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1.- RESUMEN

En el presente trabajo se evalué el efecto genotdxico mediante el Ensayo
Cometa (SCGE - Single Cell Gel Electrophoresis) de diferentes diluciones de
concentrados de muestras de agua residual (Influente) y agua residual tratada
(Efluente) de la Planta de Tratamiento de San Luis Tlaxialtemalco, Xochimilco.

Los muestreos se realizaron utilizando dispositivos especiales para colectas en
campo, las cuales funcionan mediante un proceso de adsorcion con resinas,
elucion con solventes (hexano - acetona 85/ 15 VV), concentracion vy
resuspensién en Dimetil Sulféxido (DMSO).

Todas las muestras presentaron actividad genotéxica. Para el Influente se
observé que la concentracion mds baja produce un mayor efecto genotdxico y
no se observo reparacion en los tiempos de exposicién ensayados

Para el Efluente en la concentracion mds baja, los tiempos de exposicion mds
prolongados permitieron observar indicios de procesos de reparacion
observdndose que el dafio genotdxico aumento de forma proporcional con el
incremento de la concentracién.



2. INTRODUCCION

A nivel mundial, la contaminacion de los cuerpos de agua es producto
principalmente de las descargas de aguas residuales sin tfratamiento, ya sea de
tipo doméstico, industrial, agricola, pecuario o minero. Las fuentes de
contaminacién que influyen sobre la calidad de los recursos hidricos se pueden
clasificar en las siguientes categorias: materia orgdnica, contaminantes
patégenos y microbianos, nutrientes, salinizacion, acidificacion, metales
pesados, compuestos orgdnicos téxicos y contaminantes micro orgdnicos,
termales y particulas en suspension (CNA, 2005).

En México, a finales del afio 2001, mds del 70% de los cuerpos de agua del pais
presentaban algun indicio de contaminacion. Las cuencas que destacan por sus
altos indices de contaminacién son: Lerma-Santiago, Balsas; las Aguas del Valle
de México y el Sistema Cutzamala (Carabias y Landa, 2005).

Actualmente la Ciudad de México afronta grandes retos para dotar a su
poblacidn de los servicios bdsicos para su vida diaria, como lo son: el transporte
de alimentos, el suministro de agua potable, el desalojo de las aguas pluviales y
residuales y su fratamiento. El problema del suministro de agua se agudiza
debido a que la dificultad de proporcionar el servicio radica no sélo en aspectos
técnicos y econdmicos, sino que también incide de manera importante la
escasez de este recurso en el Valle de México.

El agotamiento de las fuentes de abastecimiento y la posible degradacién de la
calidad del agua como consecuencia de la explotacién del acuifero y de las
actividades humanas, han complicado el suministro a la ciudad y obligado a
utilizar fuentes cada vez mds lejanas para contribuir a satisfacer los
requerimientos de la poblacion.

El alto costo, la dificultad para seguir incrementando el volumen de agua
suministrada y la carencia de fuentes de abastecimiento adicionales, motivé al
Gobierno del Distrito Federal (GDF) a enfocar sus esfuerzos en acciones
encaminadas a disminuir los consumos de los usuarios sin detrimento de su
calidad de vida ni de las actividades productivas, asi como a disefiar e
implementar acciones orientadas a utilizar de manera mas eficiente los
recursos disponibles para el suministro. Estas acciones tienen como objetivo
fundamental disminuir el consumo de agua de la Zona Metropolitana, (pozos y



manantiales), para impedir el agotamiento del acuifero y con ello contribuir a
disminuir el creciente hundimiento de la ciudad.

Una de las formas mas eficientes para recuperar agua de primer uso, (agua
potable), es utilizar agua de origen residual en actividades secundarias que no
requieren agua estrictamente potable, por lo tanto se hace también necesario
garantizar la calidad de las aguas que después de un tratamiento se
reutilizardn en: riego de parques y jardines, abastecimiento de lagos
recreativos, lavado de autos, enfriamiento de maquinaria industrial y riego
agricola (Escalas, 2006).

Para este fin, el GDF cuenta con 24 plantas de tratamiento de agua residual
que producen agua que ha sido tratada para mejorar su calidad y pueda ser
reutilizada en las actividades mencionadas (6DF/SMA/SOS/SACM, 2007).

Al analizar la calidad del agua tratada es necesario llevar a cabo los estudios
pertinentes para prever las interferencias que pudieran provocar los
contaminantes remanentes en las actividades a las que esta destinada, o bien
los posibles efectos en seres vivos ocasionados por la presencia de estos
contaminantes que no fueran removidos por los procesos de tratamiento. Estos
trabajos permitirian a la vez llevar a cabo la evaluacién de diferentes procesos
de remocién de contaminantes de cada planta de tratamiento (Nava, 2004).

Las rutas que los contaminantes toman para llegar a los depésitos de agua son
diversos, puede deberse a la precipitacién de particulas del aire con la lluvia y
a su posterior infiltracién al subsuelo, a la filtracion de lixiviados de basureros,
a la contaminacidn por fugas de drenajes domésticos o industriales o bien por
descargas ilicitas o mal planeadas sobre los cuerpos de agua o suelos porosos,
teniéndose a las aguas residuales como una de las mayores fuentes de
contaminacidn de los ambientes acudticos (Nava, 2004).

En la Ciudad de México, el agua residual corresponde a un conjunto de
descargas liquidas provenientes tanto de las precipitaciones pluviales (que
arrastran un sin ndmero de contaminantes de origen antropogénico) y de las
aguas de abastecimiento que, tras haber sido utilizadas en casas habitacidn,
comercios, industrias y servicios publicos, han perdido las caracteristicas que
las hacian potables. Una de las actividades de mayor riesgo de contaminacion,
corresponde a los efluentes industriales, que han sido identificados como



fuente de compuestos toéxicos, incluyendo aquellos con actividad genotéxica
(Richardson et al/, 2003).

El riesgo téxico y/o genotdoxico de las aguas residuales y tratadas, radica
fundamentalmente en que éstas pueden representar una amenaza directa para
la salud publica debido a la posibilidad de contaminacién de mantos fredticos
y/o embalses de agua potable (Ohe y Watanabe, 2004), mds peligroso es el
hecho de que las descargas industriales estén contribuyendo a un “estrés
mutagénico” de los medios acudticos, que se manifiesta en una disminucion de la
capacidad de los organismos para sobrevivir y reproducirse (De Ratt et al,
1985).

Existen diversas pruebas para la determinacién de actividad genotodxica, los
tres métodos mds cominmente usados para determinar dafio y reparacion en la
molécula de ADN, involucran en primer lugar, el registro de aberraciones
cromosémicas, micronicleos y/o intercambio de cromdtidas hermanas en
poblaciones de células en proliferacion, en segunda instancia, la deteccion de
sintesis y reparacion de ADN en células individuales (también denominada
sintesis no programada); y finalmente, la deteccién de rupturas de cadena
sencilla (bajo condiciones alcalinas) También detecta sitios Idbiles al dlcali y
entrecruzamientos en la cadena de ADN (crosslinking) en células somdticas y
células germinales(Tice et al, 1996).

El Ensayo de Electroforesis en Gel de Células individuales (SCGE- SINGLE
CELL GEL ELECTROFORESIS), también llamada Ensayo Cometa, proporciona
resultados a corto plazo en células blanco en estudios /n vivo e in vitroy ha
demostrado utilidad en la evaluacion de dafio y reparacion de ADN inducidos
por agentes fisicos y quimicos en diversos sistemas celulares, (Van Kooij et al,
2004; Buschini et al, 2004; Jamil et al, 2004; Gandhi y Kumar, 2004), asi
como para monitorear poblaciones expuestas a quimicos genotdxicos
(McDorman et al., 2003).

Su principio se basa en que cuando la doble cadena de ADN es separada por
tratamiento alcalino, puede ser detectada la discontinuidad en las cadenas
sencillas, es una técnica particularmente valiosa que permite la deteccién de
diferencias intercelulares en la reparacion y el daiio genético del ADN, y en
poblaciones eucariéticas y presenta las siguientes ventajas, segln Tice et al,
1996:



- Se requiere de una muestra de células muy pequefia (<10,000 células).

- Se obtienen datos de células individuales.

- Tiene gran sensibilidad.

- Se puede ftrabajar con diversos tipos celulares (cualquier célula
eucarionte).

- Es una técnica muy rdpida, sencilla 'y econémica.

Altamirano et al, en 1996 probé el efecto de pentdoxido de vanadio (compuesto
altamente toxico liberado a la atmésfera por las actividades humanas, pues se
utiliza como catalizador y como colorante en cerdmica) en la funcidn
reproductiva del raton macho, por medio del Ensayo Cometa. La importancia de
estos estudios radica en que si un compuesto al que estan expuestos los seres
humanos provoca dafio genético en animales de prueba, el riesgo asociado a tal
exposicion es de gran importancia para la salud humana.

El Ensayo Cometa ha sido utilizado para evaluar el ambiente acudtico del Lago
Igap6 IT (localizado en el drea metropolitana de Londrina, Brasil) por medio de
la especie Tilapia rendalli (Giacomini et al., 2004).

