con
el fin de tener una buena recuperacibn de los compuestos orgé-
nicos al ser extrafdos y concentrados, algunos de ellos se men

cionan a continuacibn:

Midleton (1962) usé carbbén activado, eluyendo con -
cloroformo y alcohol etilico. haciendo pasar 250 000 galonés.-
obteniendo 150-1 700 g de residuos orghnicos. Rosen (1976) u--
sando esta técnica de extraccién probando agua cruda y potable
en estudios in vive encontré formacibn de tumores malignos en-

ratén (19).

Junk (1974); Pietrz y Chu (1977) usaron resinas Am
berlite XAD-2, XAD-4, XAD-7 y XAD-8 resinas no iénicas para -
concentrar los compuestos orghnicos a partir de 200 litros de
agua potable. Glatz (1978), usb resinas XAD-2 combinado con -
carbén activado 300 eluyendo con bter etflico a partir de 200
litros de agua cruda y probando extractos correspondientes a-
15 litros de agua cruda por caja de Petri, usando para ello §
cepas de Salmonella typhimunium; de 14 muestreos de agua cru-

da efectuados 4 fueron positivos para una o més cepas; .a la -
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. vez que extractos de 4 fuentes de agua terminada fueron posi-

tivos (19).

Johnston y Hemen (1979) usaron tres columnas conse-;
cutivas para concentrar orgénicos a partir de 8 litros de a--
gua superficial que contenian: silica gel, resinas de inter--
cambio catiénico y resinas de intercambio anibnico; las colum
nas se eluyeron separadamente y reportan que el material recu

perado fué positivo en la prueba de Ames (19).

Paired (1980) concentrb 20 litros de agua cruda de-
lago y agua potable tratada usando resinas XAD-2 eluyendo con
20 ml de acetona hasta obtener un concentrado 3 000X que se -
disolvié en DMSO para ser probado y se encontraron bajos nive
les de mutagenicidad usando el ensayo de Ames con las cepas -
TA 98 y TA 100 con y sin activacién metabélica. En los meses-
de mayo a octubre realizaron distintos muestreos, detectindo-
se una alta mutagenicidad en los del mes de mayo con un mini-
mo de extracto orgénico correspondiente a 12 ml de agua pota-

ble (19).

Kreijl (1980) probd extractos orghnicos obtenidos -
a partir de 5-25 litros de agua del rfo Rhin en resinas XAD-4

Y XAD-8 eluyendo con acetona o dimetilsulféxido (DMSO) y obser
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v6 una mutagenicidad significativa con la cepa de Safmonella

Lyphimunium TA 98 + S9 probando extractos orginicos correspon
dientes a 50 ml de agua. Y se observé mutagenicidad probando-
extractos de agua del rio Rhin usando cloro como desinfectan-

te en las cepas TA 98 y TA 100 - S9 (19).

Por su parte, Baird (1980) empleb resinas de inter-.
cambio iénico y catibnico, XAD-2 o XAD-7 para concentrar los-
compuestos contenidos en 100 litros de agua residual encontran
do nutagoniciéad en las cepas de Satmonella typhimurium TA 98
y TA 100 sin a;tivaci6n metabblica (19).

Kopfler (1977) concentr a su vez las sustancias --
presentes en 400 galones de agua del rfo Cincinnati por el mé
todo de bsmosis inyersa 1/10, los extractos se recuperaron u-
sando éter de petrbleo, dietil éter y acetona, se liofiliza--
ron.y se resuspendieron en DMSO para ser probados en las ce--
pas de Salmonella fyphimarium TA 98 y TA 100 * S9 por difu---
sién en agar; encontrfindose mutagenicidad en la cepa TA 100 -

-59 (19).

Loper (1978) y Lang (1980) concentraron las subs--
tancias orginicas contenidas en 12 600 a 2 000 litros de agua

potable superficial y subterrﬁnea por el método de bsmosis -
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inversa tomando muestras durante 3 meses y fraccionando con ex
tracciones en las que se us§ éter de petrbleo, dietil éter y a
cetona. Dichas fracciones se concentraron y fueron disueltas -
en DMSO para ser probadas en volﬁmenes de 0.01 - 0.3 ml/caja,
ademis usaron también resinas XAD-2 obteniendo fracciones con-
hexano, etil &ter y acetona. Paraielambnte, se realizé la cuan
tificacién quilica de los compuestos presentes en los extrac--
tos. Los extractos obtoﬁidos de agua d; 5 ciudades se probaron
en Salmonella typhimurium cepas TA 98, TA 100, TA 1538 y TA --
1535 con y sin activacién metabblica; y en ensayos de transfor
macién in vitao, de fibroblistos de ratén BALB/3T3 clonas 1-13
de Kakanﬁga(197§). Las pruebas de transfornaci&n‘in.uitao re--
sultaron muy complicadas debido a la toxicidad celular de los-
concentrados, sin embargo, se obtuvo una mayor correlacibn en-
tre un efecto positivo en esta brueba y la técnica de ésmosis-
inversa. Lo anterior puede resultar sorpresivo si se toma en -
cuenta que la mayor recuperacién de sustancias orgénicas se lo
gr@ con el método de resinas XAD. En cuanto a la prueba de Ames
se encontr6 mutagenicidad para las cepas TA 98 y TA 100 -S9 y
en algunos casos para la TA 1538. Los extractos de resinas --
XAD-Z'ndstraron toxicidad o efeétos antagbénicos. Los resulta-
dos obtenidos del estudio comparativo de mutagenicidad y trans
fofllcién maligna no mostraron una correlacibn entre las dos -

pruebas (17 y 19).
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Loper y Tabor (1983) utilizaron un método de concen
tracién el cual tiene la ventaja de poder aislar residuos con-
un gran rendimiento, utilizando cromatograffa liquida de alta-
resolucién, con columnas empacadas con resinas XAD-2 y XAD-7,
usando cloruro de etileno como eluyente. Obtuvierqn extractos
org‘nicos a partir de 70-500 litros de agua potable y fueron -
disueltos en DMSO para ser probados en el ensayo de Ales (ce-~
pas TA 98 y TA 100 ® S9) extractos equivalentes a 20 & 100 1i-
tros de agua. Dichos autores aislaron una sustancia mutagénica
para las cepas TA 100 y TA 98 de Salmonella typhimurium depen-
diente de activacibn metabblica, la cual era un hidrocarburo -
alifftico insaturado policlorinado. Observaron, que las concen
traciones de extractos orgénicos en 1as que se detectd una mu-
tagenicidad significativa eran aquellas equivalentes a 10-20 -

litros de agua potable (21).

Commoner y colaboradores (1978) analizaron 24 mues
tras de agua colectada de 16 diferentes plantas industriales,
inicialmente obtuvieron extractos a partir de 2 litros de a--
gua con el método de extraccibén benceno/isopropanol a pH 2.5-
y pH 11. Los extractos se probaron disueltos en DMSO en Salmo

nella typhimunium TA 1538 ° S9.

De 31 extractos fcidos, (pH 2.5, equivalentes a -

100-250 m1 de agua/caja), 8 fueron positivos con activacibn -
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metablica, y su actividad mutagénica se tradujo en incremen-
tos comprendidos entre 2.5 y 24.6 veces la frecuencia de muta

cibén esponténea.

De una planta de tratamiento de agua Industrial se-
concentraron a su vez 20 galones.y se probaron extractos equi
valentes a 400 ml de agua/caja en 1a.cepa TA 1538 +59, los re
sultados fueron positivos en las fracciones: fcida (pH 2.5),-
neutra (pH 7) y alcalina (pH 11), obteniéndose incrementos de
37.1, 95.5 y 3 en la frecuencia de mutantes con las fracciones

respectivas (5).

Robinson y colaboradores (1980), probaron la capaci
dad iniciadora y promotora de muestras de agua de 5 ciudades:
Miami (agua subterrfnea no contaminada), New Orleans (agua su
perficial con desechos industriales), Ottumwa (agua superfi--
cial con desechos agricolas), Philadelphia (agua superficial-
con desechos minicipales) y Seattle (agua superficial no con-
taminada). Obtuvieron para ello extractos a partir de 200 1i-
tros de agua por el método de Gsnosis inversa (OR); mediante-
el uso de : membranss de acetato de celulosa (CA) y membranas
de nylon, se extrajeron los compuestos orgﬁnicos con pentano-
y cloruro de metileno., La parte acuosa se sjustéd a pH<2 con -

HC1l y se extrajo con cloruro de metileno. Los residuos acuo--
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sos se pasaron a travéds de resinas XAD-2 y se eluyeron con e-

tanol al 95%.

Se realizgron estudios de promocibn e iniciacibn der
tumores en piel de ratones Senecar machos de 8-10 semanas de-
edad a los cuales se les administraron los extractos en un pe
rfodo de 2 semanas a razbn de 6 inyecciones (via intraperito-
nreal) equivalentes a 150 mg de extracto/Kg de peso. Se utili-
zaron 60 ratones por muestra, después de 1 afio los.animales se
sacrificaron para una evaluacibn histopatolbgica. También prg‘
baron en otro grupo de ratones Senecar extractos de OR (20 ra
tones) y XAD ( 30 ratones) aplicindoles tépicamente en el lo-
mo una dosis equivalénte a 100 pg/ ratbn del extracto de OR -
tres veces pbr semana  durante 18 semanas y del extracto de XAD
500 ug/ratbn 3 veces por semana durante 18 semanas. Los rato-

nes se sacrificaron despuﬁs de 1 afio para orservar la inciden

cia de tumores.

Los autores realizaron un tercer estudio en las mis
nas condiciones que el segundo pero aplicaron tépicamente los

extractos 3 veces por semana durante 20 semanas.

Los resultados indican que un nlimero significativo-

de ratones presentaron papilomas con extractos de OR (Ottumwa)
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y XAD (New Orleans). Una respuesta marginal se obtuvo con ex-
tractos de XAD (Ottumwa) y XAD (Philadelphia). Se observ6 una
respuesta baja probando extractos de XAD (Miami), OR (New Or-
leans) y XAD (Seattle). Las demis muestras fu?ron negativas -

27).

Ross y colaboradores (1980) estudiaron los compues-
tos orgénicos de efluentes industriaies para lo cual usaron 3
métodos de concentracién: Resinas XAD-2, 6smosis inversa y --
liofilizacién: los extractos fueron probados en el ensayo de
Ames por incorporacibén en agar con las cepas TA 98 y TA 100 *
§9. Dichos extractos fueron obtenidos partiendo de 3 litros -
de agua y el factor de concentracién para cada método fué de:
606 veces para las resinas de XAD-2; 306 veces ﬁara la liofi-
lizacibn y se obtuvieron 200 ml de 3 litros empleando smosis

inversa.

Los extractos orgﬁnicos provenientes de resinas --
XAD-2 y liofilizacibn mostraron una respuesta positiva para-
la cepa TA 98 -S9 mientras que en el caso de la OR los resul
tados fueron negativos. También se cﬁncentraron mutfigenos co
nocidos (naranja de acridina, Benzo(a)pireno y 2-Nitrofluore
no) en los 3 métodos de concentracibn con un factor de 200 -
veces y resultaron ser positivos sin activacién metabblica -

en los 3 sistemas (30).
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Pereira y colaboradores (1980) han recomendado una
bateria de pruebas para el monitoreo de mutigenos y carcinb-
genos en mezclas complejas ambientales como lo es el agua, -
entre ellas sobresalen 2 bioensayos: el Método de Ames y la-
prueba de promocibn e iniciacién de papilomas en piel de ra-
tén (prueba sensible a hidrocarburos policiclicos arométicos
y nitrosaminas). Las cuales a pesar de tener discrepancias -

muestran una correlacibén positiva del 58% (25).

CARCINOGENICIDAD Y MUTAGENICIDAD DE ALGUNOS DE LOS COMPUESTOS
QUIMICOS QUE SE DETECTAN EN AGUA, EVALUADOS SEPARADAMENTE.

En la Tabla 3 se resimen los hallazgos de los estu-
dios de mutagenicidad y carcinogenicidad realizados en rela--
cibn a algunos de los compuestos quimicos, cuya concentracibn

en agua de consumo humano est& reglamentada.



TABLA 3
CARCINOGENICIDAD Y MUTAGENICIDAD DE COMPUESTOS QUIMICOS
DETECTADOS EN AGUA EN LOS EXTRACTOS OBTENIDOS EN LA FRACCION
ActDA (35).

Carcinogenicidad Mutagenicidad
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co KR 1 v M U 1 1 R
M T E M D V V O
s C S vV T §
Nit tos Aromfticos
4 Nitrofenol 5 1 - - - .
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Tabla 3 (continuacién).

CARCINOGENICIDAD Y MUTAGENICIDAD DE COMPUESTOS QUIMICOS
DETECTADOS EN AGUA EN LOS EXTRACTOS OBTENIDOS EN LA FRAC
CION ALCALINA (35),

Carcinogenicidad Mutagenicidad
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TABLA 3 (continuaci{m).

Carcinogenicidad Mutagenicidad
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TABLA 3 (continuacibn).

Carcinogenicidad Mutagenicidad
A I A p € ¢ g
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ABREVIATURAS DE LA TABLA 3,

ANIM

IvT
AMES

MC

uDs

ciw

CIvr

DROS

Descubrimiento de carcinogenicidad en animales in
vivo.

Ensayo de transformacién in vitro,

Ensayo de mutaciones puntuales en Safmonella typhi
muaium/Ames,

Ensayo de mutaciones puntuales de células de mami-
fero en cultivo,

Ensayogde sintesis de ADN no programada para ver -
actividad reparadora de ADN.

Prueba de citogenética in vivo para ver aberracio- :
nes cromosémicas.

Prueba de citogenética in vitro para ver aberracip
nes cromosémicas.

Prueba de dominantes letales ligados al sexo en --
Drosophila. '

Compuesto que es carcinogénico tanto en rata como
raton.

Dato insuficiente para ser evaluado.
Compuesto que es carcinogénico en ratdn.

Compuesto hegativo; compuesto que no es activado-
metabblicamente.

Compuesto positivo; compuesto que no es activado-
metabblicamente.

Compuesto que es carcinogénico en rata.

Compuesto que muestra una sugestiva evidencia de
céncer.

Mutagenicidad; ensayo positivo; el compuesto es -
metabblicamente activado.
Carcinogenicidad/animales; el compuesto es positivo.

Mutagenicidad; ensayo negativo; el compuesto es metabblica-
mente activado.
Carcinogenicidad/animales; el compuesto es negativo.

El résultndo es cuestionable.
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DESCRIPCION DEL METODO DE AMES.

El método desarrollado por el Dx. Bruce N. Ames en -
la Universidad de California para detectar el efecto mutagéni-
co de sustancias qufmicas, utiliza bacterias de Salmonella ty-
phimurium y enzimas microsomales provenientes de tejidos de ma

miferos particularmente del hfgado (1, 22, 28, 29),

En el ensayo de Ames se emplean cepas de bacterias -
mutantes que fueron aisladas a partir de cepas silvestres de -
Satmonella typhimurium, Las bacterias mutantes (auxbtrofas, --
his’) en contraste con las cepas silvestres (protétrofas, his’)
requieren de histidina para crecer y la base de la prueba con-
siste en "revertir" el fenotipo mediante la induccibén de muta-
ciones en el locus para histidina, lo que da nuevamente a las-
"revertantes' la capacidad de crecer en medios carentes del a-

minoficido o con cantidades limitadas de &1.

La importancia de esta prueba, ademfs de 1a fécil ma
nipulacibn, economfa y rapidez de ejecucibn, deriva‘del conoci
miento de los cambios moleculares efectuados en el locus de --
histidina como consecuencia de las mutaciones originales, lo -
que nos permite conocer no tan solo si un compuesto ‘quimico es

mutagénico, sino a travds de que mecanismo induce la mutacibn.
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Las cepas utilizadas se originan a traves de sustituciones de
base o por desfasamiento de la secuencia nucleotidica, lo que
implica que su "reversifn" generalmente requiere de los mis~-
mos mecanismo§ de mutacidén para restablecer el cbédigo genéti-
co ya sea, pér una sustitucién de bases adecuada en el primer
caso o de una insercibn o pérdida de bases en el segundo, pa-

ra correr la secuencia y restablecer el cédigo genético,

En Salmonella typhimurium, el operdn de histidina -
esté éoapuesto por un agrupamiento de nueve genes intimamente
ligados, convierte al ATP y al S~fosforribosil lnpirofosfato-
en histidina, a través de una secuencia de diez etapas. Cada
gene produce una sola enzima y cada enzima con excepcidén del
gene B controla una sola de estas etapas. El gene B controla
las etapas siete y nueve de la secuencia. Las etapas bioquf-
micas no ocurren en el mismo orden en que aparecen los genes
en el mapa de ligamiento, pero s{ obedecen a una secuencia -
en que cada reaccién produce el precursor de la siguiente e-
tapa. Todo el agrupamiento lo controla un solo sitio opera--

dor (Fig. I) (8, 39).

Ls cantidad de histidina disponible es la que con-
trola el proceso sintético; cuando la célula puede obtener -

histidina del medio ambiente que la rodea, la sfntesis se --
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atenfia; cuando l1a célula utiliza a‘esta (ltima y se agota su
provisién en el medio externo, se activa el proceso sintéti-
co, Experimentalmente todo el proceso se puede interrumpir -
afladiendo histidina al medio externo. Sin embargo el verdade
ro'represor del operén his se ha identificado como el histi-

dinilvtRNA,. _ (8).

His .
El operén de histidina en Salmonella typhimunium -
incluye aproximadamente 13 000 nuclebétidos, con la informa--
cién en clave correspondiente a las enzimas implicadas en --
las etapas del patrén biosintético aparentemente transcrita-

en un solo largo filamento de RNAm.

Se han identificado mis de 1 000 mutantes, algunas
de ellas con delecibn en el segmento de ADN correspondiente-
al operén de histidina. Todos los cistrones de este operén -
policistrénico intervinieron en las mutaciones. Se demostré-
que aproximadamente la mitad de las mutaciones locales tie--
nen efectos duales: a) la eliminacibn de la actividad de una
enzima y b) la disminucibén de la actividad de todas las enzi
mas situadas posteriormente en la secuencia del gen mutante-
5' - 3'. Esta polaridad de las mutaciones tal vez implica --
cambios simples de bases. Amplios estudios de mutantes pola-

res revelaron que ei mensaje de su RNAm se inicia en un si--
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tio (operador en este cnéo) y prosigue paso a paso a lo lar-
go de toda la secuencia. Todos los pasos posteriores en la -
secuencia se pueden afectar por el cambio mutacional, mien--
tras que los anteriores permanecen intactos. Por tanto, el -
mensaje se inicia a bartir del extremo en que se encuenéra -
el operador y prosigue linealmente a lo largo de toda la.sig
tesis, a no ser que sea interrumpido por una alteracibn muta
cional que bloquee a las etapas enzimfticas situadas ms ade

lante del punto de blogqueo.

Es necesaria toda la secuencia en la produccién de

histidina (8).

En cuanto a las cepas utilizadas la TA 98 tiene --
una mutacién en el gen his D3052 que codifica para histidinol
deshidrogcenasa, la TA 98 detecta mutaciones por corrimiento-

de bases.

Los mutigenos que act@an por corrimiento de bases-
pueden estabilizar un cambio que ocurre en secuencias repeti
das o sitios sensibles del ADN, resultando una mutacibn por-
corrimiento de bases la cual restablece el cbdigo genético -
para la sintesis de histidina. E1 gen his D3052 tiene una mu

tacién en l1a secuencia de ocho pares de bases :gggggggg: con
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residuos de -GC- que se repiten cerca del sitio de la muta-
cién por corrimiento de bases debido a la delecién de 1 par

de bases en el gen his D.

La cepa TA 100 tiene una mutacibn en el gen his -

G46 que codifica'para la primera enzima de la biosintesis -

de histidina, la ATPrfosforribosilntransferasa. Esta muta--
. . . -GGG~ s -GAG-

cién substituye la tripleta -CCC- (prolina) por -CTC- (leu-

cina) o sea G-A o C-T lo que implica una substitucién de ba

ses por transicibén (22).

Se ha incrementado la sensibilidad de las cepas -
mediante modificacionea adicionales, como se describe a con

tinuacibn:

a)} Alteracibn de la permeabilidad. Como la pared celular de
Salmonella typhimurium no es permeable a moléculas de gran-
tamafio, se seleccionaron mutantes (1fa)} que presentan un de
fecto en la capa de polisacdridos que recubre su superficie,

con lo que se facilita el acceso de los compuestos (22).

Esta mutacibén se logré en dos pasos:
Paso 1: Se aislaron mutantes en condiciones anaerébicas re-

sistentes a 2 deoxi-galactosa y a cloratos debido a una dele
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cién en el operén de galactosa (gaf] y biotina (bdio}.

Paso 2: Posteriormente se aislaron cepas mutantes resistentes
al bacteriéfago C-21, dichas mutantes poseen una elevada sen-
sibilidad al cristal violeta y su mbrfologia colonial es rugo

sa (afa] (22).

b) Reparacién deficiente de ADN. Las.cepas son deficientes en
el sistema de reparacién por escisibn, como resultado de la -
pérdida de un segmento del cromosoma en la regién uvaB, lo --
que permite la detecéién de nutncionés que normalmente son re
paradas por dicho sistema. Esta delecién se extiende hasta el
gene bio, como consecuencia esta bacteria requiere biotina pa

ra su crecimiento (22).

c) Introduccién de plésmidos. Con la introduccibén de molécu--
las de ADN con replicacibén auténoma (plésmidos), portadoras -
de informacifn que confiere resistencia a antibibticos, se ha
visto incrementada la sensibilidad de las bacterias para detec
tar mutfgenos por una variedad de agentes que también incre--
mentan su resistencia a la luz UV, y esta habilidad es debida
a que el plésmido que contienen las cepas TA 98 y TA 100 el -
pkM101 contiene un anﬁlogo del gene umuC. La regién umuC del-

ADN en el plésmido pKM101 esti flanqueada por repeticiones in
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vertidas que incrementan la posibilidad de que el gen reque-
rido para la mutagénesis, sea transponible, ademis el gene -
umuC es inducible por el sistema de reparacién S0S, por lo -
que este pldsmido incrementa la sensibilidad de los mutage--
nos quimicos para producir una mutacién por sustitucién de-
bases o por corrimiento de la secuencia nucleot{dica adecua-

damente (38).

Las cepas TA 98 y TA 100 que contienen el factor -

Rl pllsmido pKM101 les confiere resistencia a ampicilina (22).

La introduccibén del plésmido pkM101 incrementa el-
nGmero de reversifn espontfinea de las cepas TA 98 y TA 100 -
con respecto a sus cepas homblogas TA 1538 y TA 1535 que no-
contienen el plésmido, sin embargo las cepas que contienen -

el plésmido son més sensibles (12).

El efecto primario del plésmido pKM10l en el ensa-
yo con Salmonella typhimurium es el incremento cuantitativo-
en mutagénesis por algunos agentes quimicos. Inman (12) cita
que Ma, Cann y su grupo también observaron una aparente alte
racién cualitativa en mutagénesis por el plésmido para un nfi
mero dado de compuestos. Se observé que las cepas con plésmi

do y deficientes en el sistema de reparacién por escisibn --
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son mis efectivas para detectar mutigenos que las cepas que
tienen el plésmido y un sistema de reparacién por escisién-

intacto (12).

d) Biotransformacibén de agentes quimicos (fraccién microso-
mal S9). En el mamifero in vivo existen sistemas enzimfticos
responsables de la transformacibn metabblica de los compues
tos que tienen acceso al organismo Y que estén ausentes en-
Salmonella typhimurium,. Por ello, la prueba ha sido comple-
mentada mediante la adicién de homogenados de érganos de --
roedores o humanos que contienen las enzimas correspondien-

tes.

Un aspecto importante que se debe tomar en cuenta
en la interpretacién de los resultados obtenidos con siste-
mas de activacién metabblica in vitro, es que im vivo, los
organismos cuantan con mecanismos de excresién como son el
respiratorio, renal y biliar que evitan el contacto prolon
gado de 1os compuestos con los érganos susceptibles a su -
accibn. In vitro, estos mecanismos no funcionan y los com-
puestos mutagénicos permanecen en contacto con los organis
mos de prueba por perfodos prolongados. Esto puede conducir
ala obtencién de resultados positivos que no puedan ser -

corroborados in vdivo.
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Es importante hacer notar que los sistemas de actji
vacién metabblica varian entre especies, sexo y tejidos de -
orfgen y la fraccién S9 puede obtenerse a partir de érganos-
diferentes como son: higado, pulmbn y rifién principalmente.-
Diferentes estudios previos han mostrado que el higado de ra
tas macho de la cepa Sprague-Dawley es el mis indicado en en

- sayos de mutagenicidad (29).

Se sabe que muchos carcindgenos y mutfgenos necesji
tan.ser metabolizados por el citocromo P-450, sistema depen-
diente de monooxigenasas, antes de tener actividad mutagéni-
ca. Los microsomas hepfticos de mamiferos obtenidos en el so
brenadante de homogenados a 9 000g/30 min. (llamado fraccibn
§9), contiene este sistema que es usado para la activacién -

de promutfgenos para obtener metabolitos mutagénicos.

El tratamiento de animales con fenobarbital, 3 me-
tilcolantreno, g-naftoflavona o Aroclor 1254, se conoce que-
incrementan la concentracién de citocromo P-450 dependiente-
de 1a actividad de monooxigenasas, y esta induccién incremen
ta la sensibilidad de los ensayos de mutagénesis, Sin embar-
go en estudios previos se ha visto que la mejor induccibfn se
obtiene con Aroclor 1254 (3.7 veces mayor que sin induccibn);

a pesar de que el Aroclor 1254 es un conocido carcinbgena, -
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téxico y quimicamente estable no interfiere con las pruebas-

de mutagenicidad (36).

Cuando se homogeniza el tfjido hepltico, el reticu
Plo endoplismico‘existente se fragmenta en pequefias vesiculas
llamadas microsomas que contienen muchas de las enzimas cau-
santes de la biotransformacibn de compuestos quimicos. Estos
microsomas catalizan una variedad muf amplia de reacciones -
como son: desaminacibén; 0-, N- y S- desalquilacibn;- hidroxi-
lacién de hidrocarburos alquilicos y srilicos; epoxidacibn;
formacién de derivados de alquilo; N-hidroxilacién; N- y S-
oxidacibn y deshalogenacibén; formacién de éxidos de areno, -
as{ como las reducciones azo y nitro. Ademfis las enzimas mi-
crosomales participan en la sintesis de glucurénidos a traves

de la accibn de 1a uridin difosfato glucoronil transferasa,

En un sistema in vitao que contenga microsomas he- -
piticos, pueden ser oxidados varios compuestos siempre y ---
cuando los siguientes cofactores estén presentes: NADPH, 02
2+
y Mg

ma enzimitico como un sistema de oxidasas de funcibén mixta,

. El requerir NADPH y oxigeno. clasifica a este siste-
también 1lamadas monooxigenasas.

La especificidad para el sustrato parece residir -
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en las mGltiples formas del citocromo P-450 dentro de cual-
quier tejido. Existen 8 isoenzimas del citocromo P-450 y di
fieren en peso molecular 48 000 - 50 000 d, en algunos ami-
nodcidos, y en su especificidad para metabolizar diferentes

sustratos.

E1 citocromo P-450 es una proteina que consiste cn
una simple cadena polipeptidica de aproximadamentc 50 000 --

daltons, con una protoporfirina IX como grupo prostético (33).
Un mecanismo postulado, para la hidroxilacidén de -

sustratos orgénicos por ¢l sistema P-450 microsémico del hi-

gado es el que se muestra en la Fig., 2 (15).

Fie 2

P-450-A

N 24 -
o FE 0 A<OH + Hy0
P-U450-A (SUSTRATO HIDROXILADO)
2+ o\
FE . 02
0,  P-u50
b3+
P-uiO—A
MDY FADH,| 1e” FeZ*
P-450-A
g2t
' (SUSTRATO)
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El sustrato A se combina primero con la forma Feq*

de P-450, que se reduce entonces por un electrbn del NADH a

la forma Fez*.

Esta Gl1tima se oxigena, y un segundo electrén del
NADH convierte el oxfgeno unido en el radical Oi. Se produ-
ce una oxidorreduccibén interna con formacién del sustrato -
hidroxilado y agua, que contiene Atomos de oxfgeno que se -
introdujeron como 0,. Por Gltimo se regenera el citocromo -

P-450 libre en su forma Fe;*.

Las principales enzimas de esté sistema son el --
NADPH citocromo c reductasa; la flavina, enzima involucrada
en la oxidacifn de NADOH, el citocromo P-450 y la NADPH ci-
tocromo P-450 reductasa, 1a cual funciona en la reduccién -

del citocromo P-450 oxidado.

Para llevar a cabo una oxidacién mediante este me
canismo se requieren cantidades equivalentes de NADPH, oxf-

geno y del sustrato utilizado en el proceso ( 15, 33 ).

FACTORBS QUE DEBEN CONTROLARSE EN LAS PRUBBAS DB MUTAGENESIS
CON EL SISTEMA DE AMES.
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Se ha reportado que la luz visible causa mutacio-
nes por sustituci@n de bases, por lo que se recomienda que-
al efectuar un experimento, las cajas se protejan de la luz
antes de ponerlas en el incubador, gsi como las soluciones-
de mutégenos y compuestos problema, deben protegerse tanbién
para evitar su posible inactivacién debido a la accibn de la

luz. (22).

El éxido de etileno utilizado para esterilizar las
cajas de Petri desechables es también mutagénico para la ce-
pa TA 100. Si se tienen problemas en la frecuencia de rever-
si6n espont‘hea de esta cepa, los cuales desaparecen al usar
cajas de vidrio, es posible suponer que el 6xido de etileno-
estd interfiriendo con el experimento. Las cajas desechables
contaminadas con Qxido de etileno se pueden colocar en una -
campana de flujo laminar por varios dfas hasta que éste se -
disipe o se puedan adquirir cajas desechables especiales pa-
ra ensayos de nutagénesis ( "Muta Assay dishes", Falcon Labs.,

1950 Williams Drive, Oxnard, California, 93030, U.S.A.) (22).

El caldo nutritivo utilizado generalmente para cre
cer las cepas ( Nutrient broth, Difco ) causa mutaciones en-
la cepa TA 100 por lo que el Dr. Ames recomienda el uso de -

un medio de cultivo inocuo llamado "Oxoid Media No. 2", ----
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(0xoid Canada Ltd., 145 Bentley Ave., Ottawa, Canada K2 # 6T7,
y K.C. Biological P.0O. Box 5441, Lexena, Kansas 66215, U.S.A.)
(22).

ALCANCES Y LIMITACIONES DE LA PRUEBA DE AMES PARA LA DETECCION
DE MUTAGENOS EN AGUA.

El método de Ames para detectar mutégenos tiene cﬁno
’ ventajas sobre otros sistemas de prueba, el haber sido amplia-
mente validado a traves del estudic de un gran nlmero de com--
puestos, realizados en una multitud de laboratorios del mundo,
Ya se seﬂa16 ademfs su relativo bajo costo, facilidad de mane-
" jo, rapidez en 1a obtencién de datos y posibilidad de caracte
rizar el mecanismo a traves del cual los mutfgenos inducen mu

taciones.

A la vez, se ha encontrado que entre el 63 y el 92%
de los agenfes que producen cfncer son a la vez capaces de in
ducir mutaciones en este sistema de prueba (26). Se sabe por-
lo tanto que la prueba no es infalible y que cientos de com--
puestos a pesar de ser carcinégenos no son detectados como mu
tﬁgenos en la prueba de Ames. Mas aﬁn algunas sustancias que-
producen mutaciones en otros sistemas rio dan resultados posi-

tivos en Salmonella typhimuaium,
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Entre los agentes quimicos que no inducen mutacio-
nes en el ensayo de Ames, o existen dificultades para su de-
teccién como mutégenos, se encuentran: azonaftoles; carbami--
los y tiocarbamilos; fenoleS; benzodioxoles; compuestos aromi
ticos policlorinados, ciclicos y aliffticos; esteroides; anti
metabolitos; hidrazinas simétricas; bactericidas volétiles; -
metiles pesados; asbhestos (26). Se spspecha que la falta de -
un sistema metabSlico adecuado para transformar premutfgenos,
as{ como las caracterfsticas propias de los medios de cultivo
y condiciones en que se realiza el ensayo pueden influir en -
la obtencién de resultados falsos negativos y falsos positi--

vos.

Este sistema tampoco detecta compuestos que produz
can entrecruzamientos de ADN o compuestos que dafien microt(-
bulos o proteinas asociadas funcionalmente con el aparato mi
tético, ni algunos agentes clastogénicos que causen dafio en-
la estructura cromosémica. Lo que deriva del hecho de que --
las bacterias son organismos procariotes en los que el ADN -
no esté asociado con prote{nas bésicas conformando cromatina
y cromosomas complejos como en los eucariotes. Ademis de que
no poseen un sistema mitético para la distribucibn del mate-
rial genético durante la divisién celular. De ahi que no ---

sean vulnerables a los agentes que actfen a nivel de esas es
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tructuras o interfieren con esos procesos.

En el caso de la deteccibn de mutigenos en agua, -
un factor: limitante en el empleo de esta prueba lo constitu-
ye la necesidad de concentrar los compuestos quimicos presen
tes en ella; sin 10 cual la sensibilidad del sistema no es -

suficiente para obtener resultados confiables.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENICA DE UN LOTE DE MUES-
TRAS DE AGUA RESEDUAL Y RENOVADA PROVENIENTE DE LA PLANTA DE
TRATAMIENTO DE CIUDAD UNIVERSITARIA.

El estudio al que se hace referencia a continua--
cifn constituye un trabajo piloto para identificar la opera
tividad de los ensayos para la deteccién de mutigenos en --
agua residual y renovada, tanto cruda como sometida a proce

sos de concentracién y extraccién de substancias téxicas.

Por ello més que realizar un estudio centrado en
el agua renovada que determinard la actividad mutagénica a
1o largo del tiempo, se pensé en valorar en un nfimero redu
cido de muestreos, los problemas a los que se puede enfren

tar un programa sistemﬁtico de monitoreo de mutfgenos.
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METODO PARA LA DETERMINACION DE MUTAGENOS EN AGUA RESIDUAL Y
RENOVADA EN CIUDAD UNIVERSITARIA.

1. SELECCION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO Y CALENDARIZACION,

Fueron seleccionades 5 sitios de muestreo en la --
planta de tratamiento de Ciudad Universitaria y uno en la red
de distribucién de aguas tratadas, los cuales se muestran en
1a Fig. 3. Dichos puntos corresponden al influente de aguas
negras que llegan al cércamo después de haber pasado por un
desarenador, a las aguas renovadas que salen de los sedimen
tadores continuos a los procesos de tratamiento por filtro-
rociador, biodisco y lodos activados. Por Gltimo se incluye
ron dos puntos mis que corresponden al efluente final en el
que aparecen mezcladas las aguas provenientes de los tres -
procesos una vez que han pasado a través de filtros de arena

y a la cisterna en la que el agua renovada contiene cloro.

La planta de tratamiento de aguas negras se encuen
tra situada en la parte noroeste de Ciudad Universitaria. En
esta parte se unen los colectores del &rea de Humanidades --
(parte noroeste de Ciudad Universitaria), el colector del --

érea de Ciencias (parte central) y el colector de la zona de
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Copilco el Alto.

Los muestreos se realizaron a las 3, 9, 15 y 21 ho
ras del dia, en cada uno de los puntos citados y se conformé
una muestra compuesta, a partir de la cual se obtuvieroq los
‘extractos fcidos y alcalinos que fueron sometidos a las prue
bas de mutagenicidad. Dichos muestreos se efectuaron durante
los meses de octubre a enero con intervalos de una semana pa
" ra el anélisis de agua cruda y de dos semanas para las aguas
que fueron sometidas a los procesos de extraccién, salvo en-
el caso de la primera muestra de agua procesada para extraer
las sustancias téxicas, en las cinco restantes se valord ac-’
tividad mutagénica de las éubstancias contenidas en ella tan-

to concentradas como sin concentrar (agua cruda).

11, ETAPAS DEL ENSAYO DE MUTAGENESIS PARA DETECTAR MUTAGENOS

EN AGUA,
A. PREPARATIVOS PREVIOS.

1) ORIGEN Y MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS DE PRUEBA,

Las cepas bacterianas utilizadas en la prueba de -
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mutagénesis fueron donadas por el Dr. Bruce N. Ames; (Depart
ment of Biochemistry, University of California, Berkeley. Cal
94720, U.S.A.), el genotipo de las cepas TA de Salmonefla ty-

phimurium utilizadas en este trabajo es el siguiente:

Mutac;:naisggdgiaoper6n Mqtacionqs Adi;ionales

his D3052 his G46 Lipopoli - Sistema de Plésmido.
' sacfrido. Reparacién.
TA 98 "rfa" AuvaB +R
TA 100 "Aga buvaB *R

"pga".Carfoter rugoso de la pared celular.

AuvaB. Delecién qus incluye sl gene dsl sistema de reparacifn por escisién
(uvAB) y los genes de nitrato reductasa (chl) y biotina (bio).

R. pifismido pKM1O1l con resistencia a ampicilina (22).

La preparacién de medios y soluciones se encuentran

en el Apéndice.

Las bacterias obtenidas por conducto del Dr. Ames -
vienen en discos de papel filtro impregnados con cultivos re--
cientes de cada cepa dentro de bolsitas de plAstico con agar -
blando para evitar su desecacibn. Los discos se colocan con --
pinzas estériles en 5 ml de caldo nutritivo Oxoid Media No. 2

incub@ndose durante 16 hrs a 37°C con agitacién de 200 rpm.
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Los cultivos asi obtenidos, se sometieron a las pruebas que -
se describen mas adelante para verificar la presencia de los-
marcadores genéticos, evaluar la frecuencia de reversién es--

pontfnea y determinar su sensibilidad a mutdgenos conocidos.

2) CULTIVOS DE RESERVA,

Se preparan colocando 0.8 ml de la suépensién bac-
teriana de 16 hrs en fase estacionari; nés 0.7 ml de dimetil-
sulfbxido (DMSO) (Sigma), en viales estériles con tapbn de --
rosca, se congelan ripidamente sobre hielo seco manteniéndose

posteriormente a -80°C.

. 3) CULTIVOS DE RESERVA SECUNDARIA,

Estos se preparan con el objeto de evitar que los-
cultivos que se encuentran a -80°C se descongelen por el con-
tinuo uso que se les di. Estos cultivos se preparan en cajas-
de Petri y se guardan a 4°C en obscuridad y pueden ser utili-
zados hasta por 1-2 meses sin que las cepas pierdan sus pro--

piedades,

Los cultivos se preparan de la siguiente manera:
Se toma con un aplicador de madera estéril una muestra del -
cultivo de reserva sin descongelarlo, se siembra en 5 ml de-

caldo nutritivo Oxoid Media No.2 y se incuba durante 16 hrs.
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a §7°C con agitacifn, comprobar marcadores genéticos, rever-
sibn espontinea y sensibilidad a mutfgenos conocidos. Sembrar
por medio de estrias en cajas de Petri complementadas con un
exceso de histidina y con ampicilina, e incubar 24 hrs, a 37°C
en obscuridad con las cajas invertidas, posteriormente se --

guardan a 4°C,

Los cultivos utilizados en las pruebas de mutagéne
sis, se preparan tomando con un aplicador de madera estéril -
una muestra de las cajas de reserva secundaria y se siembra -
en 5 ml de caldo Oxoid Media No.2 o en un mayor volumen depeg-
diendo del nGmero de muestras que se trabajen, se incuban a -
37°C durante 16 hrs. con agitacibén 200 rpm. Cada vez que se -
trabaje con la cepa, se realizarén las pruebas correspondien-
tes a marcadores genfticos, determinacién de la frecuencia de

reversién esponténea y sensibilidad a mutfgenos conocidos.

a) Requerimiento de Histidina. Se siembra por medio defﬁstrias
alfcuotas de un cultivo de 16 hrs. en fase estacionaria sobre
cajas confeniendo medio mfnimo de Vogel-Bonner, y en medio ai
nimo complementado con exceso de histidina y biotina. Solamen
te se debe'observar crecimiento en las cajas de medio minimo-

complementadas con histidina-biotina.
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b) Comprobacién de la deficiencia de lipopolisacirido en la
pared celular, mutacién "nfa". Para ello se determina la -
sensibilidad de la cepa al cristal violeta, inoculando 0.1
ml. de cultivo de 16 hrs. en fase estacionaria de Satmonelta
typhimunium (1-2 X 109 cel/ml.) en ZAml. de agar de superfi;
cie completo, se agita suavemente y se siembra en cajas de -
Petri que contengan medio completo. pespués de dejar solidi-
ficar las cajas, se coloca un disco de papel filtro estéril-
(o§s cm de difimetro) en el centro de la caja y con una pipe-
ta estéril se agrega sobre el disco 10 wl de una solucibn de
cristal violeta ( 1 mg/ml.) y se incuban las cajas invertidas
a 37°C durante 24 hrs. en obscuridad.