La técnica de electroforesis en gel de células individuales, ha sido
ampliamente utilizada en estudios de toxicologia genética, y un gran nimero
de investigadores han efectuado el ensayo alcalino a pH>13 para evaluar
genotoxicidad de quimicos /n vivo e in vitro (Kiffe y Christen, 2003; Ohe y
Watanabe, 2004; Jamil et a/., 2004).

Una importante contribucion del Ensayo Cometa a la Toxicologia Genética es su
aplicacién en estudios /n vivo. Como se requiere de un nimero pequefio de
células (1000 células) para el andlisis, virtualmente cualquier tejido u drgano es
adecuado para la investigacién. Se ha utilizado también para monitorear la
relacion entre la edad y el incremento de niveles basales de dafio en ADN en
hepatocitos de ratas (Higami ef a/, 1994), y la induccion de la persistencia de
daiio en ADN en células somdticas y células germinales de machos y hembras
de roedores tratados quimicamente (Labieniec y Gabryelak, 2005).

En adicion a su valor en estudios de laboratorio el Ensayo Cometa se convierte
en la mejor herramienta para el biomonitoreo ambiental. Las situaciones de
exposicion adversa, resultado de la disposicion inadecuada de residuos
peligrosos son generalmente identificados por técnicas analiticas que
caracterizan los niveles de contaminantes conocidos. Sin embargo esas



técnicas no proveen una visién del riesgo bioldgico asociado con mezclas
complejas, como su interaccion o su accion en varias sendas ambientales. Una
aproximacion para evaluar las posibles consecuencias ambientales del riesgo de
la contaminacién por residuos, involucra la evaluacién de dafio genotdxico (y
otros efectos) en organismos indicadores (Morillas et al., 2002; Akcha et al.,
2003; Pamdey et al., 2006). Esta prueba una vez mads ha sido sugerida como una
técnica ideal para dichos estudios.

Una importante aplicacion del Ensayo Cometa es en el campo de la
Epidemiologia Humana, en la evaluacién de dafio en ADN en células tomadas de
individuos expuestos ocupacional, clinica o ambientalmente, para diferentes
evaluaciones en la habilidad de reparacion de ADN (Valverde et a/,, 1999).

Realizar estudios directos de efectos genéticos transmitidos, inducidos
quimicamente (mutaciones) en humanos es virtualmente imposible, asi que el
riesgo debe ser estimado a partir de una variedad de sistemas de prueba
experimentales. Los datos de los efectos genéticos transmisibles en mamiferos
de laboratorio deben ser indispensables no solamente como una medida
definitiva sino también para conformar un estdndar para evaluar la calidad de
resultados en pruebas de linea germinal de un mamifero como indicadores de
riesgo genético en humanos (Van Kooij et al., 2004).

El ensayo cometa ha sido utilizado en la determinacion de genotoxicidad en
muestras de agua residual, utilizando linfocitos humanos (Ohe y Kumar, 2004;
Nava, 2004), y los datos preliminares demostraron su efecto genotdxico
aunque no se determinaron reparacion hi tiempos de exposicion.

En exposiciones ambientales, debe aclararse que la extrapolacién con dafio a la
salud humana no es directa debido a una infinidad de factores principalmente
de cardcter bioldgico y de respuesta de cada especie ante la agresion de
sustancias téxicas, asi como factores de disponibilidad del compuesto toxico o
mezclas de ellos en el medio, no obstante un resultado positivo deberd tomarse
como indicador de riesgo o bien como guia para realizar andlisis mas profundos
en un punto o sitio determinado (Higami et al,, 1994).

En este contexto, las pruebas que pueden indicar dafio directo al ADN, son
consideradas en la actualidad como una alternativa en el monitoreo de
carcindgenos ambientales (Gamulin et al, 2007) proporcionando ademds
informacién acerca de los riesgos reproductivos de la poblacién, ya que se
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considera que el dafio sobre el material genético puede causar un incremento
en la incidencia de esterilidad, abortos, muertes peri natales y padecimientos
hereditarios (Gandhi y Kumar, 2004; Garcia y Mandina, 2004).

Debido a que no es econdmicamente factible determinar la toxicidad especifica
de cada una de las mdltiples sustancias potencialmente toxicas que aparecen en
mezclas complejas tales como aire, agua suelo o efluentes industriales, el
ensayo de la muestra global en sistemas bioldgicos es un modo directo para
determinar la toxicidad de tales mezclas.

Por lo anterior, en el presente trabajo se determinard la actividad genotéxica
mediante el Ensayo Cometa en concentrados de agua residual (Influente) y en
agua residual tratada (Efluente) provenientes de la Planta de Tratamiento de
Agua Residual San Luis Tlaxialtemalco, Xochimilco (PTAR SLT), evaluando los
efectos del tiempo de exposicién de linfocitos humanos a dichos concentrados
y las diluciones mds adecuadas, esto es, como una contribucién para el
establecimiento de una metodologia estdndar con el fin de que este tipo de
pruebas se implementen de rutina en las Plantas de Tratamiento de Agua
Residual.
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3.- HIPOTESIS

Debido a que los procesos de tratamiento de agua residual tienen como
objetivo disminuir en lo posible la carga de contaminantes:

El Ensayo Cometa registrard mayor actividad genotdxica en el Influente
de la Planta de Tratamiento que en el Efluente.

Una mayor concentracién de muestra (dentro de los limites de viabilidad,
> 80%) producird un mayor efecto genotéxico en células humanas
(linfocitos) /n vitro.

Un mayor tiempo de exposicion de las células humanas (linfocitos) a los
concentrados de agua residual y agua residual tratada (dentro de los
limites de viabilidad, > 80%) producird un mayor efecto genotéxico sobre
ellas.

La exposicion de las células humanas (linfocitos) tratadas a la luz blanca
natural antes de la lisis producird un efecto de reparacion del dafio
genotéxico.
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4.-OBJETIVOS

Determinar la genotoxicidad de los concentrados de muestras de agua
obtenidas del Influente y Efluente de la Planta de Tratamiento de Agua

Residual San Luis Tlaxialtemalco, mediante el Ensayo Cometa.

»Evaluar el efecto genotdxico de las diferentes diluciones de los
concentrados de muestras de agua residual y residual tratada, en células

humanas (linfocitos).
»Evaluar el efecto genotdxico que el tiempo de exposicion (a los
concentrados de agua residual y agua residual tratada) produce en células

humanas (linfocitos)

» Determinar si existe reparaciéon del ADN en células humanas (linfocitos)

expuestas a luz blanca después del tratamiento y antes de la lisis.
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5.- AREA DE ESTUDIO.
5.1 Ubicacion.
La Planta de Tratamiento San Luis Tlaxialtemalco (circulo rojo) se encuentra

ubicada en el Camino Antiguo Xochimilco - Tulyehualco, frente al Bosque de
San Luis Tlaxialtemalco en la Delegacién Xochimilco, D.F. Fig. 1.

Fig. 1. Planta de Tratamiento San Luis Tlaxialtemalco (circulo rojo).
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Esta Planta cuenta con un tren de tratamiento (Tabla 1) que consiste en:

Tratamiento preliminar.- El objetivo de este tratamiento es separar de las
aguas residuales los sélidos grandes que pueden obstruir o dafiar los equipos de
bombeo o bien afectar el proceso de tratamiento. Para tal propésito, en la
parte final del canal de llegada existe una rejilla que evita el paso de tales
sélidos al carcamo de agua cruda.

Tratamiento primario.- Su propésito es la separacion de los sélidos
sedimentables, asi como grasas, aceites y material flotante que se encuentra
en el agua a tratar. Para esto, cada unidad consta de un tanque de forma
rectangular dividido en mddulos con alimentacion del tanque. Los sélidos
sedimentables son arrastrados mecdnicamente hacia tolvas de recoleccion
ubicadas en el fondo del estanque. Las natas superficiales y el material
flotante también son arrastrados de la superficie hacia un rebosadero y
finalmente son regresados al drenaje. El agua resultante del proceso es
colectada en una caja de concreto y enviada por gravedad a la siguiente etapa.

Tratamiento secundario. Consta de las siguientes etapas:

Aireacion. Su propdsito es proveer los requerimientos de oxigeno, nutrientes y
las condiciones ambientales adecuadas para que los microorganismos
existentes en el tanque de aireacién degraden la materia orgdnica para
posteriormente separar los lodos activados de la mezcla (denominada licor
mezclado), produciendo un efluente clarificado. Para lograr este objetivo, el
tratamiento secundario consta, ademds del tanque de aireacion, de sopladores,
sistemas de aspersién para rompimiento de espuma, tanque de sedimentador
secundario y sistema de recirculacién de lodos. Funciona de manera similar al
sedimentador primario solo que aqui el arrastre del sedimento se efectua
Unicamente en el fondo del tanque. Los lodos activados arrastrados del fondo
son colectados en una caja de concreto (cdrcamo de lodos) y reciclados al
sistema de aireacion.

Desinfeccion. En plantas que proporcionan tratamiento secundario como Ultimo
proceso, los efluentes de éste se colectan en una caja de concreto donde
reciben una dosificacion de cloro (de 5 a 15 ppm por 60 min.). El propésito de
este tratamiento es la eliminacion de la mayor cantidad de bacterias que no
forman fléculo durante el paso de lodos activados, en esta etapa se eliminan
también un gran porcentaje de huevos de helmintos y quistes de protozoarios
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pardsitos que pueden representar un riesgo para la salud de los usuarios del

agua renovada.

Tratamiento terciario.

Cuando la planta cuenta con este tipo de proceso, el

efluente del sedimentador secundario se coloca en un tanque y posteriormente
se somete a procesos de filtracién (qué es la principal funcion de éste proceso)
con grava, arena y antracita para finalmente pasar a un tfanque de contacto con
cloro para su desinfeccion (Nava, 2004).

ETAPA PROCESO REMOCION O EFECTO
Preliminar Cribado Solidos de gran tamafio
Desarenacion Arena y solidos
suspendidos
Primario Sedimentacién Sdlidos suspendidos,
grasas y aceites
Espumacion Detergentes
Secundario Aireacion Materia organica de origen
Sedimentacién de alta tasa | carbonoso y nitrogenado
Terciario Filtracion Sdlidos suspendidos y
coloidales
Desinfeccién Cloracion Bacterias patdgenas
Tratamiento de lodos Digestion Estabilizacion de lodos
Espesamiento Concentracion
Secado Deshidratacion

Tabla 1.-Etapas del Proceso en la Planta de Tratamiento San Luis
Tlaxialtemalco, Xochimilco. GDF/SMM, 2007.
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6.- RESUMEN DEL METODO.

La figura 2 muestra en diagrama de bloques el desarrollo del método y los

procesos involucrados.

Colecta de muestras
Influente, Efluente

’

Concentracion

Elusidn

Resuspensidn

!

Elaboracién de diluciones

Muestrade sangre

Separacién de linfocitos

]

Viabilidad:
Dualy Azul de tripano

Protocole para determinar

genotoxicidad

v

Ensayo Cometa

v

Evaluacién del daric

genotéxico
|

v

Resultados

Fig. 2.- Diagrama de flujo del Método.
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6.1.- Colecta de muestras Influente, Efluente.

Se realizaron un total de 12 muestreos en 2 puntos: La entrada o Influente y la
salida o Efluente de la Planta de Tratamiento San Luis Tlaxialtemalco.

Para el Influente se preparé una muestra compuesta con un volumen final de
8L, para tal fin, en garrafones de polipropileno de 10L se colectaron 6
muestras de 8L con intervalos de 2.5 horas cada una. En el laboratorio, las 6
muestras se combinaron en un recipiente de 50L, se homogeneizaron y se
obtuvo una muestra Unica de 8L.

Para el Efluente, el volumen de muestra fue de 240L (40L por muestra en
intervalos de 2 .5 horas) por lo que los dispositivos de muestreo se trasladaron
hasta el sitio donde se fomé la muestra de agua. Cada dispositivo consta de
una columna de polipropileno empacada con resinas macro reticulares, de
acuerdo al procedimiento descrito por Nava, 1994.
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6.2.-Concentracion de muestras

Para concentrar la muestra del Influente, la tapa del garrafén de muestreo se
sustituyé por una tapa igual, perforada y a la que se le adapté un tubo Tygon.
Las tapas del dispositivo de concentracién y del garrafén que contiene la
muestra se unieron para formar una unidad que conecté ambas partes, el
flujo se ajusté a 280 ml/min, dejando fluir el tiempo necesario
(aproximadamente 30 minutos). La Figura 3 muestra las partes del dispositivo.

Fig. 3.- Dispositivo de muestreo y concentracion del Efluente.

Para la concentracion del Efluente (la Fig. 4 muestra las partes del dispositivo)
mediante conexiones y adaptadores de diferentes medidas, se conectd el
dispositivo a la toma de la instalacion que se muestred, se liberaron las
obstrucciones de ambos extremos del dispositivo dejando fluir el agua a una
tasa de 280 ml/min., controlando el flujo con la llave de la instalacion o bien
con una pinza Hoffman. Transcurrido el tiempo necesario (2.5 horas
aproximadamente) para completar el volumen requerido, el dispositivo se
retird, se obstruyeron las terminales y se almacené en una hielera a baja
temperatura (entre 12 y 18°C): Una vez que se completaron los 6 muestreos,
los dispositivos se trasladaron hacia el laboratorio de andlisis.
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Fig. 4.- Concentracion del Influente en laboratorio

6.3.- Elucion de muestras

Elucion del Influente.- Toda vez que pasaron los 8L a través del dispositivo
descrito en la Fig. 3, se conectd por la terminal superior un flujo moderado de
aire, suficiente para extraer el total del agua del interior del dispositivo. Se
retird el aire, desconectando la terminal superior y se agregaron 80 ml de una
mezcla de solvente (hexano-acetona 85/15 % V/V) El volumen final (80ml) se
evaporé a sequedad y se resuspendié en 4 mL de Dimetilsulfoxido. Esta mezcla
se esterilizo por filtracién por medio de una membrana de politetrafluoruro de
etileno con poro de 0.20um (Marca ADVANTEC) y se colocé en un vial de vidrio
boro-silicato representando de ésta forma la muestra concentrada y se
almacené a 0°C hasta su andlisis.
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Elucion del Efluente.- En el laboratorio, se liberaron las obstrucciones,
dejando escurrir el agua del interior de los dispositivos. Se conectd por la
terminal superior un flujo moderado de aire, suficiente para extraer el total
del agua del interior del dispositivo. Se retiré el aire, desconectando la
terminal superior y se agregaron 80 ml de una mezcla de solvente (hexano-
acetona, 85/15 % V/V). Se colectd el solvente con el extracto en un vaso de
precipitados de 500 ml. Se repitié la accién para cada uno de los 6 dispositivos
colectando los 6 en el mismo vaso. El volumen final ~480 ml, se evaporé al vacio
hasta aproximadamente 80 ml, éste volumen se trasladé a un vaso de 100 ml y
se evapord a sequedad. Se resuspendié en 4 ml de dimetilsulféxido (DMSO).
Esta mezcla se esterilizo por filtracion por medio de una membrana de
politetrafluoruro de etileno con poro de 0.20um (Marca ADVANTEC) y se
colocé en un vial de vidrio boro-silicato representando la muestra concentrada
y se almacend a 0°C hasta su andlisis.

El muestreo, concentracidn y elucién de muestras se llevé a cabo de acuerdo a
Nava, 1994.
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6.4.- Separacion de linfocitos
Reactivos

e Heparina ® (Sigma)

e Buffer salino de fosfatos (BSF), (libre de Ca++y Mg++)
e Ficoll (Histopaque ® 1077)

e Suero fetal bovino (Microlab)

e Dimetil Sulféxido (DMSO) (Sigma)

e Medio RPMI (Sigma)

Para la obtencidn de linfocitos se obtuvo sangre completa heparinizada de 3
individuos sanos, no fumadores, de sexo masculino con edades entre 25 y 32
afos.

Se colectaron 40 mL (con jeringa impregnada de heparina) y se mezclaron con
40 mL de BSF. Se colocé ésta mezcla en un tubo para centrifuga con 50 mL de
Ficoll.

Se centrifugd el tubo a 2000 rpm, durante 25 minutos, se desechd la capa de
suero y con ayuda de una micropipeta, se recuperé la capa de células (capa
blanca, evitando succionar la capa roja) y se trasladé a otro tubo de centrifuga
con 50 mL de BSF.

Se centrifugé nuevamente a 2000 rpm durante 20 minutos. El boton de células
blancas se recuperd y se resuspendié en medio RPMI (con 10% de suero fetal

bovino y 10% de DMSO (Tice, 1996).

NOTA: El propésito del DMSO es prevenir la peroxidacion de lipidos,
relacionados con el procesamiento de algunos tejidos (Tice, 1996).

La concentracion final de células (linfocitos) fue de aproximadamente
42,400,000 cel/mL que son aproximadamente 500,000 cel/10 L.
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6.5.- Determinacion de las dosis a ensayar. Curva dosis-respuesta
(Viabilidad) para la determinacién de las concentraciones (diluciones de las
muestras) que se utilizaron para cada ensayo.

La finalidad de la determinacion de una dilucién dptima de trabajo, es
encontrar la dosis mdxima que permita evidenciar actividad genotéxica sin
enmascarar los resultados por excesiva toxicidad o disminuir los efectos por
excesiva dilucion.

Para cumplir este objetivo se realizé un ensayo, utilizando las muestras de agua
provenientes del Influente y Efluente de la Planta de Tratamiento San Luis
Tlaxialtemalco.

Las concentraciones utilizadas fueron:

Muestra concentrada
Dilucién 1:10

Dilucién 1:25

Dilucién 1:50

Dilucién 1:75

Dilucién 1:100
Dilucién 1:150
Dilucién 1:200

Se expusieron 500,000 células en 400 pL de medio RPMI y 100 pL de cada
dilucion y se realizé para cada uno de los sitios de muestreo (Influente y
Efluente). El tiempo de incubacién fue de 6 horas (Nava, 2004).