Una zona clara de inhibicién alrededor del disco -
indica la presencia de una mutacién "aga".
c) Comprobacién de la presencia del plésmido pkM101. La pre-
sencia del plésmido se verifica comprobando la resistencia -
de las cepas a la ampicilina., Esta prueba se lleva a cabo --
igual que la anterior, con la diferencia que se agregan 10 yl
de una solucibén de ampicilina de 8mg/ml en hidréxido de so--
dio 0.02 N sobre el disco de papel filtro estéril. Las cepas
que contienen el plismido no deben mostrar inhibicibn del --

crecimiento, como es en el caso de las cepas TA 98 y TA 100,
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Frecuentemente los cultivos obtenidos de las cepas
TA 98 y TA 100 contienen un elevado porcentaje de bacterias-
que han perdido el plésmido y el método para checar este mar
cador no es suficientemente sensible para detectarlo, Se pug
de realizar una prueba cuantitativa haciendo diluciones del-
cultivo hasta llegar.a una densidad de 1 X 103 bacterias por
mililitro y sembrar 0.1 ml. de esta filtima dilucibn en medio
minimo con exceso de histidina, asi como, en medio minimo en
el”cual ademis contenga 0.1 ml. de una solucibén de ampicilina
(8 mg/m1.). Incubar 12-24 hrs. a 37°C y contar las colonias-
resultantes. E1 nfimero de colonias presentes en los dos ti--

pos de medio debe ser igual o muy cercano.

Si es necesario obtener un nuevo cultivo, se pue---
den tomar 4-5 colonias de los medios de ampicilina, crecer--
los toda la noche en caldo nutritivo Oxoid Media No. 2, che-
car 1a reversién esponténea, marcadores genéticos y propieda
des de reversibén con mutfigenos conocidos y seleccionar el --

cultivo que cumpla con las condiciones necesarias,

d) Verificacién de 1a mutacién que altera las enzimas encar
gadas de la reparacién del dafio causado por la luz ultravip
leta. En una caja de Petri con medio minimo complementado -

con exceso de histidina-biotina, se siembra una estria de -
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cada una de las cepas que se probarén. Se tapa la mitad de la
caja con papel aluminio y se irradia con una l4dmpara germici-
da de luz U.V. de 15 w a una distancia de 33-35 cm. durante 8
segundos. Después de incubar 12-24 hrs. a 37°C las cepas que-
contienen el marcador AuvaB solamenfe crecerdn en la porcibn-
de la caja que no fué irradiada‘comollo es el caso de las ce-

pas TA 98 y TA 100.

e) Frecuencia de reversibén esponténea. En un tubo con tapbn -
de rosca conteniendo 2 ml. de agar de superficie mf{nimo com--
plementado con trazas de histidina-biotina 0.5 mM a 45°C se -
agrega 0.1 ml, del cultivo a probar.de 16 hrs. de incubacién-
en fase estacionaria (1-2 X 109 cel/ml.), se agita suavemente
con ayuda de un agitador vortex y se distribuye uniformemente
sobre medio minimo de Vogel-Bonner contenido en cajas de Pe--
tri. Se deja solidificar el agar de superficie y las cajas --
se incuban a 37°C durante 48 hrs. invertidas. Se cuentan las-
revertantes espontﬁneas que resulten (macrocolonias) y se ve-
rifica la presencia de una densa capa de microcolonias conocj
das como crecimiento de fondo (con ayuda de un microscopio de
diseccibn), que resultan como consecuencia de las trazas de - °
histidina y biotina presentes en el agar de superficie. Esta-
capa de microcolonias tiende a disminuir y hasta desaparecer-

cuando el compuesto que se estf probando es tbéxico. Esta prue
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ba se realiza por triplicado. E1 nGmero de colonias revertan
tes espontineas reportadas por el Dr. Bruce N. Ames para cada
una de las cepas probadas, es: para la TA 98 de 30-50 colo--
nias revertantes y para la cepa Te 100 es de 120-200 colonias

revertantes (22).

4) PREPARACION DE HOMOGENADO HEPATICO,

Primeramente se inducen las enzimas microsomales -
de higado de rata de la manera siguiente: Se utilizan ratas-
macho de 1a cepa Sprague Dawley con un peso aproximado de --
200 grs., a las cuales se les administra por via intraperito
neal 500 mg/Kg de peso de Aroclor 1254 diluido en aceite de-
mafz a una concentracién de 200 mg/ml. Los animales se man--
tienen al libitum y se les suministra alimento suficiente, -
el cual se les retira 12 hrs. antes de sacrificarlos. El ---
quinto dia después de la inyeccibn, las ratas se sacrifican-
por dislocacibn cervical. Para 1la obtencibén de la fraccibn -
S9, el material de diseccibn y de vidrio, asi como las solu-

ciones que se usarin, deberédn estar estériles.

Los higados se extraen asépticamente y se colocan-
en vasos tarados que contienen 15 ml. de una solucibn fria -
de KC1 0.15 M y se determina el peso del higado por diferen-

cia., El procedimiento se debe realizar a 4°C para conservar -
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la actividad enzimltica. Los higados deberén ser lavados con
KC1 0.15 M y son colocados en recipientes agregando 3 ml. de
KC1 0.15 M por gramo de higado. El higado es cortado en pe--
quefios pedazos con tijeras estériles y es homogenizado con -

un aparato Potten-Elvehjem.

El homogenado se centrifuga a 9 000 g durante 10-
minutos, y el sobrenadante obtenido (fraccién S9) es distri-
bufdo en viales estériles con tapbn de rosca en porciones de
3, 2y 1 mililitro. Los viales se congelan répidamente sobre
hielo seco y se mantienen a -80°C. Es importante sefialar que
la cantidad de fraccifn S9 que se agrega por caja en cada ex
perimento es determinante en la respuesta que se obtenga, en
el laboratorio esta cantidad se ha estandarizado utilizando-
0.1 ml de fraccién S9 por mililitro de mezcla S9, lo cual co
rresponde a 50 ul de fraccién S9 por caja, comprobéndose su-
actividad utilizando un mutfgéno conocido como 1o es el 2 --

aminoantraceno.

5) PREPARACION DE LA MEZCLA S9.

La mezcla S9 contiene por mililitro:

Fraccibn 59 _ 0.1 ml.
Glucosa-6-fosfato 0.0013 gr,
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NADP 0.0030 gr.
Solucibén de MgCl, 0.4 M/KC1 1.65 M 0.02 ml,
Amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.4 0.9 ml,

En la preparacién de mezcla S9 es necesario reali-
zar el proceso manteniendo las soluciones a 4°C, con el obje-

to de conservar 1a actividad enzimética.

Se pesa la cantidad necesaria de NADP y glucosa-6-
fosfato, los cuales son disueltos en el amortiguador de fosfa
tos y la solucibn salina MgZCIIKCI. Posteriormente se filtra-
con una unidad swinex (Millipore Corp, Bedfor Mass) equipada-
con una membrana de 0.45 ym de poro en condiciones estériles-
y por Gltimo es agregada la fraccibn S9 estérilmente. La mez-

cla S9 se mantiene en hielo durante todo el experimento.

B. DETERMINACION DE LA MUTAGENICIDAD EN MUESTRAS DE AGUA RE-
SIDUAL Y RENOVADA.

Se utilizé el método de preincubacién (22, 16) em
pleando las cepas TA 98 y TA 100 de Salmonella typhimurium -
tanto para valorar los compuestos quimicos concentrados a --
partir de muestras de agua como los provenientes de las mues

tras de agua cruda sin concentrar.
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Los concentrados de las muestras de agua fueron -
realizados por un método de extraccién lfquido-liquido para
obtener los compuestos orgénicos presentes en un litro de -
agua. Se empleb para la extraccién cloruro de metileno y las
fracciones 4cidas o alcalinas obtenidas se sometieron poste
riormente a evéporaci6n para eliminarlo, siendo resuspendi-
das en 0.5 ml de DMSO en viales de vidrio y guardados en obs
curidad a -20°C, (se calcula que los compuestos orgénicos -
fueron concentrados 2 000 veces). Durante el proceso sin em
bargo se pierden los compuestos orgénicos voldtiles. El dia
en que se realizb el ensayo de mutagénesis se descongelaron
y se prepararon diluciones 1:10 y 1:100 con DMSO en condi--

r

ciones estériles.

‘ EQUIVALENCIA DE LOS EXTRACTOS:

Siguiendo en método citado, 10 ul del extracto ob
tenido de una muestra de agua a partir de 1 litro correspon
de a los compuestos orgénicos presentes en 20 ml. de agua -
cruda, 10 ul de una dilucién 1:10 corresponde a los compues
tos orghnicos presentes en 2 ml de agua cruda y 10 ul de una
dilucién 1:100 corresponden a los compuestos orgnicos pre-
sentes en 0.2 ml de agua cruda.

Las diluciones de los extractos se realizaron con el objeto de

prevenir la posible toxicidad de las sustancias concentradas
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en ellos, De cada muestra de agua se sometieron a las pruebas
de mutagénesis los agentes extraidos en medio fcido y los ex-

traidos en medioc alcalino.

Las muestras de agua cruda fueron previamente este
rilizadas por filtracién utilizando una unidad swinex (Milli
pore Corp, Bedfor Mass.) equipada con una membrana de 0.45 um
de poro y un prefiltro, y mantenidas en hielo durante el ex-

perimento.

El método de preincubacibn se realizd de la siguien
te manera: Se colocd en un tubo estéril de 13 X 100 con tapbn
de rosca:

a) 100 ul de un cultivo bacteriano de Safmenelfa typhimurium

1-2 x 107

cel/ml ( cepas TA 98 o TA 100) en fase estacionaria
de 16 hrs. de incubacién a 37°C con agitacién.

b) 200 ul de agua cruda, 10 ul de concentrado o 10 ul de las

diluciones del concentrado segfin fué el caso.

c) 500 ul de mezcla S9 a los tubos que asi lo requirieron.

Se incubf durante 30 minutos a 37°C.

d) Se agregaron 2 hl de agar de superficie minimo complemen .

tado con trazas de histidina ( Solucién histidina-biotina -

0.5 mM).
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e) Se agitb6 suavemente y se distribuy6 uniformemente en ca-
jas de Petri conteniendo medio minimo Vogel-Bonner y se de-
jaron solidificar. .

f) Posteriormente las cajas fueron incubadas durante 48 hrs,
a 37°C, después de lo cual se cont6‘§l nlmero de colonias re
vertantes presentes en cada caja y observéndose el crecimien

to de fondo. (Fig 4).

El ensayo de mutagenicidad se realiz6 por triplica

do para cada muestra de agua.

Para asegurar que las cepas utilizadas tuvieran los
marcadores genéticos correspond;entes se realizaron las prue-
bas anteriormente descritas, como son: 4} sensibilidad al ---
cristal violeta; .i{) resistencia a la ampicilina; ademis se -
comprobé 1a frecuencia de reversibn esponténea de cada cepa -
y la sensibilidad a mutfgenos utilizando controles positivos

(ac. picrolbnico, N-metilnitrosoguanidina y 2 aminoantraceno).

DEFINICION DE EFECTOS MUTAGENICOS:

Se consider6 como resultado positivo, cuando 1la a
dicién de la muestra de agua incrementb cuando menos al do-
ble el nlmero de revertantes presentes en el control. En la

préctica se recomienda ademfs, obtener una relacién dosis -
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respuesta; ya sea incrementando la concentracién de los compues
tos mutagénicos o disminuyéndola mediante dilucibén de las mues-

tras.

DEFINICiON DE EFECTOS TOXICOS.

Se considerb como efecto téxico cuando la muestra de
agua disminuyé a la mitad el nGmero de colonias revertantes --
presentes en el control, aunado a un decremento de microcolo--
nias usualmente presentes en el crecimiento de fondo o la desa
paricibn de las mismas. Es fﬁcil determinar los efectos tbxicos
por este medio ya que la diferencia entre el crecimiento de --
fondo de las cajas control y el de aquellas que contienen la -
muestra téxica es evidente, sin embargo hay que seflalar que se
trata de un paréimetro meramente cualitativo que no informa so-

bre los mecanismos que afectan el crecimiento bacteriano.
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RESUMEN DEL PROTOCOLO QUE SE SIGUIO PARA CADA MUESTRA DE AGUA.

No. de BACTERIA MEZCLA S9 TRATAMIENTO

Tubo. (100 w1) (500 ul) ul A G E NTE

1 T 98 - 10 DMSO
2 TA 98 + 10 DMSO
3 TA 100 - 10 DMSO
4 TA 100 + 10 ‘- DMSO
L] TA 98 - 10  Ac. picrolénico ( 100 ug/caja)
6 TA 100 - 10  N-metilnitrosoguanidina (1 yg/caja)
7 TA 98 + 10 2 aminoantraceno (0.8 ug/caja)
e TA 100 + 10 2 aminoantraceno (0.8 ug/caja)
9 TA 98 - 10 extracto

10 TA 98 + 10 axtracto

11 TA 100 - 10 axtracto

12 © TA 100 + 10 extracto

13 TA 98 - 10 Dil. 1:10 del extracto

14 TA 98 + 10 Dil. 1:10 del extracto

15 TA 100 ‘ - 10 Dil. 1:10 del extracto

16 TA 100 + 10 Dil. 1:10 del extracto

17 TA 98 - 10 Dil. 1:100 del extracto

16 TA 98 + 10 Dil. 1:100 del extracto

19 TA 100 - 10 Dil. 1:100 del extracto

20 ™ 100 + 10 Dil. 11100 del extracto

11 TA 98 - 200  Agua cruda

22 TA 98 + 200 Agua cruda

23 T™ 100 - 200 Agua cruda

2 . “TA 100 + 200 Agua cruda

Cada uno se realizd por triplicado.
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RESULTADOS DE LA EVALUACION HUTAGENICA DEL AGUA RESIDUAL Y-~
RENOVADA DE LA PLANTA DE TRATAMIENTO DE CIUDAD UNIVERSITARIA,

A, MUESTRAS DE AGUA SIN CONCENTRAR.
Se determind la actividad mutagénica de 10 muestras

de agua de los distintos puntos de la planta de tratamiento -
sin que mediara ningGn proceso para concentrar los compuestos
orghnicos contenidos en ellas, sin que se obtuvieran resulta-
dos positivos. Cinco de esas muestras de agua también fueron-
procesadas para extraer y probar la mutagenicidad de las subs

tancias presentes en ellas,

B. VALORACION DE EXTRACTOS.

En 3 de los seis muestreos que se realizaron para -
extraer los compuestos orghnicos en agua, se detecté la presen
cia de mutégenos o se observ6 muerte en las bacterias expues--
tas a las fracciones &cidas o alcalinas provenientes tanto de-
las aguas residuales como de los 3 procesos de tratamiento y -
de las aguas renovadas. Mientras que en los tres primeros mues

treos no se observbé ningln tipo de actividad.

Los resultados de la actividad mutagénica observada
se encuentran resumidos en la Tabla 4, as{ como aquellos obte

nides con los controles positivos y negativos utilizados en -
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paralelo.

En las muestras obtenidas en diciembre, se obtuvie
ron los §iguientes resultados: (Fig. 5 y Tabla §).
INFLUENTE: ‘ '
a) Fraccién ﬁcida. La muestra concentiada produjo muerte en -
las bacterias de 1a cepa TA 100. Dicho efecto desaparecié al-
diluir la muestra o al agregar el siséena de transformacibn -
metabblica S9, '
b) Fraccién alcalina. Se observé toxicidad en las cepas TA 98
y TA 100 la cual desaparecid en la dilucién 1:100. No se obser
vé ninguna toxicidad al agregar el sistema de activacibn meta

b6lica S9.

LODOS ACTIVADOS:

a) Fraccibn #cida: Tanto la muestra conCeptrada como las dily
ciones 1:10 y 1:100 tuvieron efectos tbxicos en las cepas TA

98 y TA 100 que no se redujeron al agregar el ;istema metabd-
lico S9.

b) Fraccién alcalina: En la muestra concentrada se encontrf -
mutagenicidad en la cepa TA 98, en presencia de las enzimas -
metabblicas, y se observé una leve mutagenicidad con la dilu-

cién 1:10, 1a cual desaparecié al diluir la muestra 1:100.
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FILTRO ROCIADOR:

a) Fraccibn fcida. Se observd una leve mutagenicidad de la --
muestra concentrada, sobre la cepa TA 98 en presencia de enzi
mas metabblicas S9. . i
b) Fraccién alcalina. Se encontrd mutagenicidad de la muestra
concentrada con la cepa TA 98 en presencia de enzimas metabd-
licas S9 y en ausencia de estas la muestra fub tbéxica para di

cha cepa.

EFLUENTE FINAL:

a) Fraccibn &cida. No se observé efecto alguno.

'b) Fraccidén alcalina. La muestra concentrada fué téxica para-
las cepas TA 98 y TA 100 en ausencia de la fraccién §9, la --
cual desaparecié al diluir la muestra. Al adicionar la frac--

cibén S9 se observé mutagenicidad para la cepa TA 98,

CISTERNA:

a) Fraccibn 4cida. No hubo efecto.

b) Fraccién alcalina. La muestra concentrada fué téxica para-
las cepas TA 98 y TA 100 en ausencia de la fraccibén S9. Al a-
dicionar la fraccibn S9 ésta fué mutagénica para la cepa TA 98
y levemente mutagénica para la'cepa TA 100, las diluciones --
1:10 y 1:100 mostraron una leve mutagenicidad. La dilucibén 1:10
mostrb una leve mutagenicidad para la cepa TA 98 en ausencia de

la fraccifn §9.



TABLA 4

COMPARACION DE LA ACTIVIPAD HUTAGENICA DE LOS EXTRACTIOF DE MUESTRAS
DF AGUA RESIDUAL COH RESFECTO A LA DE MUTAGENOS (OMOCIDOS.

Ninero Diluci&n HUTAGENICIDAD
de Lugax Pracceién da la Cepa TA 98 Cepa TA 100
Husstreo Mestra 89~ 894 89~ §9¢
Xe74.3
4 plodiaco Alcalina [ - §=10.2 - -
I 1.9
¥a74.3
] Filtro hociador Alcalina [ - =10.0 - -
1=1,95
i=?7.6
4  Efluente Alcalina c - =3,06 - -
I=2,04
f=71.0
4 Cisterma Alcalina c - $»7,00 - -
1=1,87
$272.0  Xe429.6
S Influente Acida c - - 833,05 §=52.78
[01.780 _ 1=2.800
: f=97.6
S Influente Alcalina c 94,50 - - -
102,40
fe77.6
S lods Activadios Acida c ~2.00 - - -
191,90
. 39,0
S  Btlunts Acida ¢ 9.00 - - -
1=1.97
fns0.3
$  Bflunte Alcaling ¢ .00 - - -
o198
fiees.3
5 Clsteema Acida c »10.2 - - -
i 7 .
fe228.3
S  Cistarna . Aloalina [ =7.02 - - -
2060
. Eere.s
6  Lodos Activalos Acide ¢ ”5.0 - - -
a0
fass.3
6 Lodos Activadoe Alcalina 1110 =5.%0 - - -
12108
Rets.6 .
¢  dodieco Motda c - =146 - -
. Jo1.9¢
Knes.3
6  BModiso Acida 1110 - =12.7 - -
22200
) Beth 6
6  Filtro Rocisdor Moida c - 88,00 . -
102,08
=40.0
¢  Iltro Mociador Acida 1110 - =9.16 - -
1e2.18
(promadio Xe30.2 Ke3s.1 =136 X139
_ Control + DHEO genarsl) - 5108 90107 $=30.90 . +32.00
%c. Meroléatoo (prosedio . biaaas ) .
(100 ug/caja)  qgamexal) 124.00
N-Matil-n nierosopuanidina ) . . pomee
(1 ug/caja) (pxomsdio general) 1= 50,0
Ne280,5 inas1.4
1 aninoantzecene (promedio - - B=164.9 . m172.1
(0.8 pg/caja)  general) = 6.0 Te 4.0
Reversifn Zepontfnea (promedio i=38.3 - f=127.99
axperimental qsnezal) - $012.64 = 21.44

fu Promedio) Be DesviaciSn estandar; OWSOs Dimetilsulfézido) S9e Sistema ds activaciSn metabSlico

I= Revereiln Inducida
Pevers €



- FIGURA § -
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TABLA 5
MUTAGENICIDAD Y TOXICIDAD® DE LAS MUESTRAS DE AGUA COLECTADAS EN DICIEMBRE.

ORGANISMO ~ INDICADOR
MUESTRA  (CoNc.) - CEPA TA 98 CEPA  TA 100
FRACCTON ACIDA — FRACCTON ALCALTWA | FRACCTON ACTBA  FRACCTOR ALCALTAA
B N $9” s9* $o” st 9 sot
. INFLUENTE C - - - - T(0.5) - T(0.5) -
. LODOS ACTIVADOS c ° T(0.0) T(0.0) T(0.0) T(0.0) -T(0.0) T(0.0) T(0.0) -
. BIODISCO c T(0.4) . - N(1.9) . . - -
. FILTRO ROCIADOR  C . - T(0.0) M(1.95) - . . -
. EFLUENTE c . - T(0.0) M(2.04) - - T00.5) .
. CISTERNA C - . T(0.2) M(1.87) - - T(0.5) -

Expresada como muerte de las bacterias de las cepas de Salmonella typhimunium,

Sistema de transformacién metabblica.