La determinacién de las dosis dptimas se realizé probando la viabilidad de las
células en cada dilucién utilizando el Método de Exclusion con Azul de Tripano
y ofro que utiliza un compuesto de Fluoresceina denominado Método Dual
(Strauss, 1991).
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6.6.- Pruebas de Viabilidad

6.6.1.- Método Dual

Reactivos

Bromuro de etidio (BE)

Etanol (EYOH) (JT Baker)

Diacetato de 5-6 carboxifluoriceina (DCFA)
Acetona

Preparacién de la Solucién Dual

Buffer salino de fosfatos (BSF), (libre de Ca++y Mg++)

Solucion A.- Bromuro de etidio (BE). Para la solucion stock, se
disolvieron 50 mg de BE en 1.0mL de EYOH al 100%, adicionando 1.0mL a
49 mL de buffer salino. Para la solucién de trabajo, se mezclaron 50uL
de solucién stock y 2.0 mL solucién salina (concentracion final =
0.025ugul ) protegiéndola de la luz.

Solucién B.- Diacetato de 5-6 carboxifluoriceina (DCFA). Para la solucidn
stock se disolvieron 3 mg DCFA en 1.0 mL de acetona. Para la solucién de
trabajo, se mezclaron 84ul de solucidn stock a 2.0 mL de buffer salino
(concentracién final = 0.125ugul *) protegiendo de la luz.

Solucion C.- Solucién de final. Se combinaron A y B en una relacién de 1:
1. Se guardo en refrigeracion.

Procedimiento.

De cada tratamiento con las diferentes diluciones de los diferentes tipos de
agua, se colocaron 40uL de células en un tubo de centrifuga, adicionando 10ulL
de solucién C. Se incubaron 4 minutos a 37°C; después del tiempo de incubacidn
se les adiciondé ImL de solucién de lavado (BSF), centrifugando a 1800 rpm por
10 minutos. Se obtuvo el botdn de células, eliminando el sobrenadante. Se
repitio el lavado. Se mezclaron las células en 10uL de BSF y se trasladaron a un
portaobjetos, colocando encima un cubreob jetos.
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Se observaron las células con un microscopio de fluorescencia equipado con un
filtro de excitacion de 515-560 nm, con objetivos 10x, 40x. Se contaron 100
células para determinar el ndmero de células viables (verde fluorescente en
citoplasma), el nimero de células comprometidas (escasa coloracién verde
fluorescente en citoplasma y nicleos rojos fluorescentes), y nimero de células
muertas (rojo fluorescente en ndcleos) (Strauss, 1991). Se realizaron 3
réplicas.
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6.6.2.- Método de Exclusion con Azul de Tripano

Reactivos
e Azul de tripano 0.4% (Sigma)
e Solucion salina balanceada de Hanks (SSBH) (libre de Ca++ y Mg++)
(Sigma)

Procedimiento

Reactivos
e Azul de tripano 0.4% (Sigma)
e Solucién salina balanceada de Hanks (SSBH) (libre de Ca++ y Mg++)
(Sigma)

Procedimiento

De cada tratamiento con las diferentes diluciones de los diferentes tipos de
agua se colocaron 10ul de células en un tubo de centrifuga, adicionando 10ul de
azul de tripano. Se dejaron transcurrir 10 minutos a fin de que se tifieran las
células. Con ayuda de una pipeta Pasteur se colocé la cantidad necesaria de la
suspension de células-azul de tripano, para llenar un hemocitémetro (Camara de
Newbauer). Las células no viables (muertas) se tifieron de azul, mientras que
las vivas no se tifieron (Tice et al, 2000). Se determiné el % de viabilidad de
los linfocitos, cuantificando en 100 células consecutivas, las muertas, con el
microscopio fotdnico a 40X y se realizaron 3 réplicas.
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6.7.- Diluciones del Influente y Efluente, y tiempos de exposicion

Se consideraron 3 tiempos de exposicion: 2, 4 y 6 horas, asi como 2 diluciones
para cada tipo de agua: 1:100 y 1:150 para el Influente y 1:50 y 1:75 para el
Efluente (Hartmann et a/, 2003), de acuerdo a la tabla 2.

INFLUENTE
Dil: 1:100 Dil: 1:150
TIEMPO DE EXPOSICION TIEMPO DE EXPOSICION
2 HORAS 4 HORAS 6 HORAS 2 HORAS 4 HORAS 6 HORAS
EFLUENTE
Dil: 1:50 Dil: 1:75
TIEMPO DE EXPOSICION TIEMPODE EXPOSICION
2 HORAS 4 HORAS 6 HORAS 2 HORAS 4 HORAS 6 HORAS

Tabla 2.- Diluciones y tiempos de exposicion.
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6.8.- Protocolos para la determinacion de genotoxicidad en las muestras.

Para realizar las pruebas de genotoxicidad, las células fueron expuestas a las
diferentes diluciones de los concentrados por un espacio de 2, 4, y 6 horas
bajo el siguiente protocolo:

1 500000 células + 500 pul de medio RPMI (Control sin Tratamiento).

2 500000 células +400 pl de medio RPMI + 100 pl de DMSO* (Control Solvente).

3 500000 células + 500 ul de medio RPMI + H,0, 200 pM (Control Positivo)

4 500000 células + 400 ul de medio RPMI + 100 ul muestra  (Influente dil. 1:100 tiempo 2 horas)
5 500000 células + 400 pl de medio RPMI + 100 pl muestra  (Influente dil. 1:100 tiempo 4 horas)
6 500000 celulas + 400 pul de medio RPMI + 100 ul muestra  (Influente dil. 1:100 tiempo 6 horas)
7 500000 células + 400 ul de medio RPMI + 100 ul muestra  (Influente dil. 1:150 tiempo 2 horas)
8 500000 células + 400 pl de medio RPMI + 100 pl muestra  (Influente dil. 1:150 tiempo 4 horas)
9 500000 celulas + 400 pul de medio RPMI + 100 ul muestra  (Influente dil. 1:150 tiempo 6 horas)
10 |500000 células + 400 pl de medio RPMI + 100 pl muestra  (efluente dil. 1:50 tiempo 2 horas)
11 |500000 células + 400 pl de medio RPMI + 100 pl muestra  (efluente dil. 1:50 tiempo 4 horas)
12 |500000 células + 400 ul de medio RPMI + 100 pl muestra  (efluente dil. 1:50 tiempo 6 horas)
13 | 500000 células + 400 pl de medio RPMI + 100 pl muestra  (efluente dil. 1:75 tiempo 2 horas)
14 |500000 células + 400 pl de medio RPMI + 100 pl muestra  (efluente dil. 1:75 tiempo 4 horas)
15 |500000 células + 400 ul de medio RPMI + 100 pl muestra  (efluente dil. 1:75 tiempo 6 horas)

*DMSO diluido 1:100 V/V en RPMI.

Tabla 3.- Protocolo para determinacién de genotoxicidad

Las pruebas se realizaron por triplicado para cada tratamiento (45
repeticiones) y se realizaron 2 pruebas simultdneas, prueba 1 para evaluar
dafio y prueba 2 para evaluar dafio y reparacion (en total 90).

Finalizado el tiempo de tratamiento las células fueron lavadas con buffer de
fosfatos, se evalud la viabilidad después del tratamiento y posteriormente
fueron embebidas en agarosa y sometidas a electroforesis mediante el
siguiente procedimiento:
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6.8.1.- Preparacion de portaobjetos

Material:
e Portaobjetos del No. 1 (Cornning)
e Micro pipetas de 5y 1000 L (Jencons)

Reactivos:
e Agarosa de bajo punto de fusion (ABPF)(Low meeting point agarose)
e Agarosa de punto de fusion normal(APFN) (Normal melting agarose)
o Buffer salino fosfanato (BSF) (libre de Ca++y Mg++)

Procedimiento:

Preparacion de ABPF 0.5%.- Se disolvieron 125 mg en 25ml de BSF a 45 °C. Se
colocaron BmL en viales y se guardaron a 4°C.

Antes de utilizar los viales de ABPF, se colocaron en baiio de agua a 37°C para
estabilizarlos a esa temperatura.

Preparacién de APFN 1.0%.- Se disolvieron 500mg de NMA en 50 mL de BSF a
45 °C.

Mientras la agarosa APFN estuvo caliente, se sumergié un portaobjetos
esmerilado hasta un medio del drea rugosa y se removié cuidadosamente. Se
limpié la parte posterior del portaobjetos para eliminar el exceso de agarosa y
se coloco el portaobjetos en una bandeja sobre una superficie plana dejdndose
secar. Se guardaron los portaobjetos a temperatura ambiente hasta
utilizarlos, evitando condiciones de alta humedad (Tice, 1996).
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6.8.2.- Lisis de células tratadas

Material:
Portaobjetos con APFN.
Reactivos:

Cantidades para concentracion final en 1000 ml:
NaCl 2.5 M -146.1 g (JT Baker)
EDTA 100 mM - 37.2 g (JT Baker)
Tris 10 mM - 1.2 g (Sigma)

Tritén X-100 - 10mL (Sigma)
Dimetil Sulféxido (DMSO) - 100mL (Sigma)
Hidréxido de sodio (NaOH) - 8g

Se disolvieron los 3 primeros reactivos en 700 mL de agua destilada. Se
adicionaron 8g de NaOH y se mezclé hasta disolver. Se ajusté a pH 10; se
completo el volumen a 890 mL con agua destilada, guarddndose a temperatura
ambiente.

Solucion final de lisis.

Se adicionaron los volimenes sefialados de Triton X-100 y de DMSO antes de
la preparacion de los portaobjetos, guarddndose en refrigeracién por 30 a 60
minutos.

Para realizar la prueba, se adicionaron a cada portaobjetos (preparados
previamente con agarosa APFN), 75ulL de ABPF (a 37°C) mezclados con
~10,000 células tratadas (10ulL), colocando un cubreobjetos, una vez hecho
esto se colocé el portaobjetos en una charola, reposando en hielo hasta que la
capa de agarosa se endurecié (5 minutos). Se deslizé el cubreobjetos
cuidadosamente del portaobjetos, adicionando una tercera capa de agarosa
(75uL ABPF).
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Se colocé nuevamente un cubreobjetos, regresando el portaobjetos a la
charola hasta que la capa de agarosa solidificé (5 minutos).

Para la prueba 2 en este punto, se expuso a la luz blanca natural por 30 minutos
antes de la lisis. ¥ para la prueba 1, bajo la luz amarilla, se pasé rdpidamente al
siguiente paso:

Se removio el cubreobjetos y se sumergié el portaobjetos lentamente en

solucion de lisis fresca y fria, colocdndose en refrigeracion a 4°C por 1 hora
(Tice, 1996).
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6.9.- Ensayo SCG alcalino

6.9.1.- Preparacion de disoluciones

Reactivos
e EDTA disodio (JT Baker)
e Hidroxido de sodio (NaOH) (JT Baker)
e Bromuro de etidio BE (2ug/mL)
e Solucion salina balanceada de Hanks (SSBH) (libre de Ca++ y Mg++)
(Sigma)
o Buffer salino fosfanato (BSF) (libre de Ca++y Mg++)
e Base Trizma (Tris- Hidroxi Metil Amino Metano) (Sigma)

Procedimiento

A) SSBH con EDTA 20mM: A 400 ml de SSBH se adicionaron 3.72 g de
EDTA, llevdndose a pH 7.0 - 7.5, se aforé a 500 mL, guarddndose a
temperatura ambiente.

B) BSF: BSF de Dulbecco - Polvo para 1 Litro: Se adicionaron 990 mL de agua
destilada, llevdndose a pH 7.4, se aforé a 1000 mL, esterilizdndose por medio
de filtracion (membrana de teflon 0.20um), y se guardé a temperatura
ambiente.

C) Buffer de electroforesis (NaOH 300mM / EDTA 1mM): Preparado a
partir de las soluciones stock:

1. NaOH 10N (200g/500mL de agua destilada)
2. EDTA 200mM (14.89g / 200mL agua destilada, llevada a pH 10).
La solucion final se preparé antes de cada corrida de electroforesis): Se

mezclaron 30mL de NaOH y 5 mL de EDTA, aforando con agua destilada a
1000mL.
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D) Buffer de neutralizacion: Tris 0.4M - Se adicionaron 48.5g a 800mL de
agua destilada, llevdndose a pH 7.5, se aforé a 1000mL. Se almacené a
temperatura ambiente.

E) Solucién Colorante: Bromuro de etidio (Stock 10X - 20ug/mL). Se
adicionaron 10mg a 50mL de agua destilada. Para el stock IX, se mezclo 1mL

con 9mL de agua destilada.

Se guardé a temperatura ambiente (Tice, 1996).
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6.9.2.- Electroforesis

Material.

e Portaobjetos con células lisadas
¢ Micropipetas y puntas (Jencons)

Procedimiento

Después de permanecer una hora a 4°C, los portaobjetos se removieron
cuidadosamente de la solucidén de lisis, se colocaron uno al lado de otro, tan
cerca como fue posible, en forma horizontal en la caja de electroforesis, cerca
del cdtodo (-) pues al existir rompimientos de cadena en el ADN éste emigrard
hacia el dnodo (+) esto se debe a que la migracién se efectia hacia el electrodo
de carga opuesta a la de las particulas que migran y de pendiendo de la
cantidad y del tamafio de los rompimientos serd la longitud de la cola del
cometa.

Se llend el contenedor con el buffer de electroforesis hasta que el nivel del
liquido cubrié completamente los portaobjetos. Se encendié el equipo
llevandose a 25 volts, se ajusto la corriente a 300 miliampers, los portaobjetos
permanecieron en esas condiciones durante 20 minutos.

Transcurrido ese tiempo, se apagod el equipo. Se sacaron los portaobjetos del
buffer colocdndolos en una charola. Se humedecié la superficie de los
portaobjetos gota a gota con buffer de neutralizacién, esperando 5 minutos.

Se escurrieron los portaobjetos, repitiendo dos veces mds este procedimiento.
Para la evaluacion de la integridad del ADN, a los portaobjetos se les adiciond
50uL de bromuro de etidio y se colocé un cubreobjetos limpio. Antes de
observar los portaobjetos, se limpié el exceso de liquido en la parte traseray
en los bordes. Se procedio a llevarlos al microscopio para la evaluacion de dafio
(Tice, 1996).
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6.10.- Evaluacion de dafio.

La integridad del ADN en la técnica de electroforesis se evalué de la siguiente
manera:

Se consideraron células sin dafio las que presentaron una forma esférica sin
cola (solo nicleo), mientras que una célula dafiada presenté la apariencia de un
cometa con una cabeza (ndcleo) brillante y fluorescente y una cola, en la que su
longitud se relaciona con el dafio en la cadena de ADN.

La migracion se efectlia hacia el electrodo de carga opuesta a la de las
particulas que migran, y dependiendo de la cantidad y del tamafio de los
rompimientos va a ser la longitud del cometa. Para la visualizacion del dafio en
ADN, se utilizé un objetivo de 40X en un microscopio de epifluorescencia
equipado con un filtro de excitacion de 515- 560 nm. La extension de la
migracién del ADN que sufrié rupturas se midié con reglilla micrométrica
acoplada a un lente ocular. Cada divisién de la reglilla micrométrica fue tomada
como una unidad de migracion (con el objetivo de 40X, con el cual se realizaron
las lecturas, cada unidad de migracion equivale a 2.48 micras) (Hughes et a/,
1997, Woods et al., 1999).
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7.- RESULTADOS
7.1.- VIABILIDAD

Los resultados de las pruebas de viabilidad para las diluciones provenientes del
Influente mostraron que las diluciones 1:100, 1:150 y 1:200 presentaron un
porcentaje de supervivencia mayor al 90% por lo que se decidié utilizar las
dos primeras para realizar los ensayos para este sitio (Hartmann et a/, 2003).
Se presentan los datos del Método Dual (Tabla 4).

INFLUENTE
DILUCION % VIABILIDAD
1:10 0%
1:25 12%
1:50 52%
1:75 78%
1:100 94%
1:150 96%
1:200 96%

Tabla 4.- Porcentajes de viabilidad del Influente con el Método Dual.

| 1:200

@1:150

H1:100

01:75

01:50

m1:25

O1:10

VIABILIDAD INFLUENTE

0%

96%
96%
94%
78%
52%
0%
PORCENTAJE DE VIABILIDAD
20% 40% 60% 80% 100%

Figura 5.- Grafica de Viabilidad del Influente con el Método Dual.
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Mientras que para el Efluente las diluciones 1:150 y 1:75 fueron las mds

apropiadas (Hartmann et a/, 2003) de acuerdo a los siguientes resultados del

Método Dual:

EFLUENTE
DILUCION % VIABILIDAD
1:10 0.18
1:25 34%
1:50 94%
1:75 96%
1:100 97%
1:150 97%
1:200 96%

Tabla 5.- Porcentajes de Viabilidad del Efluente con el Método Dual.

VIABILIDAD EFLUENTE

W 1:200

11:75

97%

96%

[11:50

T
94%

34%
W 1:25

18%
@ 1:10 |

PORCENTAJE DE VIABILIDAD

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

90%

100%

Figura 6.- Grdfica de % de Viabilidad del Efluente con el Método Dual.




7.2.- VIABILIDAD DESPUES DEL TRATAMIENTO.

Los resultados de las pruebas de viabilidad después del tratamiento mostraron
una viabilidad mayor al 90% en todos los casos corroborando el hecho de que
las diluciones utilizadas no provocan muerte por toxicidad.