Negativo.

Toxicidad (0.0) Decremento en el nGmero de colonias revertante§ con respecto al control.
Mutagenicidad (2.0) Incremento en el nimero de colonias revertantes con respecto al control,

Las diluciones de las muestras de agua 1:10 y 1:100 también fueron téxicas T(0.0).
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Muestreo nfimero 5 en Dic. A continuacibén se resumen los datos
obtenidos. (Fig. 6 y Tabla 6).

INFLUENTE:

a) Fraccién fcida. La muestra concentrada y la dilucién 1:10-
fueron téxicas en presencia de la fraccién S9 para la cepa TA
98. La muestra concentrada mostré efeétos mutagénicos en la -
cepa TA 100, dicho efecto se¢ incremen;é en presencia de las -
enzimas metabblicas, la dilucién 1:10 mostrd una leve mutage-
nicidad en ausencia de fraccién S9 para la cepa TA 100.

b) Fraccibn-alcalina. La muestra concentrada tuvo efecto muta
génico en la cepa TA 98, tal efecto desaparecibé al adicionar-

el sistema de activacién metabblica.

LODOS ACTIVADOS:

a) Fraccién fcida. Se detectd mutagenicidad para la cepa TA 98
en la muestra concentrada. La mutagenicidad desaparecib al di-
luir y adicionar las enzimas metabélicas.

b) Fraccibén alcalina. La muestra concentrada fué téxica para -
ambas cepas en presencia y ausencia del sistema metabblico S9-
y en la dilucién 1:10 para 1a cepa TA 100 en presencia de frac
cién 89,

B10018CO:

a) Fraccibn lcida. La muestra concentrada y la dilucién 1:10-
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fueron téxicas para las cepas TA 98 y TA 100 tanto en presen-
cia como en ausencia de fraccién $9, dicha toxicidad desapare
cié en la dilucibén 1:100,

b) Fraccibén alcalina. No se observé ningln efecto.

FILTRO ROCIADOR:

a) Fraccién cida. La muestra concentrada y la dilucién 1:10-
fueron téxicas para la cepa TA 100 en presencia y ausencia --
del sistema de activacién metabdlico.

b) Fraccién alcalina. La muestra concentrada fué téxica para-

la cepa TA 100 en presencia y ausencia de la fraccién S9.

EFLUENTE FINAL:

a) Fraccibn fcida. La muestra concentrada fué mutagénica para
la cepa TA 98 en ausencia de la fraccibn S9, y tuvo efectos -
téxicos para las cepas TA 98 y TA 100 en presencia de la frac
cibn microsomal 9, asimismo fué téxica para la cepa TA 100 -
en ausencia de S9. '

La dilucién 1:10 fué téxica para la ceps TA 100 en presencia-
de S9. ‘

b) Fraccibn alcalina. La muestra concentrada fué mutagénica -
para la cepa TA 98 en ausencia del sistema de activacibén meta
bélica, fué levemente mutagénico en presencia de S9 y mostré-

ser téxica para la cepa TA 100 en presencia y ausencia del --
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sistema de activacién aetabblico.

Dichos efectos desaparecieron al diluir la muestra.

)
{

CISTERNA:

a) Fraccién fcida. La muestra concentrada fué mutagénica para
1a cepa TA 98 en ausencia de la fraccién S9.

b) Fraccibn alcalina. La muestra concentrada y la dilucién --
1510 nostraroﬁ efectos mutag@nicos en.la cepa TA 98 en ausen-

cia del sistema de activacién metabdlico.
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TABLA 6
MUTAGENICIDAD Y TOXICIDAD® DE LAS MUESTRAS DE AGUA COLECTADAS EN DICIEMBRE.

ORGANISHMO INDICADOR
CEPA TA 98 CEPA TA 100
MUESTRA (Conc.,) .
FRACCION ACIDA  FRACCION ALCALINA FRACCION ACIDA FRACCION ALCALIN
s9” s9t  s9- ot R M .
1. INFLUENTE c - T(0.5) M(2.4) - . M(1.75) M(2.8) - -
1:10 - T(0.6) - - - . - -
2. LODOS ACTIVADOS C M(1.9) - T(0.0) T(0.0) . - T(0.0) T(0.0)
1:10 - - . - - . - T(0.3)
3. BIODISCO c T(0.1) TT70.0) .. . T(0.0) T(0.4) - -
1:10 - - - - T(0.2) T(0.2) - -
4, FILTRO ROCIADOR C - - - - . T(0.3) T(0.1) T(0.6) T(0.5)
1:10 - - - . T(0.6) um% - -
1:100 - - - - - T(0.6 - -
S. EFLUENTE c M(1.97) T(0.4) M(1.95) - 8 T(0.3) T(0.6) T(0.4)
6. CISTERNA c M(2.43) - M(4.6) - . - . -

® -Expresada como muerte de las bacterias de las cepas de Salmonella typhimurium

$9 Sistema de transformacibn metablica. '

- Negativo,

T Toxicidad (0.0) Decremento en el nfinero de colonias revertantes con respecto al control.

M Mutagenicidad (2.0) Incremento en el nfimero de colonias revertantes con respecto al control.
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Muestreo nGmero 4 en Dic.Se describen a continua--
cibn los resultados obtenidos en las diferentes muestras. (Fig.
7 y Tabla 7).

INFLUENTE:

a) Fraccién fcida. La muestra concentrada fué téxica para la-
cepa TA 100 en ausencia de S9 y fué levemente mutagénica para
la cepa TA 98 en presencia de la mezcla de activacién metabb-
lica.

b) Fraccién alcalina. La muestra concentrada fué téxica para-
las cepas TA 98 y TA 100 en ausencia de las enzimas metabfli-
cas, dicha toxicidad desaparecié al diluir la muestra, con la
cepa TA 98 en presencia de las enzimas metabllicas mostré una
leve mutagenicidad, lo cual se observSé nuevamente en la dilu-

cibén 1:10 en presencia y ausencia de S9.

LODOS ACTIVADOS:

a) Fraccibén fcida. La muestra concentrada fué mutagénica para
la cepa TA 98. La muyagenicidad desaparecié al diluir la mues
tra y disminuyd al adicionar las enzimas metabblicas.

b) Fraccién alcalina. La muestra concentrada fué téxica para-
la cepa TA 98 y mostrdé una leve mutagenicidad en presencia de
la mezcla de activacibn metabblica S9. La dilucibn 1:10 fué -
mutagénica para la cepa TA 98 en ausencia del sistema de acti

vacién metabblico.
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810018C0:

a) Fraccibn fcida. La muestra concentrada y la dilucibn 1:10
fueron mutagénicas para la cepa TA 98 en presencia de las en
zimas metabblicas. La muestra concentrada fué levemente muta
gbnica para la cepa TA 98 en ausencia de las enzimas netabb -
licas.

b) Fraccibn alcalina. Las diluciones 1:10 y 1:100 fueron le-
vemente nutagénicas para la cepa TA 98 en presencia de las -

enzimas metabblicas.

FILTRO ROCIADOR:
a) Fraccién fcida. La muestra concentrada y la dilucibn 1:10
fueron mutagénicas para la cepa TA 98 en presencia de la frac
cibn §9. La mutagenicidad disminuy$ ligeramente en la dilu--
cifn 1:100. La muestra concentrada mostré una leve mutageni-
cidad para la cepa TA 98 en ausencia de las enzimas metabfli
cas.
b) Fraccibn alcalina. La muestra concentrada fué tbéxica para
las cepas TA 98 y TA 100 en presencia y ausencia de las enzi
mas metabblicas, as{ mismo en la dilucién 1:10 para la cepa-
TA 100.

La dilucibn 1:10 mostré una leve mutagenicidad pa

ra la cepa TA 98 en presencia de las enzimas metabblicas.
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EFLUENTE FINAL:

a) Fraccibn ficida. La muestra concentrada y la dilucibn 1:10
fueron tbéxicas para las cepas TA 98 y TA 100, en presencia y
ausencia delas enzimas metab8licas, dicha toxiéidad desapa-
recié al diluir la muestra.

b) Fraccién alcalina. La muestra concentrada fué téxica para
la cepa TA 100, en presencia y ausencia de S9 y en la cepa -
TA 100, en presencia y ausencia de S9 y en la cepa TA 98 solo
en presencia de S9 hubo toxicidad. La dilucién 1:100 fué té-
xica Gnicamente para la cepa TA 100 en presencia de las enzi
mas metabblicas S9, y la dilucién 1:100 fué levemente mutagé

nica para la cepa TA 98 en ausencia de $§9.

CISTERNA:

a) Fraccibn fcida. La muestra concentrada y la dilucién 1:10
mostraron toxicidad para la cepa TA 98 en presencia del sis-
tema de activacibn metabflico §9. La muestra concentrada fué
téxica para la cepa TA 100 en presencia de S9.

b) Fraccibn alcalina. No se observé ninglin efecto.
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MUTAGENICIDAD Y TOXICIDAD® DE LAS MUESTRAS DEAGUA .COLECTADAS EN ENERO, . .

TABLA 7

ORGANISMO

‘INDICADOR

CEPA TA 98 CEPA TA 100
MUESTRA (Conc.)
. FRACCION ACIDA FRACCION ALCALINA FRACCION ACIDA FRACCION ALCALINAP
- §9°  set 89" so* s~ s9t  s9° sg*
1. INFLUENTE c . - T(0.6) - T(0.6) - T(0.6) -
2, LODOS ACTIVADOS € M(2.8) . 7¢0.6) . . . .
1:10 - - M(2.06) - . - - -
3. BIODISCO ¢ - M(2.04) . . . . . .
1:10 - M(2.03) - . . . . .
4. FILTRO ROCIADOR ¢ - M(2.08) T(0.0) T(0.0) . - T(0.04) T(0.0)
1:10 - M(2.15) B - - - T(0.3) T(0.1)
75. EFLUENTE C T(0.0) T(0.0; - T(0.6) T(0.06) T(0.0) T(0.3) T(0.0)
1:10 T(0.15) T(0.0 - - T(0.6) T(0.6) . T(0.5)
. CISTERNA C - T(0.2) - - T(0.6)
1:10 - T(°o6) = - -

Expresada como muerte de las bacterias de las cepas

Sistema de transformacibén metab8lica.

Negativo.

de Salmonella typhimurium,

Toxicidad (0.0) Decremento en el nGmero de colonias revertantes con respecto al control.

Mutagenicidad (2.0) Incremento en el nlimero de colonias revertantes con respecto al control.
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En res(men, la fraccién fcida presenté mutagenici-
dad en 10 de las pruebas, mientras que la fraccién alcalina- .
en 8 de ellas. La cepa TA 98 permitié detectar mutagenicidad

en 14 .de las pruebas y la TA 100 en 2 ocasiones Ginicamente.

En 9 pruebas la mutagenicidad se manifest6 sin la
participacién del sistema de transformacién metabblica y en

otras 7 se requirf6 de activacibn enzimftica.

No se obtuvo una relacién clara entre la mutagenici

dad y 1la toxicidad.

Las Tablas 5, 6 y 7 muestran la mutagenicidad (I)
y la toxicidad observada en cada sitio de muestreo, la toxi

cidad fué medida cualitativamente.

Se intentS encontrar una correlacién de los resul
tados de 1la nutagenici&ad con los de la quimica analitica.
Primeramente se obtuvo el porcentaje de compuestos orgénicos
que rebasaban los 1fmites permisibles para riego de freas -
verdes para cada sitio de ﬁugstreo, tanto para 1la fraccibn-
fcida como para 1a fraccién alcalina, esta relacibn se en--
cuentra en ias Figuras 8, 9, 10 y 11 y como se puede obser-

var es imposible asegurar la correlacién de esta manera:
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Compuestos orgéinicos que rebasan los lfmites permisibles para riego de
o Sxeas verdes X 100, ' ‘

Compuestos orginicos totales encontrados en la fraccién Scida o aleali
n‘l

4

Posteriormente se determiné el fndice de calidad de

las aguas (ICA), de la siguiente manera:

mg/1 del compuesto orglnico "X" del agua

ICA =

ng/1 del compuesto orghnico de acuerdo con los criterios de calidad
PQB del agua para riego de Sreas verdes ( Tabla 8).

El ICA obtenido para los 6 muestreos se¢ encuentra-
contenido en las Tablas de 1a 9 a la 20 para la fréccibén Acida
como alcalina y como se puede observar no se obtuvo ninguna co

rrelacién clara de esta manera.



% de compuesios que rebason los niveles permisbles
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TABLA 8
CRITERIOS DE CALIDAD PARA RIEGO DE AREAS VERDES.

Clave Compuesto Fbrmula valor de Criterio(mg/l).

EN LA FRACCION ACIDA,
Kitaocompuestos Anomfiticos

124 4 Nitrofenol 0.250
2
125 2,4 Dinitrofenol NOp 14.300

Fenoles
128  Fenol 6 2.560
129 2,4 Dimetilfenol Q,,‘ 0.800
Fenoles Clorados ‘
130 Pentaclorofencl , #’ 0.150
131 p-Cloro-m-cresol : NS
132 % Clorofenol 0.060
183 2,4 Diclorofenod = o 1.5E-4
134  2,4,6 Triclorofenol* a 0.036
EN LA FRACCION ALCALINA, _
Hidrocarburos Alifdticos Nalogenados ¢l g1
78  Hexaclorostano® cl 'l: ‘-cx 0.540
(4 S ) |
a §
79 Hexaclorobutsdieno® ,CeC C=C 0.500
: cl \, el
- ¢l ¢C1
80  Hexaclorociclopentadieno &:‘ 5.28-3
a
Hidrocanbunos Anomiticos Halogenados
82 1,2 Diclorobenceno 5"‘ 0.050

34 1,4 Diclorobenceno 0.050

83 1,3 Diclorobenceno . 6( ¢.050
[}



TABLA 8 (continuacién).

Clave Compuesto Fébrmula Valor de Criterio(mg/1)
Hidrocarburos Aromdticos u#
88  Hexaclorobenceno a ‘ 7.4E-6
8¢ 1,2,4 Triclorobenceno é" a.060
Hidrocarburos Poliaxomdticos
90  Naftaleno® (D 2.000
91 Is#foronn' . %q:: §20.000
92 Fluoreno* GD NS
93  Fluorsntenc* & 3.980
84 Criseno* & NS
55 Pireno* @ NS
96  Penantreno* @ 3. 1E-3
97  Antraceno* < 0P 3.11E-3
98 Benzo(a)antraceno® w 3.11E-3
99 Benzo(k)fluoranteno* @ 3. llE-s.
100 Benzo(b)fluoranteno* & 3.11E-3
101  Benzo(a)pireno® ﬁ 3.11E-3
102 Benzo(g,h,i)perileno* @ 3.11B-3
103 Indeno(1,2,3,c,d)pireno 0% 3.118-3
104 Dibenzo(a,h)antraceno* w 3,113



VABLA 8 (continuacibn),

Clave

Compuesto

Fbrmul a

Valor de Critcrio(ng/?)

105 Acenaftileno*

106

107

110

11

112

113

114

118

116

11?

118

119

120

121

122

127

Acenafteno*

Hidrocarburos Poliaromdticos Halogenados

2 Cloronaftaleno

Esleres Nalogenados

bis 2 Cloroetoximetano®

4 Clorofenilfeniléter®
bis 2(Cloroetil)éter*

4 Bromofenilfenil éter*
bis Z(Conolsopropll)Cter'

Nitaocompuestos Alifdticos
N-Nitroedimetilamina*

N-Ntcrolédi*n-prpéilanlnu'

Httiaconbucatoc Axomticos
Nitrobenceno

2,4 Dinitrotolueno*
2,6 Dinitrotolueno®
Bencidima®

1,2 bifenilhidracina*
N-Nitrosodifenilamina

3,3' Diclorobencidina®

“O~0

Cl-CHz-CHZ-O-CH -CH,-C1

2 2

3.11E-3

3.11E-3

1.600

C1-CH,-CHy-0-CHy-6-CH,y-CH,-C1 D.122

0.546
0.122
0.540

0.122

0,585

0.500

0.280

0.230

0.230

58-3

6.13E-3

0.58S

28-3



TABLA 8

(continuacibn},

- Clave

Compuesto Fé6rmula

Valor de Criteri0(|'/l):

147

148

149

150

151

152

Estered del Acido Fedlico

bis (2 etilhexilftalato)

Di-n-octilftalato AN
ANV
0
Dimetilftalato <
C AN
Dietilftalato o
N
Di-n-butilftalato o \V\
A
N-Butilbencilftalato VaVa

313.000

313.000

313.000

313.000

$13.000

313,000

Asbient Watexr Quality, Mc Xee and ¥Wolf (194))

No sancionado.

8. Rxponencial,
* implica un riesgo de caussr clncer de 1 caso en 100,000.



TABLA
COMPUESTOS ORGANICOS PRESENTES EN BXTRACTOS ACIDOS,

Muestreo: 1
Clave Con puesto INFLUENTE LODOS ACTIVADOS BI0D1SCO FILTRD ROCIADOR BFLUENTE CISTERNA
/1 A ag/l A wmy/t I m/) 1A wg/t A wy/l ICA
Nitaocompuestos Aromdticos
124 4 Nitxofenol 0.0480 0,20 » - 0.0410 0.20 0.0186 .07 0.0680 0.30 0.0530 0.20
12% 2,4 tinitrofencl w0 - | ] - | ] - -] - w - ] -
126 2,6 Dinitro-o-crasol W - » - | - w - w - ND -
Fenoles
128 Panol | ] - ] - w - w - " - w -
129 2,4 Dimetilfancl [ ] - wn - w - [} - ] - ] -
Femoles Clorados .
130 Pentaclorofanol 0.0900 0.40 0.0030 0.60 0.013% 0.08 0.187% 1.08 0.1640 1.00 0.1670 1.10
13 p Clozo-m-cresol 0.0004 s w " w ] » s L] ] » L
132 2 Clorcfencl w - w - w0 - ] - »w - w -
33 2,4 Diclorofencl *0 - | ] - [ - »n - w - ] -
34 2,4,6 Triclorofencl 0.0027 0.08 n - [ - ] - w - %0 -
\ de compuestos que rsbasan B
los l{nites parmieibles. ] ] ] 10 10 10

ICA. Indice de calidad de las aguas.
WO, Mo datectado.
N8, Wo sancionado.



. TABLA 10
COMPUBSTOS ORCANICOS PRESENTES BN EXTRACTOS ACIDOS,

Muestreo: 2
Clave Compuesto INFLUBNTE LODOS ACTIVADOS 310D18CO FILTIO ROCIADOR EPLUENTE CISTERNA
=/l I8 wm/d I =1 - IA my/d ICA wmy/1 ICA mg/l ICA
Nitrocompuestos Aromleicos .
124 4 Niezofenol [ - w - - w - w - » - - -
125 2,4 Dinitrofencl w - w» - w - » - wn - ) -
12¢ 2,6 Dinitro-o~cresol 1.5400 1.20 0,068 0.0 0,093 0.07. 0.0221 0.02 0.0277 0.02 0.02%0 0.02
Fenoles
120 ranol 0.00% 42-3 » - w - ® - » - ) -
129 2,4 Disatilfencl w - » - [ - w - ) - ¥D -
Fenoles CLorados . .
130 Pentaclorofenol 0.0032 0.02 0.0004 53 W - o - w - » -
131 p Cloro-m=crescl o ] » s w0 ] ] ("] w us ) ns
132 2 Clorofenol w - ] - w - w - w - ] -
123 2,4 Diclorofencl w - » - w0 - » - w - [ -
134 2,4,6 Triclorofenol 0.0017 0.03  0.0010 0.0 0.0014 0.0¢ 0,0020 0.0 ) - N -

§ de oompuestos que rebasan :
los 1imites permisidles. ) 10 0 0 0 [ 0

ICA, Indice de calidad de las aguas.
ND, Wo dstaectado.
N8, No sancionado.