Por otro lado, la comparacién de las medias (estadigrafo de prueba t de
Student) de los 2 métodos utilizados para la determinacion de viabilidad
mostro que no hay diferencia significativa al 95% al utilizar uno u otro (Dual o
Azul de Tripano) como se puede observar en la Fig. 7.
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COMPARACION DE VIABILIDAD DEL METODO DUAL I:]VS. METODO AZUL DE TRIPANO I:l
PTAR SLT INF. 1:150 DUAL 6 HRS 96%
PTAR SLT INF. 1:150 AT 6 HRS 95%
PTAR SLT INF. 1:100 DUAL 6 HRS 90%
PTAR SLT INF. 1:100 AT 6 HRS 91%
PTAR SLT INF. 1:150 DUAL 4 HRS 95%
PTAR SLT INF. 1:150 AT 4 HRS 95%
PTAR SLT INF. 1:100 DUAL 4 HRS 92%
PTAR SLT INF. 1:100 AT 4 HRS 91%
PTAR SLT INF. 1:150 DUAL 2 HRS 95%
PTAR SLT INF. 1:150 AT 2 HRS 96%
PTAR SLT INF. 1:100 DUAL 2 HRS 91%
PTAR SLT INF. 1:100 AT 2 HRS 91%
PTAR SLT EFL. 1:75 DUAL 6 HRS. 92%
PTAR SLT EFL. 1.75 AT 6 HRS 95%
PTAR SLT EFL. 1:50 DUAL 6 HRS 93%
PTAR SLT EFL. 1:50 AT 6 HRS. 94%
PTAR SLT EFL. 1:75 DUAL 4 HRS. 92%
PTAR SLT EFL. 1.75 AT 4HRS 94%
PTAR SLT EFL. 1:50 DUAL4 HRS 93%
PTAR SLT EFL. 1:50 AT 4 HRS. 92%
PTAR SLT EFL. 1.75 DUAL 2 HRS. 92%
PTAR SLT EFL. 1.75 AT 2 HRS 94%
PTAR SLT EFL. 1:50 DUAL 2 HRS 91%
PTAR SLT EFL. 1:50 AT 2 HRS. 93%
T T T T T T T 1
% DE VIABILIDAB0% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 7.- Porcentajes de viabilidad después del tratamiento con el Método
Dual y el Método de Exclusion con Azul de Tripano.
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7.3.- Actividad genotdxica prueba 1(Sin tiempo de exposicion a la luz)

Los resultados de los andlisis de la prueba 1 mostraron que todas las
muestras de agua residual y agua residual tratada presentaron actividad
genotéxica y diferencia significativa con su control negativo al aplicar la
prueba de "U" de Mann Whitney con un nivel de confianza de 95%.

PLANTA DE TRATAMIENTO SAN LUIS TLAXIALTEMALCO
PRUEBA 1
INFLUENTE
DILUCION TIEMPO DE X UNIDADES DE MIGRACION
EXPOSICION EN
HORAS
2 10.8
1:100 4 10.50
6 12.34
2 13.48
1:150 4 12.66
6 14.38
EFLUENTE
DILUCION TIEMPO DE X UNIDADES DE MIGRACION
EXPOSICION EN
HORAS
2 10.49
1:50 4 11.63
6 7.9
2 7.51
175 4 6.7
6 6.2
CONTROL SOLVENTE DMSO:
100pL DMSO/ X =066
400pL RPMI 6 HORAS
CONTROL SIN TRATAMIENTO:
500uL RPMI s HORAS | X =080

Tabla 6. . Medias de las unidades de migracion de las diferentes diluciones y
tiempos de exposicién para la prueba 1.
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7.4.- Actividad genotoxica prueba 2 (30 minutos de exposicion a luz
blanca natural)

De la misma forma, los resultados de los andlisis de la prueba 2 mostraron que
todas las muestras de agua residual y agua residual tratada presentaron
actividad genotdxica y diferencia significativa con su control de solvente al
aplicar la prueba de "U" de Mann Whitney con un nivel de confianza de 95%.

PLANTA DE TRATAMIENTO SAN LUIS TLAXIALTEMALCO
PRUEBA 2
INFLUENTE
DILUCION TIEMPO DE X UNIDADES DE MIGRACION
EXPOSICION EN
HORAS
2 10.74
1:100 4 10.02
6 11.98
2 12.68
1:150 4 12.36
6 13.86
EFLUENTE
DILUCION TIEMPO DE X UNIDADES DE MIGRACION
EXPOSICION EN
HORAS
2 0.82
1:50 4 11.13
6 7.1
2 7.49
1:75 4 6.12
6 5.58

Tabla 7. Medias de las unidades de migracién (2.48u cada unidad) y
comparacion estadistica contra el control de solvente DMSO (media de la
migracién del control X =0.66), para los diferentes tiempos y diluciones en la
prueba 2.
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La comparacién entre las medias de la longitud de migracion de las pruebas 1y
2 no mostré diferencia significativa con la prueba U de Mann-Whitney al 95%
de confianza; aunque es evidente que existe una ligera disminucion en la
longitud de migracién en la prueba 2, en todos los casos, (lo que parece ser
indicativo de reparacién), esta no es suficiente para determinar que la
diferencia es estadisticamente significativa pero deberd tomarse en cuenta
para el andlisis de resultados.

COMPARACION ENTRE LAS MEDIAS DE LONGITUD

INFLUENTE
MEDIAS DE LA LONGITUD DE
MIGRACION
DILUCION | TIEMPO DE EXPOSICION PRUEBA 1 PRUEBA 2
EN HORAS
2 10.8 10.74
1:100 4 10.5 10.02
6 12.34 11.98
2 13.48 12.68
1:150 4 12.66 12.36
6 14.38 13.86
EFLUENTE
MEDIAS DE LA LONGITUD DE
MIGRACION
DILUCION | TIEMPO DE EXPOSICION PRUEBA 1 PRUEBA 2
EN HORAS
2 10.49 9.82
1:50 4 11.63 11.13
6 7.9 7.1
2 7.51 7.49
1:75 4 6.7 6.12
6 6.2 5.58

Tabla 8.- Comparacion de las medias de la longitud de migracién de las
pruebas 1 (dafio) y 2 (dafio y reparacion).
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7.5.- COMPARACION DE LOS DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION
Para determinar si existen diferencias en los efectos causados por las
diferentes diluciones de las muestras a diferentes tiempos de exposicién. Se
compararon los ensayos correspondientes con la prueba U de Mann-Whitney al
95% de confianza. Los resultados se muestran en las siguientes tablas y
grdficas: (se muestran sélo los resultados de la prueba 1)

COMPARACION DE LOS TIEMPOS DE EXPOSICION

INFLUENTE
DILUCION TIEMPO DE EXPOSICION EN MEDIAS DE LA LONGITUD DE
HORAS MIGRACION
2vs4 10.8 vs 10.5
1:100 2vs 6 10.8 vs 12.34
4vs 6 10.5vs 12.34
1:150 2vs4 13.48 vs 12.66
2vs 6 13.48 vs 12.66
4vs 6 12.66 vs 14.38
EFLUENTE
DILUCION TIEMPO DE EXPOSICION EN MEDIAS DE LA LONGITUD DE
HORAS MIGRACION
2vs4 10.49 vs 11.63
1:50 2vs b6 10.49vs 7.9
4vs 6 11.63vs 7.9
2vs4 7.51vs 6.7
1:75 2Vs b6 7.51vs 6.2
4vs 6 6.7 vs 6.2

Tabla 9.- Comparacion de los tiempos de exposicion.
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COMPARACION DE LAS MEDIAS DE MIGRACION DE LAS DILUCIONES
DEL INFLUENTE
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Fig. 8.- Comparacién de los tres tiempos de exposicion de las diluciones

1:100 y 1:150 del Influente.

En relacién al Influente, los datos nos muestran que para la dilucién 1:100 el
dafio parece aumentar en funcién del tiempo. Este comportamiento se debe
probablemente a la mayor concentracién de contaminantes que parecen
permanecer en esta dilucion que procede del influente, donde ademds de mayor
concentracién de contaminantes existe un variedad de compuestos que, a
diferencia del efluente, no han sido removidos por los procesos de tratamiento.
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Fig. 9.- Comparacidn de los tres tiempos de exposicién de las diluciones 1:100
y 1:150 para el Influente.
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Para la dilucidn 1:150 los datos muestran la misma tendencia y aunque al tiempo
de 4 horas parece haber una ligera disminucion del dafio, al tiempo 6 horas el
dafio alcanza su maximo.

Debe hacerse notar sin embargo que en esta dilucién el dafio parece mayor en
comparacion con la dilucién 1:100, teniendo esta Ultima supuestamente mayor
concentracién de contaminantes y los datos muestran mayor dafio en la dilucién
de menor concentracion.

Este comportamiento puede ser explicado en funcién del porcentaje de
viabilidad que es 5 a 6 % menor en las diluciones 1:100 comparada con las
diluciones 1:150 (ver fig. 6).

Es posible también que el mayor nimero de células que sobrevivieron en la
dilucion de menor concentracién presenten efecto genotdxico que se ve
reflejado en un aumento del nivel de dafio y posiblemente algunos de los
componentes de la muestra que en mas altas concentraciones producen
toxicidad, no permiten evidenciar dafio genotdxico, pero, en mas baja
concentracion si se pueden expresar como agentes genotoxicos.

Debe tenerse siempre en cuenta que en influentes hay mayor concentracion y
mayor variedad de compuestos que en un efluente.
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COMPARACION DE LAS MEDIAS DE MIGRACION DE LAS DILUCIONES
DEL EFLUENTE
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Fig 10.- Comparacién de los tres tiempos de exposicién de las diluciones 1:50
y 1:75 del Efluente.

Para el Efluente, observando la grdfica es evidente que los resultados son muy
similares para los tiempos de exposicion de 2 y 4 horas, lo que se corroboro
con la prueba de "U" que no mostré diferencia significativa, de manera similar
las comparaciones entre los tiempos de exposicién de 2y 6 horas, 4 y 6 horas
no mostraron diferencia significativa al emplear el estadistico de Mann-
Whitney.

No obstante, observando la Fig. 10, en la dilucién 1:50, se hace evidente que al
tiempo de 4 horas hubo un ligero aumento del la longitud de migracién y al
tiempo de 6 horas se registré una reduccion en la longitud de migracién que al
95 % de confianza estuvo en los limites de alcanzar una diferencia significativa
con un valor de "U" de 1.946, que bien podria ser considerado en el limite de
confianza al comparar los tiempos de 4 y 6 horas
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Fig. 11.- Comparacion de los tiempos de exposicion 2, 4 y 6 horas del
Efluente en las diluciones 1:50.

El comportamiento puede ser explicado para los tiempos de exposicion de 2y 4
horas, como un aumento del efecto genotéxico en funcion del tiempo de
exposicion, al parecer en este intervalo de tiempo, los contaminantes
presentes actlan sobre las células produciendo dafio, pero dado que se trata
de un efluente, las bajas concentraciones de contaminantes pareceria que se
agotan y al tiempo de 6 horas ya no se produce mas dafio y actdan entonces los
procesos de reparacion.

El supuesto de reparacién parece ser la respuesta para explicar este

comportamiento dado que se presenta primero un mdximo de genotoxicidad al
tiempo de 4 horas y esta parece decaer al tiempo de 6 horas.
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Por otra parte la distribucién de los datos muestra que, aunque el nimero de
células con dafio es prdcticamente el mismo para los diferentes tiempos de
exposicion, es la magnitud del dafio la que varia en funcion de éste.

Este comportamiento refuerza la idea de que al tiempo 2 horas ocurre el dafio
en un nimero determinado de células, al tiempo 4 el dafo aumenta en magnitud,
permaneciendo el mismo nimero de células dafiadas y al tiempo 6 aunque el
ndmero de células con dafio parece aumentar ligeramente, la magnitud del dafio
disminuye de manera acentuada presumiblemente por los eventos de
reparacion.
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Fig. 12.- Comparacién de los tiempos de exposicion del Efluente en la dilucion
1:75.

Para la dilucién 1:75 del Efluente la comparacién de los tiempos de exposicion
no muestra diferencia significativa (al 95% de confianza) presentando datos
muy similares, no obstante, observando los valores de las medias (Fig. 12), se
observa un dafio inicial que va disminuyendo en funcion del tiempo, lo que indica
nuevamente la posibilidad de un evento de reparacidn, en este caso parece ser
que al tiempo de 2 horas se produce un dafio inicial y dado que se trata de una
dilucion mayor del efluente, las concentraciones de contaminantes son ain mas
bajas, por lo que al parecer a partir de este tiempo los componentes de la
muestra ya no producen mas dafio y ocurren eventos de reparacién que
producen una recuperacion relativa de la poblacién celular.

Observando la distribucion de los datos (Fig. 10), el nimero de células sin dafio

disminuye del tiempo 2 horas al tiempo 4 horas, pero aumenta al tiempo de 6
horas, apoyando el supuesto de reparacidn.
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7.6.- COMPARACION DE LAS DILUCIONES

También se evalud el efecto de la concentracion (diluciones) para cada tiempo
de exposicion.

PLANTA DE TRATAMIENTO SAN LUIS TLAXIALTEMALCO

COMPARACION DE LAS DILUCIONES

INFLUENTE
DILUCION TIEMPO DE EXPOSICION EN MEDIAS DE LA LONGITUD DE
HORAS MIGRACION
2 10.8 vs 13.48
1:100 vs
1:150 4 10.5vs 12.66
6 12.34 vs 14.38
EFLUENTE
DILUCION TIEMPO DE EXPOSICION EN MEDIAS DE LA LONGITUD DE
HORAS MIGRACION
2 10.49 vs 7.51
1:50 vs
1:75 4 11.63 vs 6.7 **
6 7.9vs 6.2

** Si existe diferencia significativa al 95% de confianza

Tabla 10.- Comparacién de las diluciones.
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COMPARACION DE LAS MEDIAS DE MIGRACION DE LAS
CONCENTRACIONES DEL INFLUENTE
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Fig. 13.- Comparacion de las Diluciones del Influente en los tres tiempos de
Exposicion 2, 4 y 6 horas. En el tiempo de 4 horas si existe diferencia

significativa al 95% de confianza.

En el caso de las diluciones del Influente, como se menciond antes, se presenta
un comportamiento inesperado dado que las muestras de menor concentracion
presentan mayor nivel de dafio. Se ha mencionado que la mayor viabilidad de las
muestras menos concentradas pueden contribuir con este aumento del nivel de
dafio, también se ha considerado el hecho de que la menor concentracion de los
contaminantes puede evidenciarlos como compuestos genotéxicos.
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Fig. 14.- Comparacién de las diluciones del Influente a 2 y 4 horas de
exposicion.
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Fig. 15.- Comparacién de las diluciones del Influente a 6 horas de exposicion.

Por otra parte observando la distribucion de los datos (Fig. 15) se puede notar
que las diluciones producen diferentes patrones de migracion lo que hace pensar
que incluso son diferentes los compuestos que actian y esto podria deberse bien
a que, como ya se menciond, la menor concentracién, permitiria a algunos
compuestos téxicos evidenciarse como genotéxicos o bien a que dentro de la
dindmica de los diversos componentes de las muestras, algunos que estaban
inhibidos en las concentraciones mayores puedan entonces producir su efecto
genotéxico al presentarse en menores concentraciones.

Para el tiempo de 4 y 6 horas el comportamiento es muy similar observdndose
también las diferencias claras en el patron de distribucién de los datos.
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Fig. 16.- Comparacién de las Diluciones del Efluente en los tres tiempos de
exposicion 2, 4 y 6 horas. Si existe diferencia significativa (al 95% de
confianza) a las 4 horas de exposicion.
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Fig. 17.- Comparacidn de las diluciones del Efluente a 2 horas de exposicion.

Para el Efluente, en éstas diluciones 1:50 y 1:75 a 2 horas de exposicion, se
puede observar que, aunque la prueba de "U" no muestra diferencia
significativa los datos dejan ver una disminucién del nivel de dafio al disminuir
la concentracién de contaminantes.
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Fig. 18.- Comparacion de las diluciones del Efluente a 4 horas de exposicién.

Para el tiempo 4 horas el comportamiento fue similar disminuyendo el dafio de
forma significativa en la dilucién de menor concentracion.
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Fig. 19.- Comparacién de las diluciones del Efluente a 6 horas de exposicion.

Para el tiempo 6 horas puede notarse también una ligera disminucién del dafio
en la dilucion mds alta, aunque no hay diferencia significativa al 95% de
confianza.
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7.7.- Comparacion de los Procesos de Tratamiento Influente-Efluente.

Se comparé el efecto de los Procesos de Tratamiento en la Plantg,

obteniéndose los siguientes resultados.

PLANTA DE TRATAMIENTO SAN LUIS TLAXIALTEMALCO

COMPARACION POR PROCESO

INFLUENTE/ EFLUENTE

DILUCION INFLUENTE/ TIEMPO DE EXPOSICION MEDIAS DE LA
EFLUENTE EN HORAS LONGITUD DE
MIGRACION

10.80 vs 10.49

1: 100/ 1: 50 10.50 vs 11.63

OBIN

12.34vs 7.90 **

13.48 vs 7.51 **

1:150/1:75 12.66 vs 6.70 **

oORIN

14.38 vs 6.20 **

**Sj existe diferencia significativa al 95% de confianza

Tabla 11.- Comparacidon por proceso Influente/Efluente.
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COMPARACION DEL PROCESO DE TRATAMIENTO INFLUENTE/EFLUENTE
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Fig. 20.- Comparacion del Proceso Influente/Efluente en las diluciones
1:100/1:150 en los tres tiempos de exposicion 2, 4 y 6 horas. Si hay

diferencia significativa (nivel de confianza al 95%) a las 6 horas.
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Fig. 21.- Comparacién por proceso Influente/Efluente a 2 horas de
exposicion.

Al tiempo de 2 horas ambos procesos parecen ser muy similares con un ligero
aumento del nivel de dafio para el Influente. Es importante observar que la
distribucidn de los datos (Fig.21) nos muestra que aunque el Influente presenta
un mayor nimero de células con dafo, el Efluente presenta células con una
migracién mayor.

Para tratar de explicar este comportamiento, debemos recordar que el
Efluente, durante el proceso de tratamiento, recibe una dosis de cloro para su
desinfeccidén y al reaccionar con la materia orgdnica que no se ha eliminado
totalmente durante el proceso de tratamiento, conduce a la formacién de
subproductos de cloracién que son genotéxicos (Koivusalo et al, 1998; Kenneth
et al, 1999; Villanueva et al/, 2000; Yun et al, 2008) y pueden por tanto
producir un aumento de la genotoxicidad en comparacion con el Influente que
no tiene contacto con el cloro.