E. npwiwlu.



TABLA

11

COMPUBSTOS ORGANICOS PRESENTES EN BXTRACTOS ACIDOS,

Muestreo: '3
Clave Compuesto INPLUENTE LODOS ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADOR BFLUENTE CISTERNA
m/2 ICA wy/) A wmy/d I my/l ICA =g/} ICA wmy/l ICA
Nitrocompukdtos Aromilelcos
124 4 mitzofenol 0.006% 0.03 w - w - | ] - w - WD -
125 2,4 Dinitrofencl ] - L] - » - | ] - ] - ) .-
126 2,6 Dinitro-o-crescl 0.3030 0.20 [ ] - » - » - 0.0084 4-3 0.003% -3
Fowles
128 Penol w - ] - L J - L ] - ] - ND -
129 2,4 Dimatilfencl ] - W - » - .o - [ ] - ND -
Femoles Clonados
130 Pentaclorofencl 0.3723 2.% ] - w - . 0448 0,30 0.1800 1.20 0.2060 1.40
131 p Cloro-m~gresol 0.0018 ns "0 us 0.0030 " w us w NS L] NS
132 2 Clorofenol w - » - L ] - w - » - ND -
133 2,4 Diclorofensl 0.0038 25.30 1] - 0.0030 20.00 4] - 0.0015 10,00 ND -
134 2,4,6 Triclozofenol L4 - w - w - L - L - ND -
§ de compusatol gue rebasan
los 1nites perainibles. 20 - 10 - 20 10

ICA. Indice de calidad de las aguas.
ND. No detectado.

N8, Mo sancionado.

E. Exponencial.



TABLA

12

COMPUBSTOS ORGANICOS PRESENTES EN EXTRACTOS ACIDOS.

Muestreo: 4 _
Clave Compuesto INPLUENTE - LODOS ACTIVADOS BI1ODISCO FILTRO ROCYTADOR BFLUBNTE CISTERNA
: m A wmy/) 1A wg/d 1A my/2 1A =g/ A =my/) ICA
Nitrocompieatos Aromiticos
124 4 #itrofencl 0.4293 1.80 w - 0.014 0.05 0.0193 0.03 0,0038 0.30 0.0283 0.10
125 2,4 Dinitzofencl ] - »n - ] - ] - 0 - WD -
126 2,6 Dinitro~o-cresol 0.0%42 0.04 L - 0.0297 0.2 " - 0.042) 0.03 0.0326 0.02
Fencles
128 Famol 0.023¢ -3 W - w - ] - o - ) -
129 2,4 Dimetiliencl 0.0014 wn-3 | ] - 0.001¢ a8-) ] - w0 - ND -
Fenolea Clorados
130 Pantaclorofenol 0.2003 1.20 w - 0,1694 1.10 ] - 0.1%02 1.00 0.1460 1.00
131 p Cloro=m-crasol 0.00308 " [ ] ns ] " wn s w ns ] | ]
132 2 Clorofenol o - » - w - w - w - ND -
132 2,4 diclorofancl 0.0183 122.00 ] - 0.0038 23,00 0.0108 72,00 0.0008 $9.00 0.0049 .00
14 2,4,6 Triclorofenol 0.,002% 0.07 W - | ] - 0.0022 0.06 0.0020 0.08 0.0017 0.08
4 ds compuestos que rabassn
1os 1imites permisiblea. 10 - 0 10 10 10

ICA. Indios de calidad de las aquas.

ND. Mo detectado.
Ng. Mo mancionado.

8. Bwponencial.



TABLA 13
COMPUESTOS ORGANICOS PRESENTES EN EXTRACTOS ACIDOS.
Muestreo: 5
Clave Compues to INFLUENTE LODOS ACTIVADOS BlODISCO FILTRO ROCIADOR EFLUBNTE CISTERNA
/1 ICA mg/l A wg/) ICA wg/) ICA wm/2 1A w1 ICA
Nitrocompuestos Aromiticos
124 & Mitrofenol » - wo - ] - ND - N - N -
125 2,4 Dinitrofenol L] - ] - w - | ] - w - D -
126 2,8 Dinitro-o-crescl 0.2577 0.20 w - " - ] - ] - /] -
Femoled
128 renol n - w - 0 - w - » - No -
129 2,4 Disatilfenol - 0.0019 2%-3  0,0010 -3 [ ) - w - 0,0010 12-3 ND -
Fenotes Clorados
130 Pantaclorofencl ] - " - ] - ] - 1) - ND -
m p Cloro-m-crescl ] "8 w ns w s ND N [ ] s NO NS
132 2 Clorofenol w - [ ] - » - ND - » - ND -
133 2,4 Diclorofencl 0.065¢ 437.00 0.0018 12.00 w - 0.0018 10,00 0.0021 14,00 0.0012 8.00
134 2,4,6 Triclorofencl 0.0142 0.40 0.0016 0.04 0.0069 0.30  ND - 0.0030 Q.08 0,0019 0.05
N de compusstos que rebasan ‘
los i{mites permisibles. 10 10 - 10 10 10

ICA. Indice de calidad de las aquas.

ND, %o detactado,
N8. No sancionado.
E. Sxponencial.



TABLA
COMPUESTOS ORGANICOS PRESENTES EN EXTRACTOS ACIDOS.

14

Muestreo: 6 .
Clave Compuesto INFLUENTE LODOS ACTIVADOS BI0D1SCO FILTRO ROCIADOR BFLUBNTE CISTERNA
g/l A wmy/} IA wmg/t 1A =g/ i w/l A mg/l 1CA
Nitrocompuestos Aomdticos
124 4 Mitrofencl up - ] - w0 - » - w - [ -
128 1,4 Dinitrofencl »w - w - w0 - ] - [ ] - | '] -
126 2,6 Dinitro-o-cresol 1.1930 0.90 L - 0.7¢% 0.60 1.1070 0.80 0.0008 0.60 0.7917 0.60
Fenoles
128 Penol 0.0081 ®-) 0.002% 18-} 0.0026 183 0.0013 42-3 0,0084 awm-3 0.0028 1z-3
129 1,4 Dimstilfencl 0.0140 0.02 0.0034 -1 0.0049 63-3 0.0063% k=1 0.0090 0.01 0.0013 8-3.
Fenolea Clonados
130 Pentaclorotencl 0.0047 0.0 wn - 0 - 0.0032 © 0,02 ] - ND -
131 p Cloro-m-~cresol 0.0070 ns [ ] " w s » s 0.0030 us 0.0024 ns
132 2 Clorofencl 0,058 .60 0.00%3 0,08 0.0021 0.08 0.0027 0,05 0.0366 0.60 D -
133 2,4 Diclorofencl 0.0098 65.00 0.003% 2).00 0.0040 2.00 0.0070 $2.00 0.0042 20,00 0.0035 23.00
14 2,4,8 Triclorofencl 0.0038 0.20 0.0033 0.09 0.00M 0.10 0.0048 0.10 0.00M 0.09 10,0024 0.08
A da compuestos que rebasan
los 1imites persdsibles. 10 10 10 10 10 10

ICA. Indioce de calidad de las aguas.
MD, No detectado. -
NS, No sancionado.

. Exponencial.



COMPUBSTOS ORGANICOS PRESENTES EN EXTRACTOS ALCALINOS.

TABLA

15

Muestreo: 1 .
Clave Compues to INFLUENTE L0OD0S ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADOR BPLUBNTB
![l ICA -ﬂ p{~} ’tl ICA ![l XA wmy/1 1CA
* Hidnocarburos ALigdticos Halogemsdos ' ‘
70 Mexacloroatanoc 0.0816 0,10 w - 0.0014 3W=3 0.000) n-3 " -
79  Hexaclorobutadisno w - w - ] - [ ) - [ ] -
80 Hexaclorociclopentadieno 0.01%0 2.90 w - 0.00862 1.20 0,0092 1.00 w0 -
Hidrocarburos Avomilticos nau.uuu .
82 1,2 Diclorocbencenc - w - » - ] - wn -
83 1,3 Diclorobenosno n - w - wn - w - ] -
84 1,4 Diclorcbenceno ] - w - » - » - ] -
Nidrocarburos Avomilticos
08  Hemaclorobenceno n - w . o - ] - w -
89 1,2,4 Triclorobsnoeno 0.0077 1.640 0.0010 0.03 4.483 74 0.0017 0.03 »w -
Hidrocarburos Polianomiticos
90 Naftaleno 0.0977 0.03 0.0018 98-4 0.0044 2%-3. 0.0017 B-4 ] -
91 Isoforona - 0.4030 %<4 0,360 74 0.3420 -4 0.3080 -4 0.049%0 98-5
92  Fluoreno 0.0014 N 0.0 »u 0.087M ¥ 0.0683 w8 0.0173 Ns
93  Pluorantsno 0.0694 0.02 0.0108 23 0.0200 45-3 0.0280 7=-3 ] -
94 Criseno 0.1349 » 0,0487 us 0.0407 » Q.09 |} 0.0426 s
95 Pireno 0.0370 N 0.021 [} 0.0103 ] 0.0179 ns s
96  Fenantreno 0.3523 - 113.00 0.3020 97.00 0.218% 102,00 0.3473 . 112,00 0.0987 32.00.
97  Antraceno 0.09¢4 31.00 0.0712 23,00 0.0084 . 0.0611 20.00 0.0190 6.00
98  Benso(a)antracsno 0.0501 16.00 0.0010 0.60 ] - ] - | ] -
99 Bdenso(k)fluorantenc 0.0020 0.60 ] - 0.0017 0,50 0.0014 0.50 0.0018 0.60
100 benso(b)fluozantenc 0.0020 0.60 w - 0.0017 0.5 0.0014 0.%0 0.0018 0.60
101  pensofalpirenc 1.9900 $14.00 w - 0.1033 33.00 ] - w0 -
102 Benzo(g,h,i)perilenc 0.27%¢ 0.00 0.227 76.00 0.2018 65.00 0.1%6 50.00 ND -
103 Indeno(},2,3,c,d4)pirenc w - ] - w - w - w -
104 Dibenzo(a,h)antracenc 0.5674 182.00 m - 0.226% 7,00 0.0019 26.00 W -
105 Acenaftileno » - o - » - » - D -
106 Acenafteno 0.0382 12.00 0.0212 7.00 0.0237 8.00 0.022% 10.00 0.0010 0.40
Hidrocarburos Poliaromiticos ndquudu
107 2 Cloronaftaleno - » - » - ] - w -

CISTERNA
1

1CA




TABLA 15 (continuacién)

Clave Compuesto INFLUBNTE L0008 ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCJADOR EFLUENTE CISTERNA
/1 I my/l 1A my/d (- ny/2 1A my/l A my/} TCA
Esteres Walopenados
110 bis 2 Cloroetoximstanc 0.0230 0.20 0.003 0.0 » - 0.0140 0.10 w0 - ] -
111 4 Clorofenilfenil Gtex n - w - w - w - ] - ] -
112 bls 2(Cloroetil)bter 0.081¢ 0.40 w - 0.0014 0.01 0.001) 0.0 | ] - w"w -
113 4 dxomofenilfenil ftex - 0.1692 0.0 0.1400 0.30 0.100 0.0 0.1460 0.30 0.0119 0.02 0.0)00 0.05
114 bis 2(Cloroiscpropil)fter 0.0033 0.70 0,034 0.30 0.045¢° 0.40 w - 0.0009 0.07 0.0140 0.10
Nithocompueatos ALi{deicos
115 N-Nitrosdimstilamine n - wn - ] w0 - »n - ND -
116 NeNitrosodi=n-propilamins 0.1073 0.40 0.0000 0.02 ] 0.0041 [ [ 2 ] ] - L] -
Nitrocompueatos Aromdticos
17 Nitrobenoceno 0.0977 0.30 0.0020 62-3 0.0044 0.02 0.0017 (120 ] 0 - ] -
118 2,4 Dinitrotolueno 0.3323 1.30 0.3020 1.30 0.313%8 1.0 0.3475 1.50 0.0087 0.40 0.0038 0.40
19 2,6 Dinitrotolusno 0.1481 0.60 0.0310 0.20 0.08% 0.30 0.0%30 0.40 0.011¢ 0.08 0.0152 0.06
120 Bancidina ] - » - ] - w - o - D -
121 1,2 Difenilhidracim » - w» - " - wd - w - [ ] -
122 N-Nitzosodifenilamina »n - i ] - ] - wo - w - ] -
127 3,3'Diclorcbeancidine [ ] - w - | ] - ] - ] - L -
Estenes del Acido FLélico
147 bis (2 etilhaxilfeslato) 0.0801 B4 0.0018 -4 ] - W - w - ¥ -
140 Di-n~octilftalato 0.2919 -4 0.0110 4@2-5  0.3317 18-) 0.0344 an-4 w - 0.0124 48=5
149 Dimstilftalato 0.23%0 m~4 0,0670 a5-4 0.1320 a4 0.14%0 54 0.0127 4E-3 0.0200 [ ]
150 Dietilftalato 0.0964 IN=¢ 0.0M12 ax-4 0.0084 $E-4 0.061 a4 0.0190 6E=5 0.0292 95-3
151 Di-n-Butilftalato 0.08%4 k-4 0.0186 6-3 0.02¢9 ®’-$ 0.0200 -3 w0 - » -
152 Putilbencilftalato » - w0 - » - w - N - w -
§ ds canpuestos que rebasin
108 1imites parsisibles. 1.7 10.0 19.¢6 18.2 4.3 4.3

ICA. Indice de calidad de las agquss.

ND. Mo detectado.
NS, No sancionado.
£. Bxponenoial.



TABLA 16
COMPUBSTOS ORGANICOS PRESENTES EN EXTRACTOS ALCALINOS.

Muestreo: 2
ClaveCompuesto INFLUENTE LODOS ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCTADOR EFLUENTBE CISTERNA
=g/l ICA  mg/l - ICA =g/l ICA my/d A m/1 IcA  mg/l ICA
Hidrocmabunos ALifdticos Halogenados ‘
78 Hexaclorostano 0.0346 0.10 w - 0.002% 18-3 ] - 0.001¢ k-3 0.011% 0.02
79 . Hexasclorobutadieno w - w - w0 - wm - ] - ND -
80 ' Haxaclorociclopentadieno ] - ] - ] - ] - ] - D -
Hidrocarburos Aomiticos Halogemados
82 1,2 diclorobencenc 0.0168 0.30 no w - 1] - ] - ND -
83 1,3 piclozobencenc w T L - w - ® - w - ND -
84 1,4 Diclorobenceno 0.0020 0.04 M ] - 1] - XD - RD -
Hidrocanburod Avomiticos
88  Haxaclorobenosno m - w - w - | - ] - ND
89 1,2,4 Triclorobenceno 0.0317 0.40 - W - w - [ 1] - ND
Hidrocarbunos Poliaromiticos
90 Naftaleno 0.0217 0.01 m - [ - [ J - [ ] - ND -
91  Iscforona 0.0100 n-3 w - 0.0159 18-5 w - 0.0029 [ 0.0015 IE-6
92 - rlvoreno 0.0085 ns » ns [ us n " W ns N NS
93  Flucranteno 0.0422 0.01 [ ] - 0.0012 B4 w - ] - ND -
94 Criseno 0.0387 us ] » 0.03207 " ) L} w0 s ] N8
95 Pireno 0.0257 ns 0.0031 ne w |} o us 0.0034 NS 0.0026 NS
96 Penantrenc 0.0886 20.00 | ] - wo ¢ - n - ] - D -
97  Antracenc D - w - W - w - w - ND -
98 Benzo(a)antzacenc 0.,032320 7.00 w - 0.0030 1.00 0.0030 1.20 L) - ND -
99 penso(k)}fluorantenc 0.0%08 16.00 n - 0.002) 0.70 n - ] - ND -
100 Benso(b)fluorantenc 0.0508 X ) ) - 0.002% 0.70 w - (] - ND -
101 Benso{a)pizrenc 0.6207 200,00 0.0029 0.90 0.0087 1.80 0.00%) 1.70  0.0021 0.60 0.0037 1.20
102 Banzo(g,h,i)perilenc 0.1010 32,00 " - ] - [ ] - | ) - ND -
103 Indenoll,2,3,c,d)pirenc ] - w - w - w - - ND - ND -
104 Dibenso(a,h)antracenc 0.0830 20,00 w - 0.00%) 1.70 w0 - ND - ND -
105 Acenaftileno w - w - [ - ] - ] - ND -
106 Acemafteno w - w - w - ND - [} - ND -

Hidrocanburos Poliaromiticos Mogud«
107 2 Cloronaftaleno -




TABLA 16 (continuacién).

Clave Compuesto INFLUENTE LOD0S ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADOR BFLUENTE CISTBRNA
/1 ICA g/l ICA /1 ICA ng/l ICA n/1 ICA g/l ICA
Esteres Halogenados
110 bis 2 Clorostoximetanc o - w - ] - [ - [ ] - ND -
111 4 Clorofenilfenil Ster L ] - WD - ] - w - w - ND -
112  bis 2({Cloroisopropil)éter 0.0546 0.40 ND - w - w - 0.0016 0.01 0.0115 0.09
113 4 Dromofenilfenil Ster 0.0214 0.04 L] - ] - . m - wn - ND -
114 bis 2(Cloroisopropil)éter 00,0952 0.80 0.0023 0.02 0.0331 0.30 0.0488 0.40 w 0.0282 0.20
Nitrocompuestos AL (dticos
115 N-Nitroedimetilamina w - ] - » - w0 - ] D -
116  N-Nitrosodi-n-propilamina -] - ] - ] - n [ ] - [ )
Nitrocompuestos Momiticos
117  Nitrobenceno 0.0217 0.00 ] - [ - | ] - w - ] -
118 2,4 Dinitrotoluenc 0.0086 0.40 w - ] - [ ] - w - L -
119 2,6 dDinitrotolusno 0.0787 0.0 » - [ ] - [ - n - [ 1] -
120 Ddencidina ] - ] - ND - ) - » - L] -
121 1,2 Pifenilhidracina [ ] - L] - w0 - ] - " - ND -
122  N-Mitrosodifenilamina ] - ] - »n - ] - w - ND -
127 3,3 Diclorobencidina [ ] - ND - ] - ND - [ ] - ND -
Esteres del Acido Fedlico
147 Dbis (2 etilhexilftalato) 0.0220 -5 | - 0.0030 9%-4 0.00)8 1B-3 L - [} -
148 Di-n-octilfealato 0.1301 48-4 0,0149 58-5  0.0)07 13-4 0.0434 13-4 0.01601 52-5 0.0186 6B=5
149 Dimetilftalato 0.0210 72-5 0.0140 $8-3 w - | ) - 0.0170 SE-5 0.01352 B35
150 Dietilftalato ] - | ] - ] - [ - w - [ ] -
151 Di-n-butilftalato 0.0422 18-4 [ - 0.0012 412-4 | ] - » - ] -
152 putilbencilftalato ] - w - [ - D - ] - WD -
§ de CORPUASEOS qua rebasan
los 1inites permisibles. 15.2 0.0 4.3 4.3 0.0 2.2

ICA. Indice da calidad de las aguas.

ND. Mo datectado,
NS. Mo sancionado.
B, Exponencial.



COMPUBSTOS ORGANICOS PRESENTES EN EXTRACTOS ALCALINOS.

TABLA

17

Muestreo: 3
Clave Compuesto INFLUENTE LODOS ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADOR BFLUENTE CISTERNA
g/l ICA  mg/l A =g/l 1A wmy/l ICA  wmg/d 1A my/l ICA
Hidrocanburos Alifdticos Halogenados
70  Hexaclorostano 0.0864 0.20 w - w0 - ] - ] - ND -
79 Hexaclorobutadieno n - W - ND - uo - »w - [} -
80 Hexaclorociclopentadieno 0.0400 .00 ] - ] - 0.0027 0.5 »w - | [/] -
Hidrocarburos Axomdticos nau.wdu
82 1,2 piclorobencenc - Wo - ] - w0 - ] - ND -
83 1,3 Diclorobsnceno 0. 012! 0.30 ND - 0.0040 0.10 0.0041 0.02 . 0,0081 0.10 0.0041 0.08
84 1,4 Diclorobencenc 0.0004 0.20 ] - "w - 0.0038 0.00 0.0055 0.10 0.0040 0,00
Hidnocanburos Axomdticos
88 Haxaclorobsnoeno 0.0048  649.00 0.0320 4 3 0.01700 ) ] - ] - ND -
89 1,2,4 Triclorobenceno 0.0045 0.00 w0 - w - ] - W - ND -
Hidnocarbunos Poliaromdticos
90 Kaftaleno 0,0048 8-3 w - /] - ND - ] - D
91 Isoforona 0.2072 43-4 ] - ww - ] - ) - ;] -
92 Pluoreno 0.0130 s 0.0078 ns 0.00%1 N8 0.0002 %8s 0,008 N8 0.0046 NS
93 Fluoranteno 0.0029 18-4 » - w - 0.011 z-3 "o - 1] -
94 Crisenc 0.1510 ] [ ] s w ns " ns w0 NS N N8
9% Plreno 0.0140 ns 0.0110 ws 0.00%8 ns 0.0100 ns 0.0110 ns 0.0093 NS
96 Penantreno 0.0030 27.00 | ] - " e [ ] - 0.0740 24.00 0,030 11,00
97  Antraceno 0.0110 3.% ] - 0.0100 3.20 0.008) 2.00 0.0030 1,00 0,003 1,00
98  Benzo(a)antracenc 0.0440 14,00 0.0018 0.50 0.00% 1.80 | )] -  0.00%8 1.90 0.0043 1.40
99  Benzo(k)fluoranteno 0.1900 61,00 ] - w - " - ND - ND -
100  Banzo({b)flucoranteno 0.1900 61.00 w - L] - ] - -ND - ND -
101  Benzo(a)pirxeno . 0.0210 6.60 0.0160 3.10 0.0200 6.40 0.0110 4.20 0.0120 4,10 0.0120 3.80
102 Benso{g,h,1i)perilenc 0.01% 4,00 N> - 0.0100 3.20 0.0087 2,80 0,0100 3.20 0.0110 3,50
103  Indeno(l,2,3,c,d)pirenc "] - wn - w - MD - ND - ND -
104 Dibenzo(a,h)antgaceno 0.11%0 3,70 » - L] - ND - 0.0130 4,20 0.0110 3.50
105 Acenaftileno w0 - w0 - np - " - ] - ND -
106 Acsnatteno 0.1398 44.00 w0 - ] - 0.0019 0.60 1] - N -
Hidrocarburos PouMeoo nuogmdu
107 2 Cloromaftaleno - w0 - w - o] - ND - ND -




TABLA 17 (continunci{sn)

Clave Compuesto INFLUENTE LODOS ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADOR EFLUENTE CISTERNA
/1 ICA  wg/l ICA wm/1 ICA wmy/) I wmy/d A wmy/l 1CA
Esteres Halogemados
110  bis 2 Cloroetoximetano 0.9206 7.60 N - ] - ) - ) - ND -
111 4 Clorofeniifenil $ter 0.0036 m=-3 ] - L] - D - " - ] -
112 bis 2(Clorocetil)éter 0.0064 0.70 1] - ] - D - D - ] -
113 4 Prosofeni) Star ] - w - w - w - ) - o -
114  bis 2(Cloroisopropil)fter 0.0573 0.10 W - 0,005 0.30 0,0473 0.40 » - ND -
Nitrocompuestos Alifdticos ,
115 M-Nitroedimetilamina D - w0 - ] - »o - D - ) -
116  N=Nitrosodi=n~propilamina 0.0091 0.02 w -  0.0023 483  0.0017 3g-3 ) - w -
Nitrocompuestos Aromdticos
117  Witrobenceno 0.0048 0.02 ] - »0 - ] - wo - N -
118 2,4 Dinitrotolusno 0.0030 0.40 L] - w - w - 0,070 0.30 0.0340 0.10
119 2,6 Dinitrotolueno 0.0050 0.02 0.0018 7%=-3 0.0032 0.02 0.0029 0.01 0,002 0.02 0.0039 0.02
120 Bencidina wo - w - w - wn - [ ] - ] -
121 1,2 Difenilhidracina 1] - ] - » - ] - w - [ ) -
122  N-Nitrosodifenilamina ND - " - [ ) - D - » - » -
127 3,3' biclorobencidina ) - N - D - w - "o - ND -
Eatered del Acide Fedlico
147 - bis (2 etilhexilftalato) - 0,0440 1E-4  0.0018 SE-8  0.0056 -3 » =  0,00%8 285  0.004) 12-5
148  Di-n-octilftalato 0.68%0 k-3 w - » - w - > - ] -
149 Dimetilftalato 0.0300 1B-4 N - 0.008% ie-8 o - (] - ND -
150  Dietilftalato 0.0110 4R-3 ND - 0.0100 -8  0.008) .-5 0.0030 18-85  0.0033 128
151 Di-n-Butilftalato 0.0029 9E-6 N - w - 0,001 42~ [ -] - » -
152 putilbencilftalato W - ) - ) - L] - w0 - (] -
§ de compuestos que rebasan
los 1imites permisibles. 26.7 4.3 10.0 6.5 10.8 10.8

ICA. Indice de calidad de las aguas.
ND. No detsctado.

NB. ¥o sancionado.

NE. Anflisis no efectuado.

E. Exponiencial.



COMPUESTOS ORGANICOS PIB}ENTBS EN _EXTRACTOS ALCALINOS.

TABLA

18

Muestreo: 4
Clave Compuesto INFLUENTE ums ACTTVADOS BIODISCO mm ROCIADOR EFLUEBNTE CISTERNA
/1 ICA ICA /1l I m/) - ICA  wg/d A wg/L ICA
Hidrocarbunos ALifdticos nal.ogmdu
8 Hexaclorostano - [ J - w - L] - ] - ND -
79  Hexaclorcbutadieno - ” - © - w - ] - ] -
80  Hexaclorociclopentadieno 0.0057 1,00 0.0433 8,70 | ] - wm - »n - w -
Hidrocarburos Axomiiticos Halegemados
a2 1,2 Diclorabsnosno ) 0.0088 Q.10 w - 0.0043 0.0% 0.0021 0.04 0,0080 0.10 10,0010 Q.02
83 1,3 Diclorobenceno 0.0032 0.06 0.0016 0.03 » - 0.0011 0.02 0.0013 0.03 ND -
84 1,4 Diclorabancenc w - »n - ] - w - ] - ND -
Hidrocarburos Aromdticos ‘
a8 Hexaclorocbencenc 0.0300 42 0.,0210 k! &) n - L] - ] - ND -
89 1,2,4 Triclorcbenceno 0.028) 0.40 u - 0.0043 0.07 » - L] - ND -
Hidrocarburos Poliaromiticos
90  Maftaleno 0,026 0.01 w - 0.0003 23-3 L] - » - ) -
91 Isoforona 0.0787 ag-3 0.0027 B 0.0034 -6 0.0028 58 0.0077 1B-5 0,0096 2R-5
92 Pluozeno w0 s » us » " L] L » "s w s
93 - RNuorantenc 0.001¢ 58-3 » - w - w - » - w -
9 Crisenc 0.19%4 ns [ ] us  0.1090 us 0.0720 | n ns w ng
95 Pireno 0.0041 ns 0.0038 "s 0.0019 " » [ ”w ns w N§
96  Fenantreno ] - ] - n - w - » - ND -
97  Atraceno 0.0010 0.30 »n - ND - w LI ] - ] -
98 Banzo{a)antraceno 0.0810 16,00 w - 0.0472 15.00 0.0374 12,00 0.0043 1.40 0,0069 2.20
99 Benso (k) fluorantene 0.1090 €1.00 » - 0.01718 8.90 0,016 4.70 w0 - ND -
100 Senzo{b) fluorantenc 0.1850 61,00 w - 0.0278 8,90 0,046 4.70 N - ND -
101 Bensol(a)pirem 0.1540  43.00 ) - w» - » - ) - ¥ -
102 menso(g,h,i)perileno ND - » - ] - ® - ] - ND -
103 Indena(l,2,3,c,4)pirenc o - n - n - N - L)) - ND -
104 . Dibenso(a,h)antraceno " - o - w»w - o - [ ] - ND -
105  Acenaftileno . L - w0 - w - w - L ud - w0 -
106 Acsnafteno 0,0008 2.%0 0.0023 0.7 0.0017 0.5 w0 - L - ND -
Hidrocarburos Polisromiticos m«m; .
107 2 Cloronaftaleno - - " - w - ] - ND -




_TABLA 18 (continuacién)

Clave Compuesto INFLUENTE LODOS ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADOR BFLUBNTE CISTERNA
g/l ICA /) ICA wmy/) A m/) ICcA my/t A my/i ICA

Esteres Hatogemados ‘

110 bis 2 Clorostoximstano 0.2497 2.00 w - 0.0022 0,02 ] - 0.0028 0.02 0.0119 0.10

11 4 Clorofenilfenil $ter L] - L] - w - ] - W - ] -

112 bis 2{Cloxoatil)éter ] - D - [ ] - ] - ] - MD -

113 4 Bromofenilfenil Ster w - w0 - w - ] - n - L] -

114 bis 2(cloroisopropil)bter 0.0363 0.30 0.0013 0.01 0.0307 0,30 0.01% 0.20 0.0140 0.10 o..ms 0.20
Nitrocompuestos ALifdticos .

115 NeN{trosdimetilanina w - w0 - w - ] - ] - N -

116 Nelitrosodi=n-propilaaina 0.0171 0.0 o - w - ] - 0.0107 0.02 0.0160 0.03
Nithocompuestos AMomiticod '

. 117 Nitrobenceno 0.0383 0.09 w - 0.0043 0.02 o - w - N -
118 2.4 Dinitrotolueno | -} - | - ] - ] - w0 - ND -
119 2,6 Dinitrotolusno w - " - .} - (] - ] - ww -
120 Bencidina ] - w0 - ] - [ ] - ) - ND -
121 1,2 Difenilhidracina ] - ] - ND - ] - w - ] -
122 N=Nitrosodifenilamina w - W - ] - ] - ] - ] -
127 3,3 Diclorobencidina w - o - ] - ] - ND - L -

tateres del Acido Fedlico
147 bis (2 etilhexilftalato) 0.0310 aB-4 w - 0.0470 8-4 0.0324 12-4 0.0084 12-3  0.0089 n-3
148 Di-n-octilfealato 0.1789 68=4 0.1000 -4 0.0570 25-4 0.081) -4 [ ] - ] -
149 Dimstilftalate 0.0091 33-5  0.0042 18-3 C ] - o - w - w -
150 Distilftalato 0.0020 mn-6 w - ) - ] - » - ] -
151 Di-n-Butilftalato w - w - ® - ¥ - w - w -
152 Butilbencilftalato 0.2)92 ex-4 0.1078 -4 0.0020 -4 0.0433 1B-4 ND - w -

4 és compuestos que rebasan

108 1inites permisibles. 15.2 4.) 8.8 6.3 2.2 a.2

ICA. Indice de calidad de las aquas.
ND. Mo detectado.

NS. ¥o sancionsdo.

B. Bxponencial,



TABLA

19

CONPUESTOS ORGANICOS PRESENTES EN BXTRACTOS ALCALINOS.

Muestreo: §
Clave Compues to INFLUBNTE LODOS ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCTADOR BFLUENTE CISTERNA
w/1 A mg/d A w/l 1A wm/} A wn/l 1A my/1 ICA
Hidrocariunos ALé(hticos Halogensdos
78 Hexacloroetano 0.0710 0.10 " - 0.007% k-3 | ] - w - ] -
79  Hemaclorobutadisno ] - | ] - w - » - w - ] -
80  Hexaclorociclopentadieno w - w - » - ] - L} - ND -
Hidrocarburos Aromiiticos Halogenados X
82 1,2 Diclorobanceno 0.0037 0.07 0.0028 0.08 " - ] - 0.0010 0.02 ND -
83 1,3 Diclorobencenc ] - n - w - L - w - ND -
84 1,4 Diclorobsnceno w - ] - ] - ] - L] - ND -
Hidrocarburos Aromidticos
-] Hexaclorobanceno Q.0140 a®I 0.0000 1% 3 w - "0 - ] - ND -
a3 1,2,4 Triclorobanceno 0.0082 0.10 0.0010 0.02 0.0011 0.02 0.0038 0.06 o - ] -
Hidrocarburos Polioromiticod
90 Waftaleno 0.0002 42-3  0.0010 g4 0.0011 €~4 0,003 a8-3 " - n
9N Isoforona 0.0012 -8 w - 0.0032 an-¢ 0.0060 18-S 0.0023 58-6 [ ] -
92 Fluoreno 0.0097 s 0.0051 ns [ » 0.0074 us w N8 ] NS
91  Fluorantano » - ] - » - ] - w - ] -
9% criseno 0.021¢ ns 0.0070 " » " 0.002¢ us » L] (o] NS
98 Pizeno 0.0003 ] w " » " | us w s ND NS
96  Penantreno 0.0083 2.7 » - w» .- ] - w - MD -
9 Antraceno 0.0029 0.90 w - w - ] - W - ] -
98 Sensola)antraceno 0.0167 5.40  0.0023 0.80 0.0104 3.30 0,0087 2.0 0.0029 0.90 0.0072 2.30
93  Benzo(k)fluorantsno 0.0011° 0.40 0.0051 1.60 w - " - L] - o -
100 Benzo {b) fluorantenc 0.0011 0.40 0.0051 1.60 L J - (] - o - ND -
101 Benzo{a)pirenc 0.044% 14.00 o0.017 $.60 0.0183 S.20 | -2 - wn - 0.0407 13,00
102 Bengo(g,h,1)perilenc 0.008? 1.80 0.0020 Q.60 » - ] - ] - ND -
10} Indano(l,2,3,c,d)pirenc » - L] - ] - | ] - L] - KD -
104 Dibango(a,h)antraceno 0.02%7 $.30 [ - 0.0082 2.60 0.0106 3.40 ] - ND -
108 Acenaftileno w - »w - o - ] - » - ] -
106 Acanaftsno . ] - w0 - ] - w - ] - ND -
Hidrocarturos Policxomiticos Monuudot
107 2 clom!ulono - 0 » - ] - wn - ] -




TABLA 19 (continuacibn)

Clave Compuesto INFLUENTE LOD0S ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADOR EFLUENTE CISTERNA
=/l ICA w/l ICA L TH ICA /1 ICA g/} ICA g/t ICA
Eateres halogenados ‘ '
110 bis 2 Cloroatoximetano 0.0242 0.20 ] - 0.0013 0,00 0.0010 -3 0.0019 0.02 0.0011 98-3
111 4 Clorofenilfenil Ster 0.03% 0.07 0.0389 0.07 ] - w - ] - 1] -
112 bis 2(Cloxoetil)fter 0.0%10 0.60 ND - 0,0017 0.0 w - L - »o -
123 4 Bromofenil Ster ND - WD - ] - w - L] - ] -
114 bis 2(Clovoisopropil)bter 0.0805 0.70 ] - w0 - o - w - ND -
Nitrocompuestos ALL{ALLcos
115 N-Nitroadimetilamina ] - ND ~ ww - w» - ND - ND -
116 N-Nitrosodi-n-propilasina 0.0476 0.10 ND - W - 0.0334 0.07 0.030 0.08 o] -
Nitaocompuestos Aomiticos
117 Nitrobanceno 0.0081 0.0 0.0010 48-3 0,001} 4e-3  0,0033 0.01 ND - N0 -
118 2,4 dinitrotolueno 0.008% 0.04 ¥ - wo - ] - ] - L] -
-119 2,6 bDinitrotoluano 0.0310 0.10 0,012 a.08 w - ] - 0.0160 0.07 0.0266 0.10
110 Pencidina w - WD - ww - w - ] - ND -
121 1,2 Difenilhidracina ND - ¥ - ND - » - N0 - ] -
122 N-Nitrosodi fenilanina ND - ND - ] - ) - "o - N .
17 3,3 Diclorobencidina ND - ww - ND - L, - ] - D -
Estores del Acido Ftdlico
47 bis (2 etilhexilftalato) 0.0167 §E-5 0,002% GE-6 0.0104 x-s 0.0067 -5 0.0020 9x-6 0.0072 pi L1
148 Di-n-octilftalato 0.0747 z-4 0,025 ag-s N - ] - »w - D -
149 Dimstilftalate G.011) -6 0,0019 6R-6 0,002 -4 »n - 0.0024 "®w-6 0.001% 58-6
150 Distilftalato 0.0029 9B~6 " - ND - " - | ] ’ - NO -
151 Pi-n=Butilftalate 0,1666 55-4 0,327 4a@-4 0.117 4E-4 no - 0.1543 S5-4 0.1164 4B~
152 sutilbencilftalato 0.0272 9%-3 w - ND - | ] - " - 0 -
A\ de compuestos que xrabasan : .
1os 1nitas pernisibles 1.0 8.7 6.5 4.3 0.0 4.)

ICA. Indice de calidad ds las aguas.

HD. Mo dstectado.
N8. Mo sancionado.
E. Bxponencisl.
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TABLA
COMPUESTOS ORGANICOS PRESENTES BN EXTRACTOS ALCALINOS.

20

Clave Compuesto INFLUBNTE 10D0S ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADCR BFLUBNTE CISTERNA
g/ 1A mg/l ICA wmy/d IcA  mg/l 1A my/d 1A my/i ICA
Hidroearburos ALLAticos Hatonmm
7 Hexaclorostano 9Re3 wo 0.0013 n-3 (] - 0.0030 68-) ] -
7 Hexaclorobutadieno - WD - ) - ) - w0 - w -
. 80 Hexaclorociclopsntadieno 0.0026 0.%0 [ ] - N - L] - 0.0011 0.20 0.,0018 0.30
Hidrocarburos Aromiticos Halogenados
82 1,2 Diclorcbenceno 0.00%0 0.20 ND - WD - 0.0064 0.10 0.0013 0.0) ND -
83 1,3 biclorobenceno 0.0222 0.40 ) - | ] - ] ] ND - 0.0115 0.20
;1] 1,4 Diclorobenceno 0.0074 0.10 ] - D - 0.0058 0.10 [ ] - ND -
Hidnocarburos Aromteicos
8a Hexaclorobenceno 0.0872 IE4 0.0788 B4 0.0793 13 4 ] - ND - ND -
a9 1,2,4 Triclorobincenc 0.0024 0.04 »n - 0.0014 0.02 ] - 0.0014 0.02 0.0010 0.02
Hidrocarburos Poliaromiticos
90 Nattalsno 0.0024 18-) n - 0.0014 m-4 » - 0.0014 7E-4 0.0010 SE-4
91 Isoforona 0.043) 8B=5 0.0037 18+3 no - 0.0013 -6 0,0011 a8-6 0.0017 3E-6
92 Tluoxsno 0,0128 ] ] ns N ns 0.0050 s " ng 1] N8
9 Pluorantano 0.10%0 0,03 0.0930 0.02 [ - w - 0.0279 72-3 0.0391 0.01
94 Criseno 0.0636 ns 0.0052 " 0.0242 ns 0.0347 ns ] NS /] N§.
93 Pizano 0.00% L[] | ] us 0.0019 s 17.0000 us o N8 ND NS
96 Fenantreno 0.027¢ .9 W - " ., - w - 0.0150 5.00 0.0083 2.70
97 Antracsno 0.0376 12.00 ] - | ) - w - 0.0912 6.20 10,0309 9,90
98 Bengo(a)antraceno 0,0087 1.80 0.003% 1.10 0 - 0.0027 0.90 ] - ND -
99 Benzo(k)fluoranteno 0.0144 4.60 0.0088 2.80 0.0099 3,20 ] - w - ND -
100 Benzo (b} fluoranteno 0.0144 4.60 0.0088 2,80 0.0099 3.20 ND - ND - ND -
101 Benzo(a)pirenc 0.1487 40.00 0.0088 2.20 ND - ND - | ] - ND -
102 Benso(g,h,i)perilenc ND - [ ] - ND - [ 1] - ND - ND -
103 Indeno(l,2,3,c,d)pirenc ND - ND - ND - [ - ND - ND -
104 bibenzo{a,h)antraceno 0.0330 17.00 0.0058 1.90 ND - 0.02%4 8.20 0.00%9 3,20 0.0061 2,00
108 Acenaftileno wm - N0 - ¥ - ] - ND - ND -
106 Acenafteno WD - n - ] - ND - L] - ND -
Hidrocarburos Polianomiticos ndogmdu _
107 2 Cloronaftaleno - ] - ] - ] - ] - ND -




TABLA 20 (continuacién)

Clave Compuesto INFLUENTE LODOS ACTIVADOS BIODISCO FILTRO ROCIADOR BFLUENTE CISTERNA
w/1 A g/l s my/) IA wmg/d A my/d 1A m/l ICA
Estenes Halogenados
110 bis 2 Clorostoximstano 0.056) 0.50 ] - "o - 0.0419 0.30 0.0303 - 0.30 0.0195 0.20
111 4 Clorofenilfenil $ter 0.2912. 0.30 0,039 0.07 0.0113 0.02 w - 0.0370 0.1 0.0192 0.04
112 bis 2(Clorostil)iter 0.0040 0.04 » - 0.011) 0.9 ] - 0.0030 0.02 [ -
113 4 Sromofenilfenil Ster 0.0119 0.02 w0 - 0.0072 0.01 0.009 0.02 0.011) 0.02 0.0043 [} 3]
114 bis 2(Clogoisopropil)fter 0,019 0.30 0.006) 0.05 0,002% 0.02 0.00%2 0.04 0.0066 0,05 L -
Nitrocompuedtos ALifdticos
115 N~-Nitrosdimetilanina [} - w - L] - ] - w - ] -
116 N-Nitrosodi-n-propilamina 0.0024 582 ] - ] - " - ND - w0 -
Nithocompuestos Aromiticos
117 Nitrobenceno 0.0276 0.10 ] - 0.0014 s5z-) D - 0.001¢ 5g-3 0.0010 45~
118 2,4 Dinitrotolueno 0.0763 0.30 NO - w - [ - 0,015 0.07 0.0083 0.04
119 2,6 Dinitrotoluenc ND - »n - MD - ] - » - w -
120 Sencidina ND - L] - N - ND - » - ND -
121 1,2 Difenilhidracina ND - L] - ] - w0 - w - ND -
122 N-Nitrosodifenilamina ND - D - wD - w - > - L] -
127 3,3' Diclorcbencidina ] - [ - ND - ] - ) - N -
Estenes det Acddo FeAlico
147 bis (2 etilhexilftalato) 0.0087 ®-5 0.0 125 w» - 0.0027 9z-6 w - w -
148 Di-n-octilftalato 0.1738 68~4 0.0168 $2-5 0.0332 1IR-4¢  0.1139 4E-4 w - w -
149 Dimatilftalato 0.0210 b/ 2 ] - ] - w -  0.0008 m-3 0.0152 58-5
150 ‘"Dietilftalato 0.0378 1B-4 L] - WD - ¥D - 0.0192 62-5 0,009 pt 2 ]
151 Di-n-Putilftalato 0.30%0 x-4 0.0930 -4 ND - ND - 0.0270 9%-5 0,391 154
182 Butilboncilftalato 0.2112 -4 ND - ND - 0.0709 28~4  0.0684 ‘-4 0,0736 -4
V de compuestos Que rebasan
los 1imites permisibles. 17.4 13.0 6.9 2.2 6.5 6.3

ICA. Indice de calidad ds las aguas.

ND. No detectado.
NS. No sancionado.
2. Exponencial.
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DISCUSION,

A pesar de existir reportes en la literatura, en -
los que se seflala que ¢l Sistema de Ames ha sido capaz de de
tectar actividad nutazénica en el ajua sin que medie proceso
alguno de concentracién y extraccién de compuestos quimicos-
en este estudio sélo se obtuvieron resultados negativos en -
las muestras sin concentrar. Sin embargo, como se'indica en-
la Tabla 2 son mis numerosos los trabajos en los que se pro-
cede a concentrar y extraer 1as sustancias presentes en el a
gua a partir de muestras de gran volumen, que aquellos en los
que se prueba directamente 1a actividad mutagénica en agua -

sin concentrar.

El estudio realizhaq en la planta de tratamiento -
de agua residual de Ciudad Universitaria, por el niimero redu
cido de muestreos efectuados, no permite generalizar los re-
sultados, sino extraer de ellos una leccién para el desarro-

1lo de estudios ulteriores.

Asf, por ejemplo, es diffcil explicar el porqué en
los tres primeros muestreos que se llevaron a cabo en los me
ses de octubre y noviembre, no se encontré actividad mutagé-

nica en ninguna de las muestras, mientras que en los tres si
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guientes, realizados en diciembre y enero, se observ@ mutage
nicidad en unas u otras de las freas muestreadas aunque es -
relativamente débil ya que sélo se observbé la duplicacibn de
la frecuencia de reversién espontféinea y en una muestra un in

cremento de 4.6 veces.

Es de esperarse que dado que los laboratorios de -
Ciudad Universitaria vierten sl drenaje numerosos compuestos
quimicos potencialmente mutagénicos la concentracién de éstos
pueds variar en funcién de los perfodos de mayor o menor ac-
tividad de los laboratorios. Para confirmar o descartar lo -
anterior se requiere por lo tanto, realizar el estudio de la
nutagenicidad en el agua de la planta de Ciudad Universitaria

8 lo largo del afio.

As{ pues, puede considerarse que en las condiciones
del presente estudio solo se encontré una leve mutagenicidad-

en algunas de las muestras.

Si se analiza la Tabla 5 por ejemplo, se constata-
que en el muestreo nimero 4 en el mes de diciembre, sélo se-
detecté actividad mutagénica débil en la fraccibén alcalina,
con la cepa TA 98 y en presencia del sistema de activacién-

metabblica.
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Dicha actividad se observé en las muestras prove-
nientes de todos los puntos de muestreo menos del influente

y del sedimentador de'lédos activados.

En el muestreo nimero 5 en el mes de diciembre nue
_vamente se detectS actividad mutagénica en las muestras de a |
gua con la cepa TA 98, pero en este caso solo en ausencia del
sistema de activacién metabblica. Dicha actividad se observé
tanto en extractos fcidos como alcalinos provenientes del e-
fluente y la cisterna y en la fraccién fcida de la muestra -
del sedlmentador de lodos activados, que fueron detectados -
por 1a cepa TA 98 sin activacibn metabblica. Los extractos §
cidos del biodiscé y filtro rociador, tanto concentrados co-
mo dilufdos 1:10, presentaron actividad mutagénica en 1a ce-

pa TA 98 acoplada al sistema de activacibn metabblica.

No se pudo en ninguno de los casos determinar la re
lacibn dosis-respuesta ya que se conté con una pequefia canti-
dad de extractos fcidos y alcalinos provohientes de muestras
de agua de 1 litro, en las que los compuestos se concemtraron
alrededor de 2 000 veces. Lo Gnico que se logrb fué dilufr --
los extractos y como muestran las figuras 5 a 7, en los casos
en los que se obtuvo mutagenicidad con los extractos concentra

dos, ésta disminuyé al dilufr éstos en forma proporcional a la
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magnitud de la dilucibén (1:10, 1:100). También se observé -
que cuando los extractos concentrados presentaron efectos -
téxicos, al dilufrlos desaparecibé la toxicidad y se hizo e-

vidente 1la existencia de actividad mutagénica.

Los datos anteriores, asi como la consistencia de
los resultados y el comportamiento de las cepas en los gru-
pos controles tanto negativos como positivos, permite consi
derar que auque débil si se obtuvo una respuesta mutagénica
al exponer s las bacterias a algunas de las muestras de ---

Bs diffcil atribufr a priori la actividad mutagé-
nica observada en un grupo particular de compuestos. En los
extractos alcalinos de la muestra 4 en diciembre, parecerfs
por 1a homogenidad de los resultados, que en todos los pun-
tos de muestreo en los que se detecté mutagenicidad, estu--
vieron presentes los mismos compuestos mutagénicos. Lo que-
sorprende es no encontrar actividad mutagénica en las aguas
negras del Influente y s{ en las etapas ulteriores del pro-
ceso de tratamiento. No se puede descartar que en el inte--
rior de cada proceso se den condiciones que favorezcan la -
intoracci@n de algunos compuestos qulnicos particulares y -

se den fenénenos de sinergismo o antagonismo.
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Debe tomerse en consideraci6n también el hecho de
que el proceso de renovacibn del agua residual tiene una du -
racién distinta, en funcién del tratamiento que se siga, sien
do mayor la retencién del agua en lodos activado§ que en los
otros dos tratamientos, De lo anf;rior se desprende que, con
un disefio como el empleado en este estudio no es posible ha-
cer un seguimiento del agus que entra en el influente, para-
determinar la actividad de los compuestos quimicos conteni--
dos en ella, a través de todo el proceso. Para ello habrfa -
que establecer un protocolo que tomara en consideracién la -

dinfmica del agua desde la entrada al circamo de aguas ne---

gras, hasta su llegada a la cisterna.

Por ahora, puede decirse que los compuestos respon
sables de la actividad nutlgénica‘dotectadl eniel agua de la
planta de tratamiento de Ciudad Universitaria son diversos -
ya que unos son extrafdos en la fraccién ficida y otros en la
alcalina, a la vez que unos nctﬁan sin necesidad de la inter
vencién de enzimas y otros requieren de activacibn metabbli-
ca. Para su identificacién se necesita del anflisis quimico-

de los extractos.

Ahora bien, dado que las aguas renovadas de la ---



14,

planta de tratamiento de Ciudad Universitaria se emplean para
el riego de hreas verdes, éstas deben llenar los criterios es
tablecidos para este uso en 1o que se refiere a las concentra
ciones méximas permisibles de la lista de compuestos quimicos

referidos en la Tabla 8.

En el presente estudio, las muestras en las que se
reslizaron las pruebsi de mutagenicidad, también fueron some
tidas al an@lisis quilico. para determinar la concentracién-
de 10s compuestos citados en 1a Tabla 8. El anklisis quimico
as{ como el ICA se encuentran contenidos en las Tablas 9 s -

1a 20.

_ Debe sefialarse, sin embargo que como lo indica la-
' Tabla 3, s@io algunos de esos compuestos producen sutaciones
en el sistema de Ames, ‘ademfs de ser carcinogénicos como el-
Criseno; Benzo(a)pireno; Dibenzo(alh)nntracono; bis(2-cloroe
til)&ter; N-nitrosodimetilamina; ﬁ-nitrosodi-N-propilaninn;-‘
2,4 Dinitrotolueno; Bencidina; 3,3’ Diclorobencidina y N Bu-
tilbencilftalato (35).

Otros de esos compuestos producen efectos genotéxi
cos en los sistema de prueba, como el 2,4 Dinitrofenol, pen-

taclorofenol. O bien son carcinogénicos sin haberse encontra
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do a la fecha que sean mutagénicos, como el 2,4,6 Triclo-
" rofenol; Hexaclorobutadieno; Hexaclorobenceno; Benzo(b) -

Fluoranteno y el Indeno (1,2,3,c,d) pireno (35).

Algunos mfis han sido insuficientemente estudiados
o han mostrado resultados negativos, tanto en las pruebas de
carcinogenicidad como de mutagenicidad: tal es el caso del-
4 Nitrofenol; Fenol; 1,2 Diclorobenceno; 1,4 Diclorobenceno;
Naftaleno; Fluoreno; Pireno; Fenantreno; Antraceno y el Ni-

trobenceno (35).

As{ pues, con base en el anflisis quimico efectus
do en las muestras de agua de 1a Ciudad Universitaria y a -
pesar de que éste se limita sélo a un grupo de sustancias,
se procedié a intentar establecer una posible relacién en-
tre la mutagenicidad de los extractos y los compuestos de-
tectados en ellos. S6l0.se retuvieron para éste anflisis -
aquellos compuestos que rebasaron las concentraciones méxi
mes consideradas permisibles para el uso del agua renovada

para irrigacién, segln 1a Tsbla 8.

En las figuras 8 a 11 aparecen graficados los --
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incrementos en la frecuencia de mutacién producidos por los -
extractos de las distintas muestras, en rellcién al porcenta-
je de compuestos que rebasan las concentraciones permisibles-
sefialadas en 1a Tabla 8. Las tendencias de la mutagenicidad y
de 1a proporcién de compuestos que alcanzan concentraciones -
por arriba de las permisibles, no parecen guardar ninguna re-

lacién cuando se les compara de esta manera.

En la Tabla 21 aparecen subrayados los compuestos-
orghnicos que coincidieron siempre en los extractos kcidos --
que presentaron actividad mutagénica, se trata del 2, 4 Diclo
rofenol y del 2, 4, 6 Triclorofenol; cuando se detectaba solo
uno de estos compuestos o con otras combinaciones prdducia --
toxicidad o no habia ningln efecto (Tablas 22 y 23). No se --
puede asegurar que estos compuestos fueran los responsables -
de la respuesta mutagénica ébservada. ya que nin;ﬁno de ellos
ha probado ser positivo con la prueba de Ames, sin embargo el
2,4 Diclorofenol es genotbéxico en sistemas eucariotes (no ma-
mi{feros), y con respecto al 2,4,6 Triclorofenol no se ha de--
tectado ninguna actividad genotéxica en procariotes o eucario
tes (23, 24, 29, 35). Otra observacién importante es el hecﬁo
de que la respuesta bacterianq fué para ambas cepas en presen
cia y ausencia de homogenado hephtico, 1o que nos lleva a no-

poder caracterizar los compuestos quimicos que produjeron la-



TABLA

21

COMBINACION DE COMPUESTOS ORGANICOS CON LOS QUE SE OBSERVA
MUTAGENICIDAD EN LA FRACCION ACIDA.

MUTAGENICIDAD

mN:_s_ Lugar (Conc.) Compuesto mg/1 Cepa TA 98 Cepa TA 100
treo §9- S9+ §9- $9+
5  Influente (C) 2,6 Dinitro-o-cresol  0,2577. I(0.7) [K(0.5) 1(1.75) 1(2.8)
2,4 Dimetilfenol 0.0019
2,4 Diclorofenol 0.0656
*2,4,6 Triclorofenol 0,0142
S  Lodos Activados (C) 2,4 Dimetilfenol 0.0010 I(1.9) 1(1.2) I(1.1) 1(1.0)
2,4 Diclorofencl 0.0018
*2,4,6 Triclorofenol 0.0016
S  Efluente Final (C) 2,4 Dimetilfenol 0.0010 I(1.97) 1(0.4) 1(0.7) 1(0.3)
2,4 Diclorofenol 0.0021
*2,4,6 Triclorofenol 0.0030
§  Cisterna (C) 2,4 Diclorofenol 0.0012 I(2.43) I(1.1) 1{0.8) I(1.1}
2,4,6 Triclorofenol 0.0019
6  Lodos Activados (C) Fenol 0.0025 I(2.8) 1I(1.7) 1(1.0) 1(1.3)
2,4 Dimetilfemol 0.0034
Z Clorofencl 0.0053
2,4 Diclorofenol 0.0085
*2,4,6 Triclorofenol 0,003
6  Biodisco (C) 2,6 Dinitro-o-cresol  0,7630 I(1.5) I(2.04) I(1.0) 1(1.2)
(1:10) Fenol 0.0026 1I(1.1) 1I(2.03) I(1.0) 1(1.0)
2,4 Dimstilfenol 0.0049
2 Clorofenol 0.0031
2,4 Diclorofenol 0.0040
*2,4,6 Triclorofencl 0.0036
6  Filtro Rocisdor (C) 2,6 Dinitro-o-cresol  1.1070 I(1.5) [I(2.08) I(0.8) 1(1.4)
(1:10) Fenol 0.0013 I(0.9) 1I(2.15) 1(1.0) 1(1.0)
2,4 Dimetilfenol 0.0065
2 Clorofenol 0.0027
Pentaclorofenol 0.0032
2,4 Diclorofenol 0.0070
*2,4,6 Triclorofenol 0.0048

1 « feversifn Inducida
TS &

* Implica un riesgo de causar chncer 1 caso en 100 000,
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COMBINACION DE COMPUESTOS ORGANICOS CON LOS QUE SE OBSERVA
TOXICIDAD EN LA FRACCION ACIDA.

MUTAGENICIDAD

m. .
Mies Luger (Conc.) Compuesto mg/1 Cepa TA 98 Cepa TA 100
treo $9- _S9 89- S9¢+
4  Influente (C) 4 Nitrofenol 0.4393 1(0.9) 1(1.6) 1(0.5) 1{1.0)
2,6 Dinitro-o-cresol 0.0542
Fenol 0.0234
2,4 Dimetilfenol 0.0014
Pentaclorofenol 0.1895
p Cloro-m-cresol 0.0038
-+ 2,4 Diclorofenol 0.0183
'!J,F Triclorofenol  0.002S
4 Lodos Activados (C) . - 1(0.0) 1(0.0) 1(0.0) 1(0.0)
4 Biodisco (C) 4 Nitrofenol 0.0134 1I(0.4) 1(1.9) 1(1.0) 1(0.8)
2,6 Dinitro-o-cresol 0.0297
2,4 Disstilfenol 0.0016
Pentaclorofencl 0.1694
2,4 Diclorofensl 0.0038
S Biodisco (C) *2,4,6 Triclorofenol 0.0069 I1(0.1) 1(0.0) 1(0.0) 1(0.4)
5 Filtro Recisdor (C) 2,4 Diclorofenol 0.0015 I1(1.4) 1(0.8) 1(0.3) 1(0.01)
6 Influente (C) 2,6 Dinitro-o-cresol 1.1930 I(1.1) 1(1.6) 1(0.6) 1(1.0)
Fenol 0.0081
2,4 Dimetilfencl 0.0140
Pantaclorofencl 0.0047
p Cloro-m-cresol 0.0070
2 Clorofenol 0.0386
2,4 Diclorofenol 0.0098
*4,58 TricTorofeml  0.0055 |
6 Efluente Final (C) 2,6 Dinitro-o-cresol 0.8098 1(0.0) 1(0.0) 1(0.06) 1(0.0)
Fenol 0.0084
2,4 Dimetilfenol 0.00%0
p Cloro-m-cresol 0.0030
2 Clorofenol 0.0366
2,4 Diclorofencl 0.0042
*Z,4,8 Teiclorofencl  0.0031
6 Cisterna (C) 2,6 Dinitro-o-cresol 0.7917 1(1.0) 1(0.2) 1(0.9) 1(0.6)
Femol 0.0028 .
2,4 Dimetilfenol 0.0013
p Cloro-m-cresol 0.0024
2,4 Diclorofenol 0.0035
‘2,3, 8 Triclorofenol  0.0024

I = Reversibn Inducida
Reversién Espontinea

* Implica un riesgo de causar chincer 1 caso en 100

000.



TABLA

23

COMBINACION DE COMPUESTOS ORGANICOS EN LOS QUE NO SE
OBSERVARON EFECTOS EN LA FRACCION ACIDA.

No. MUTAGENICIDAD
Mues Lugar (Conc.) Compuesto ng/l Cepa TA 98 Cepa TA 100
treo - §9-' 59+ _59- S9+

4  Filtro Rociador (C) 4 Nitrofenol 0.0193 1I(0.8) I(1.6) I(1.0) I(1.4)
2,4 Diclorofenol 0.0108
2,4,6 Triclorofenol 0.0022
4  Efluente Final (C) 4 Nitrofenol 0.08%6 1(1.4) I(1.2) I(0.9) I(1.0)
2,6 Dinito-o-cresol 0.0423
Pentaclorofenol 0.1502
2,4 Diclorofencl 0.0049
*2,4,6 Triclorofencl 0.0020
4 Cisterna (C) 4 Nitrofenol 0.0283 1I(1.3) I1(t.2) 1.0 IQ.2)
2,6 Dinitro-o-cresol  0.0326
Pentaclorofencl 0.1460
2,4 Diclorofenol 0.0049
*2,4,6 Triclorofenol 0.0017

I = Reversifn Inducids
Reversifn Esponthnea

* Implica un riesgo de causar céncer 1 caso en 100 100,
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sutagenicidad. Ademfs debemos recalcar que en ¢l presente --
trabajo se hace mencibn Gnicamente s los compuestos -orghni--
cos extrafdos y no se toms en cuenta la gran variedad que po
siblemente se encontraba en las muestras de agua correspon--

dientes y que no fueron caracterizados snalfticamente.

En cuanto s la fraccibn alcalina (Tabla 24), la --
combinacibn de compuestos orghnicos es mucho més grande, y -
en este caso si encontramos compuestos orgénicos que han si-
do positivos en la prueba de Ames, como lo son: Criseno (23);
Benzo(a)pireno (23); Benzo(a)antraceno (23); Dibenzo(a,h) an
traceno (31); N-nitrosodi-n-propilamina (35); bis 2 (cloroe-
til)éter (35)i y el 1,2,4 Triclorobenceno que es un inductor

de enzimas microsomales como el Aroclor 1254 (Zi).

Por otro lado, algunos de estos compuestos se en--
contraban en muestras en las que no se observd ningﬁn efecto
o hadbfa toxicidad, por lo que la respuesta mutagénica pudo -

deberse a dichos compuestos o a 1a mezcla de algunos de ellos.

O bien a otros compuestos que se encontraban tam--
bién en 1la muestra y que no fueron caracterizados. No se pue

de tampoco descartar efectos sinergfsticos o antagon§sticos-



TABLA 2 4
COMBINACION DE COMPUESTOS ORGANICOS EN LOS QUE SE OBSERVA
MUTAGENICIDAD EN LA FRACCION ALCALINA.
No. MUTAGENICIDAD
Muws Lugar (Conc.) Compuesto ng/1 Cepa TA 98 Cepa TA 100
treo §9- S9¢ 89- 59+
4 Blodisco (C) 1,3 Diclorobenceno 0.0043 1(0.9) I(1.9) 1(0.7) 1(0.8)
1,2,4 Triclorobencenc 0.0043 '
“Natealeno 0.0043
*Isofurona 0.0034
*crigenc (+) 0.10%0
pirenc 0.0019
'M.EFIL‘“_'P; 4 0.0472
*Benso (k) £luorantenc 0.0276
*Benso (b) fiuoranteno 0.0276
*Acenattenc 0.0017
- : *his 2 Clorcetoximstano 0.0022
3 0.0043
ag {3 etilhexilftalato) 0.0470
E ~a~oot ato 0.0570.
1 Butilbencilftalato 0.0820
4 Piltro hociador (C) % 0.0021 1(0.0) 1(1.95) 1(0.7) 1(1.9)
; . " 0.0011
; L] - 0.0028 : :
3 e +) 0.0720
N (¢) 0.0374
o Woranteno 0.0146
: *Senso (b) flworantenc 0.0146
3 *bis 2(Cloroisopropil)ter  0.0196
3 1ftalato 0.0374
- ato 0.0613
v ' Butilbencilftalato 0.0433
4 Efluents (C) 1,2 Diclorobencenc 0.0050 I1(0.0)  1(2.04) I(0.%) . 1(1.4)
: - 0.0013
0.007?7
b 0.0045
0.0023
0.0140
: 0.0107
0.0044

0.0010 I(0.2)  1(1.87) TI(0.5)  ZX(1.8)

* 180! 0.0096
*bis 2 clorostox 0.0119

*bis 2 (Cloroisopropil)éter 0.0238

Ry =g ilamina (¢) 0.0160
] ot. talato 0.0069

4 Cisterma (C)

RN R VT eI e




TABLA 24 (continuacibn)

MUTAGENICIDAD

No,
Mugs Lugar (Conc.) Compuesto mg/1) Cepa TA 98 Cepa TA 100
treo S9- S9¢ 59- §9¢
5 Influente (C) Hexacloroetano 0.0710 1(2.4) 1(1.0) I1(1,2) 1{0.9)
1,2 piclorobenceno 0.0037
Hexaclorobencano 0.0140
1,2,4 Triclorobenceno 0.0081
*Naftaleno 0,0081
*Isofurona 0.0012
*Fluoreno 0.0097
‘Crisenc (+) 0.0216
*Pirenc . 0,00083
*Fanantreno 0.0085
*Antraceno 0,0029
'lonzo{l)lntrlcono (+) 0.0167
*Benso (k) flyoranteno 0.6011
*Banzo(b) fluoranteno 0,0011
*senzo(a)pirenc (+) 0.0449
*Benzolg. h,i)perilenc 0.0057
*Dibenso(a,h)antracenc (+) 0.0357 ‘
\bis 2 cloroetoximstano 0.0242 H
tbis 2(cloroetil) fter (+) 0.0710
*4 Clorofenilfenil Ster 0.0390 .
*bis 2]Clonlmn)6ur 0.08038
*N-Nitrosodi-n-propilasina (+) 0.0476
Nitrobenceno 0.0081
*2,4 Dinitrotolueno (+) 0.0085
*2,6 Dinitrotolusno 0.0310
bis (3 umgummo) 0.0167
bdi-n-octilftalato 0.0747
Dimstilftalato 0.011)
Dietilftalato 0.0029
Di-n~butilftalato 0.1666
Butilbencilftalato 0.0272
S BRfluents (C) 1,2 Diclorobanceno 0.0010 1{1.95) 1I{1.4} 1{0.6) 1(0.4)
+Tscfurcna 0.002%
‘@u«.&w 0.0020
*dis 2 Clorostoximetano 0.0019
*N-Mitrosodi-n- ilamina (¢) 0.0380
¢2,6 Dinitrotoluanc 0.0160
bis (2 etilhexilftalato) 0.0020
Dimatilftalato 0.0024
Di-n-butilftalate 0.1545
S Cisterna (C) *Benso(a) antzacenc (+) 0.0072 1(4.6) 1(1.4) 11.2) ° 1.1
*Sanzo(s)pirenc (+) 0.0407
*his 2  Cloroetoximetanc 0.0011
*2,6 binitrotolueno 0.0266
bis (2 etilhexilftalato) 0.0072
Dimstilftalato 0.0015
Di=n=Butilftalato 0.1164
6 lodos Activados (C) Hexaclorobanceno 0.0785 1(0.6) {1.5) 1{1.0) 1{1.1)
(1410) *Isofurona 0.0057 1(2.06) I(0.8) 1(0.9) 1(0.9)
*Pluoranteno 0.0930
*Criseno (+) 0.00%82
'hmia;nntuano (+) 0.003%
*Benso (k) fluorantenc 0.0088
*Benzo (b) fluorantenc 0.0088
*Banzo(a)pizenc (+) 0.0068
*Dibenzo(a,h) antraceno (+) 0.0038
*4 Clorofenilfenil &ter 0.0398
*bis 2(Cloroi opil)8ter 0.0063
*bis (2 etilhexilftalato) 0.0035
Di~-n=octilftalato 0.0168
Di-n-butilftalato 0.0930
Is Raversifn Inducida
versiln Espontinea

¢ Implica un riesgo de causar cfncer 1 caso en 100 000.
{+)Positivo en el ensayo de Ames.Salmonella typhimuadlum/microsomas heplticos.
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entre los compuestos que coinciden en un mismo extracto.

Ciertos estudios han mostrado que mezclas de com-
puestos policiclicos ar mbticos inhiben la mutagenicidad --
por uns inhibicién del sistema de activacién metabblico (11).
Por lo que si 1a mezcla de compuestos orgénicos probados en
el sistema de Ames es no-mutagbnica,. la muestra puede no ser
reportada necosarilleqt libre de lut@xenos. dads 1a comple-

jidad de 1a muestra y de los efectos antagbnicos que puedan

existir.

Bl método de xtrncclén utilizado en este estudio, !
tiene la desventaja de que no permite recuperar los compues-
tos orghnicos volétiles, los cusles representsn 1-6 ppm del
carbén orgénico total (70C) (19). As{ mismo el volumen de -
agua del que se partié (1 litro) para concentrar los compues

tos orgénicos presentes en el agua, ha sido estandarizado -

psrs 1a realizacibn del anflisis quimico y no as{ plin la -
deteccién de mutfigenos por lo que es necesario emprender la
blsqueds de métodos de concentracién alternativos con miras
ala ovaiunci@n éptima de 1a presencia de agentes mutagéni-
cos en agua. Se sabe por ejemplo a través de diferentes es-

tudios, que los residuos org‘nicos del agua potable contie-
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nen un gran nﬁloro.de compuestos intag‘nicos, algunos con -
una baja mutagenicidad y pocos compuestos que tienen una al
ta mutagenicidsd (21). De ah{ que se requiera de la cbncen-
tracién y extraccibn de los compuestos quimicos presentes -
on ol agua, para incrementar las posibilidades de doteccién
‘de los que poseen actividad lutlgﬁnica. por parte de los --

sistemas bacterianos de prueba.

Entre los métodos mas usados en la concentracién-
de las aus;nneinc contenidas en el agua se encuentran las -
resinas de Amberlite XAD (2, 4, 7 y 8), la bsmosis inversa,
1a extraccibn 1iquido-1{quido (usando cloruro de etileno y
pentanc), asf como el carbén activado (extrayendo con cloro
formo) (Tabla 2). Mientras que el volumen nfs pequefio de las
- muestras de agua empleadas para el monitoreo de mutégenos,
ha sido de 2 litros. Se recomienda por lo tanto incrementar
ol volumen de las muestras de agus y/o aumentar la capaci--
dad de concentracién de los compuestos quimicos contenidos

en ollas.

Finalmente, puede decirse que en lo que se refiere
al agus, se ha detectado actividad mutagénica y/o carcinogé-

nica en pr‘cticalente todos los trabajos que fueron identi-
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ficados en la literatura y que aparecen resumidos en 1a Ta-
bla 2. El hallazgo de estos tipos de actividad en agus pota
ble de diversas ciudades del luhdo, llevé a los autores a -
explorar las fuentes de abastecimiento: ya sea aguas super-
ficiales de rios o aguas subtorr‘nous. verifickndose ls pre
sencia en ellas de agentes con capacidad mutagénica y/o car
cinog@nica. Por lo tanto no sorprende que en este estudio -
rollizldo en un pequefio nimero de muestras de agus residual
y renovada se haya encontrado actividad mutagénica. Esto sin
embargo es débil ya que en 1a mayorfs de las muestras sélo-
se doblé 1a frecuencia de mutacibn esponténes y en una de -
ellas se obtuvo un incremento de més de cuatro veces dicha-
frecuencia. Mientras que en los estudios de Commoner y col.
(5) refieren incrementos de 2.5 a 24.6 veces con concentra-
ciones de sustancias quimicas cquivalchtes s las contenidas
en 100 a 250 ml de agua. O bien reportan que a partir de 20
galones de agua, obtuvieron un extracto ficido que incremen-
t6 37 veces la frecuencia de mutacién espontfnes, un extrac
to neutro que la elev6 més de 95 veces y un extracto alcali

no que la aumentd 3 veces.

En este estudio 10 yl del extracto obtenido corres

ponden a los compuestos orghnicos contenidos en 20 ul de agua
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y una dilucibén 1:10 de dicho extracto al equivalente de 2 ml
de léui. De ah{ que, si se comparan nuestros resultados con

los datos de Commoner (5), tomando en cuenta la rélaci6n: in
cremento en la frecuencia de mutacién/volumen equivalente de
agus, los valores obtenidos en el agua residual y renovada -

se encuentran dentro de un rango similar.

Bl anflisis quimico deberd jnclﬁir 1a concentracibn
de histidina presente en las muestras que se prueben para eli
minar falsos-positivos, ya que 1la presencia de histidina in--

crements ol n(imero de colonias de Salmonelta typhimuaium (19).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Del anflisis de la literatura, as{ como de los re-
sultados obtenidos de la determinacién de la actividad muta-
génica de un lote de muestras de agua residual y renovada de
1a Plants de Tratamiento de Ciudad Universitaria, surjen las
conclusiones y recomendaciones que se refieren a continua---

cién.

1. A pesar de que Salmonella typhimurium, constituye uno de-
los sistemas de prueba para la deteccién de mutégenos més co
nocido y empleado en la actualidad, tiene sus limitaciones -
para el monitoreo de mutégenos ambientales que se encuentren
on baja concontraci&h. Es as{ que para determinar la activi-
dad mutagénica de mezclas complejas de sustancias quimicas -
que contaminan el agua, se requiere del uso de métodos de --
concentracién y extraccién de las mismas. A la ve: es necesa
~ rio controlar 1a concentracién de histidina en las muestras-

a evaluar para evitar resultados falsos negativos.

. 2. De los métodos alternativos para concentrar y extraer las
mezclas de sustancias quimicas contenidas en el agua:
a) La 8smosis inversa es costosa y requiere de utilizar mem

branas especiales por los problemas ocasionados por las sa- -
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les.

b) E1 método de extraccibén 1fquido-1{quido, solamente permi-
te concentrar vol(menes pequefios de muestra, ademfs de que -
se pierden las sustancias volféitiles; por ello solo se reco--
mienda como un segundo paso de otras técnicas de concentra--
cién.

c) El carbén activado por su parte, tiene como desventaja el
que muchas de las sustancias orgénicas no son recuperables.
d) Las resinas XAD constituyen una de las opciones nés reco-
aendables y que permiten rendimientos adecuadoq a4 menor cos-
to. _

En todos debe procurarse evitar la pérdida de com-
puestos quimicos volétiles y obtener 1a mixima eficiencis en
l1a recuperacién de los compuestos quimicos.Es recélendable .
partir de un volumen grande de muestra y/o incrementar la --
nagnitud de la cbncontraciGn. pars contar con suficiente mate

rial para determinar la dosis-respuesta.

4. En lo que se refiere a 1a Planta de Tratamioento de Agua -
Residual de Ciudad Universitaria es recomendable realizar un
muestreo a lo largo del afio para determinar la fluctuacibn -
de los compuestos con actividad mutagénica, en funcibén de --
las actividades de los laboratorios y de la precipitacién --

pluvial. Serfa Gtil ademis, determinar la dinémica de 1la ac-
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tividad mutagénica desde la entrada de las aguas negras al -
circamo, su paso a través de uno u otro sistema de tratamien

to y finalmente la cloracién del agua renovada.

4. E1 estandarizsr 1a prueba de mutagénesis, incluyendo la -
etaps previa de concentracién de las mezclas de compuestos -
quinicos, y 1a expresién de los resultados mediante una uni-
dad convencionsl, (como cantidad equivalente a un volumen da
do de agua), permitirf comparar los resultados de laborato--
rio s laboratorio y de un estudio a otro. BEsto constituye --
una etaps 1ndlspous;blo. el 1a blisqueds de criterios pars ca
talogar 1a calidad del agus en funcién de 1a actividad muta-

génica de las sustancias contenidas en ella.

5. Es deseable, ademfis, proceder a valorar otros sistemas de
prusba que hagan posible la ovuiulcién de la actividad muta-
génica de mezclas complejas de sustancias quimicas disueltas
en ¢l agua sin necesidad de recurrir a concentrarlas. Entre-
los sistemas recomendables por su facilidad de manejo y bajo

" costo se encuentran las plantas.

6. Las prusbas de mutagénesis juegan un papel importante en

cuanto que indican la presencia en las sguas de agentes que
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puedan constituir un riesgo para la salud de quienes consu-
men el agua o se exponen a ella via la formacibn de aeroso-
les o contacto directo. La magnitud del riesgo depende de:
a) La concentracién que alcancen en el agua los agentes po-
tencialemente téxicos.

b) La potencia de esos agentes en cuanto a su efecto nutcgg
nico o carcinogénico.

c) La magnitud de la exposicibn (cantidad, tiempo y via de-

exposicién, entre otros).

7. La idonfificaci@n de los agentes de riesgo a traves del-
anﬁlisis qu(ntco constituye un reto y un ejercicio costoso-
si no se tiene previamente una idea de que agentes pueden -

contaminar el agua y/o cuales son las fuentes contaminantes.

Bste conocimiento previo puede orientar la bﬁsquo-
da anslftics y hacer viable 1a toma de decisién para el con

trol y prevencién de riesgos.
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APENDICE.

Preparacién de las soluciones y medios de cultivo:

CALDO NUTRITIVOS PARA CULTIVOS:

Caldo nutritivo Oxoid Media No.2 2.5 ¢
Agus destilada ' 100 al

Los ingredientes se mezclan y se colocan en botellas
de dilucién con tapén de rosca; y se esteriliza en sutoclave -
121°%C durante 20 minutos. Una vez esterilizados se guardan a -

4°C o a temperaturs ambiente.

MEDIO MINIMO E. DE VOGEL-BONNER (50 X):

Solucién A. En 600 ml de agua destilada se disuel-

ven en el siguiente orden:

Mgs0, . 7H,0 10 g
Acido cftrico. Hy0 100 g
K, HPO, anhidro S00 g
NaNH HPO,, . 4H,0 175 g

Ls solu;i@n A se afora a 1 litro y se agrega 1 ml

de cloroformo pars evitar contaminaciones y se guarda a tem-
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peratura ambiente.

En un matraz de 1 000 ml se colocan 7.5 gr de Bacto
Difco sgar afis 300 ml de agua destilada. Colocar en matraces -
de 250 ml por separado. 10 gr de dextrosa y en otro 10 ml de -
la solucién A, y se agrega a cada matraz respectivamente 100 -
ml de agua destilada. Se cubren los matraces con papel alumi--
nio y se esterilizan en autoclave a 121°C durante 20 minutos.
. Se refinen las soluciones en el matraz de 1 000 ml, se mezclan-
perfectamente y se distribuyen en cajas de Petri estériles de-

sechables de 100 X 15 aproxiladalente 25-30 m1 de medio.

MEDIO MININO DE VOGEL-BONNER COMPLEMENTADO CON WISTIDINA 0.1 M
BIOTINA 0.5 M '

Una vez que se tienen cajas solidificadas de medio -
minimo de Vogel-Bonner se agrega 0.1 ml de una solucibn estéril
de histidina 0.1 M--bjotina 0.5 aM en la superficie del medio y
se distribuye uniformemente con la ayuda de un trifingulo de vi-
drio estéril, dejando secar, y ademés son complementadas con --
0.2 ml de una solucidén estéril de ampicilina (8 mg/ml) distribu
yéndola de 12 misma manera. Las cajas as{ complementadas se de-
jan reposar toda la noche en una incubadora a 37°C para que las

solucioneS se distribuyan de manera uniforme en el medio.
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AGAR DE SUPERFICIE MINIMO:

NaCl ' 0.5 g
Bacto Difco agar 0.6 '
Agua destilada " 100 ml

Los ingredientes se colocan en una botella de dilu
cibn y se esterilizan en autoclave 121°C durante 20 minutos, -
cuando se va a usar se adicionan 10 ml de una solucibn de his

tidina-biotina 0.5 mM y es mezclada con una rotacibn suave.

SOLUCION HISTIDINA-BIOTINA 0.5 M,

L Histidina 0.0007 g
D(+) Biotinas . 0.0122 g
Agua destilada 100 ml

Los ingredientes son colocados en una botella de -
» dilucién con tapén de rosca y se esteriliza en autoclave 121°C
durante 20 minutos o se filtra con unas membrana estéril de --

0.45 ym, se guarda en obscuridad a 4°C.
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SOLUCION DE HISTIDINA 0.1 M - BIOTINA 0.5 MM:

L Histidina 1,5516 g
D(+) Biotina 0.0122 g
i .

Agus destilada 100 ml

Los ingredientes se colocan en una botella de dilu
cibn con tapén de rosca y se esterilizan en autoclave 121°C -
durante 20 minutos o se filtra con una membrana estéril de --

0.45 ym de tamafio de poro, se guarda en obscuridad a 4°C.

MEDIO COMPLETO (AGAR NUTRITIVO):

Oxoid Media No. 2 12.5 g
Bacto Difco sgar 7.5 8
Agus destilada 500 =l

Los ingredientes son colocados en un matraz de --
1 000 al cubieto con papel aluminio y es esterilizado en au-
toclave a 121°C durante 20 minutos. Se distribuye en cajas -
de Petri estériles desechables de 100 X 15 aproximadamente -
25-30 a1 de medio y se deja solidificar.
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AGAR DE SUPERFICIE COMPLETO:

Oxoid Media No. 2 2.5 g
Bacto Difco agar 0.6 g
Agus destilada 100 =l

Los ingredientes se colocan en una botella de dilu
cién con tapén de rosca y se esteriliza en autoclave 12°C du

rante 20 minutos y se guarda & 4°C.

CRISTAL VIOLETA 0.1 X;

Cristal violeta 0.1 g
Agus destilada 100 ml

Esta solucién se gusrda s 4°C en recipientes de vi
drio con tapbn de rosca y se protege de la luz cubriendo el-

recipiente con papel aluminio,

sol.uctoﬁ DE AMPICILINA (8 mg/ml):

Ampicilina trihidratada 0.8 g
Hidréxido de sodio (0.02 N) 100 ml

Se disuelve la ampicilina y la solucién se filtra

con una membrana estéril de 0.45 um. Se guarda en un reci--
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piente de vidrio a 4°C.

SOLUCION DE HIDROXIDO DE sob10 0.02 N:

NaOH 0.08 g
Agus destilada 100 ml

Pesar el hidréxido de sodio y aforar en un matras:
de 100 ml con agua destilada.

SOLUCION SALINA (1,65 1 DE CLORURO DE POTASIO + 0.4 M DE -
CLORURO DE MAGNESIO):

KkC1 12.3019 g
MgCl $.1332 ¢
Agua destilada 100 m1

8o mezclan los ingredientes y se aforan en un ma-
traz di 100 ml, posteriormente se filtra 1a solucién con pa |
pel filtro Natman del nésero uno, ls solucién es colocads -
on una botells de dilucién con tapén de rosca, se esterili-
za en autoclave 121°C durante 20 minutos y se mantiene a --
4°C.
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AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 0.2 M pH 7.4:

Na,HPO, 2.2979 ¢

NaH,P0, .H,0 0.5244 g
Agua destilada 100 ml

Los ingredientes se meiclan perfectamente, se ajus -
ta ol pH y se afora en un lltrgz de 100 ml. La solucibn amor
ti;ﬁndora se coloca en una botella de dilucién con tapén de- 4
rosca y se esteriliza en autoclave 121°C durante 20 minutos,

Se guarda s 4°C.

SOLUCION DE AROCLOR 1254 200 ag/ml :

Aroclor 1254 lg
Aceite de mafz cbp 5ml

SOLUCION DE CLORURO DE POTAS10 0.15 N:

KkCl 11.18 g
Agus destilada 1 000 m!

Se mezclan los ingredientes y se aforan en un ma-
traz de 1 000 m1, la solucibn se distribuye en botellas de-
dilucibn con tapén de rosca y se esteriliza en autoclave --

121°C durante 20 minutos, Se guarda a 4°C.
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EQUIPO EMPLEADO:

a) Plancha de calentamiento para 60 tubos de temperatura re-
gulable. ‘

b) Mezclador para tubos Super-mixer (Lab-Line Instruments INC).
¢) Plancha de agitacién magnética (Laboratory Stirrer).

d) Potencibmetro (lZeromatic II).

¢) Bafio de agua con agitacién y temperatura controlada.

f) Microscopio éptico (American Optical).

g) Autoclave (Marsh Instruments Company).

h) Cubmtacolonias automitico (New Brunswick Scientific).

i) Refrigerador y congelador de 4°C y 20°C respectivamente -
(IBM de México).

j) VUltracongelador de 0 a -100°C (Kelvinator Comercial Products
INC).

k) Balanza analftica (Mettler H3SAr).

1) Incubadora ajustable y horno para secado de material.’

m) Bafio de agua de temperatura ajustable.

n) Centrifuga Sorvall RC-S con rotor §S34,
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