Y al tiempo de 2 horas parece ser que los compuestos comienzan a producir su
efecto genotdxico, compuestos que no estdn presentes en el Influente,
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Fig. 22.- Comparaciéon por proceso Influente/Efluente a 4 horas de
exposicion.

Al tiempo de 4 horas, aunque no de forma significativa, si puede observarse un
mayor nivel de dafio en el Efluente (Fig.22).

Esto pareceria un resultado incongruente si tomamos en cuenta que el
Influente tiene una mayor cantidad de compuestos y en mayor concentracion
que el Efluente y por lo tanto deberia causar mas dafio. A este tiempo el dafio
provocado por el Influente mantiene su nivel inicial, pero el Efluente aumenta
su nivel de dafio.

Esto provocado probablemente por el efecto de los productos de desinfeccion
formados por el tratamiento con cloro que recibe el Efluente para su
desinfeccion y a al tiempo de 4 horas parece ser que los compuestos alcanzan
su mayor efecto.
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Fig. 23.- Comparacién por proceso Influente/Efluente a 6 horas de
exposicion.

Al tiempo de 6 horas la mayor concentracion de compuestos aun activos en el
Influente parecen provocar un aumento en el nivel de dafio mientras que los
compuestos del Efluente en menor concentracién parecen agotarse y actdan
entonces los procesos de reparacion que disminuyen el nivel de dafio de forma
significativa (Fig. 23).
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COMPARACION DEL PROCESO DE TRATAMIENTO INFLUENTE/EFLUENTE
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Fig. 24.- Comparacion del Proceso Influente/Efluente en las diluciones
1:150/1:75 en los tres tiempos de exposicion 2, 4 y 6 horas. Si hay diferencia
significativa (al 95% de confianza).

Para las diluciones mds altas el se presentd la tendencia esperada al comparar
los procesos. El la media de las unidades de migracion en el Efluente a 2 horas
fue significativamente mas bajo que la media del Influente al mismo tiempo de
exposicion.
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Fig. 25.- Comparacién por proceso Influente/Efluente a los tiempos de
exposicion 2 y 4 horas.
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Fig. 26.- Comparacion por proceso Influente/Efluente a las 6 horas de exposicion.
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8.- DISCUSION

En la Cd. de México desde 1984 el Gobierno del D.F comenzd de manera oficial
las actividades de reuso del agua, con el Programa Nacional de Uso Eficiente
del Agua. Entre los afios 1990-1992 el programa se concentré en actividades
que incluyeron proteccién de zonas naturales de recarga del acuifero con agua
de lluvia y aguas residuales municipales recuperados. Asi mismo se
establecieron las disposiciones para un programa industrial de ‘“pre
tratamiento” requisito importante previo para las actividades de recuperacion
y reuso (National Research Counsil, 1995).

En el D.F. los 2.62m*/s de aguas residuales tratadas y reusadas se
distribuyen asi: 83% para irrigacién del paisaje urbano y depdsito de dreas
recreativas, 10% para uso industrial, 5% para irrigacién agricola, 2% para usos
comerciales por ejemplo el lavado de automdviles (6DF, 2007).

Uno de los proyectos mds significativos es el uso de aguas residuales
municipales recuperadas que provenienen de la Planta de Tratamiento San Luis
Tlaxialtemalco, para mejorar el ecosistema lacustre de los histéricos Canales
de Xochimilco. Esta Planta de Tratamiento al igual que todas las que administra
el GDF se encuentra permanentemente monitoreada en cuanto a andlisis
fisicoquimicos, bacterioldgicos, metales pesados y orgdnicos (6DF, 2007), sin
embargo se recomienda que el tratamiento de aguas residuales debe tener alta
prioridad antes de desecharlas, asi como incrementar la vigilancia de la salud
publica (National Research Counsil, 1995). Igualmente se sugiere llevar a cabo
estudios epidemioldgicos necesarios que permitan evaluar el potencial de
contaminacion.

La técnica que permite la deteccidn sensible de dafio y reparacion de ADN es
criticamente importante en los campos de toxicologia y epidemiologia es la
cominmente conocida como Ensayo Cometa.

En el presente trabajo se utilizd ésta técnica para evaluar la actividad

genotéxica del agua residual y residual tratada de la Planta de Tratamiento de
Agua Residual San Luis TLaxialtemalco.
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Es conveniente llevar a cabo un ensayo de viabilidad cuando se realizan
estudios de actividad genotéxica /n vivo mediante el Ensayo Cometa (Hartmann
et al., 2003).

Por lo que en éste estudio se llevé a cabo el ensayo de viabilidad en las dos
diluciones (1:100 vy 1:150) del Influente, presentdndose una diferencia entre
ambas de 2%. La dilucion menos concentrada (1:150) la que presentd la mayor
viabilidad: 96%.

Para el Efluente, la viabilidad obtenida para las dos diluciones ensayas (1:50 y
1:75) mostré también una diferencia de 2 puntos porcentuales: la dilucién 1:50
obtuvo un 94%, mientras que la dilucion 1:75, un 96% que, al igual que en el
Influente, se obtuvo lo que se esperaba: en las muestras menos concentradas
se presentd una viabilidad mayor.

Cabe sefialar que el mdximo tiempo de exposicién para evaluar la viabilidad de
las diluciones, tanto del influente como del efluente, fue de 6 horas (Tice et
al., 2000; Hartmann et al., 2003).

COMPARACION DE LAS DIFERENTES DILUCIONES.
Influente

Se evalud el efecto genotéxico de las diluciones de los concentrados de las
muestras del Influente, determinando si existian diferencias en los efectos
genotéxicos ocasionados por las diferentes diluciones 1:100 y 1:150.

Para éste caso, la relacion concentracién-efecto parece ser inversamente
proporcional, dado que la menor concentracién ensayada (1:150) produce un

efecto genotdxico mayor que el producido por la concentracién mds alta
(1:100).

Este comportamiento se podria explicar tomando en cuenta que la mayor
viabilidad de las muestras menos concentradas puede contribuir al aumento del
nivel de dafio, es decir, que hay un mayor nimero de células susceptibles de
dafio.
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También se considera que posiblemente la menor concentracién de los
contaminantes puede disminuir la foxicidad general de algunos compuestos que
inhibian el crecimiento o producian muerte celular, pueden a menor
concentracidn, tener un efecto genotoxico.

Por otra parte la distribucion de los datos permite ver que las diluciones
producen diferentes patrones de migracion, lo que hace pensar que hay
diferentes compuestos actuando y esto podria deberse, bien a que como ya se
menciond, la menor concentracién permite a algunos compuestos toxicos
evidenciarse como genotdxicos o bien, a que la interaccién de los diversos
componentes de las muestras, evidencie sus efectos a menores
concentraciones, es decir que los compuestos que estaban inhibidos en las
concentraciones mayores pueden entonces producir su efecto genotéxico, y
sumado a esto, una mayor viabilidad, daria como resultado un mayor nivel de
dafio a menores concentraciones.

Efluente.

En el Efluente, se obtuvo lo esperado, ya que la concentracion fue
directamente proporcional al efecto genotdoxico producido. Se observé ademds
que, la menor concentracion (1:75) aunque si bien presenta efecto genotédxico,
éste es el de menor nivel y se ve disminuido conforme aumenta el tiempo de
exposicion, ya que al parecer la concentracién de contaminantes se agotd, y se
presentaron los procesos de reparacion.

COMPARACION DE LOS TIEMPOS DE EXPOSICION.

Cabe sefialar que el mdximo tiempo de exposicién para ambos concentrados de
las muestras (Influente y Efluente) fue de de 6 horas, y a partir de éste
tiempo mdximo, se consideraron 3 tiempos de exposicion (Tice et a/, 2000;
Hartmann et al., 2003).
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Influente.

En relacién a los tiempos de exposicién, en las diluciones del Influente se
observa un dafio inicial que parece disminuir ligeramente de las 2 a las 4 horas
de exposicion para después alcanzar un mdximo a las 6 horas, y esto ocurre
para las dos diluciones ensayadas.

Este comportamiento puede estar relacionado con los diferenciales de
concentracién mencionados en la comparacion de las diluciones al ensayar el
Influente, en los que las menores concentraciones producen dafios de mayor
nivel.

En este caso, es posible que después de un dafio inicial, la concentracién total
de compuestos disminuya y con ello contribuir a un ligero descenso del nivel de
dafio, pero después de un tiempo, comiencen a actuar los diferentes
compuestos genotéxicos presentes en las muestras que en mds altas
concentraciones no se agotan y mantienen su efecto hasta el final de la prueba.

Efluente.

Para la dilucién de mayor concentracién del Efluente (1:50), a las 4 horas de
exposicion se nota un maximo de dafo, observdndose un incremento en funcién
del tiempo, en el intervalo de 2 a 4 horas y un posterior decremento a las 6
horas de exposicion. Este comportamiento se relaciona con las relativamente
bajas concentraciones de compuestos presentes en el Efluente que parecen
agotarse al superar el tiempo de 4 horas.

Después de éste tiempo se hace evidente una recuperacion de la poblacion
celular, reflejandose en una disminucién del nivel de dafio que sélo puede

explicarse en funcion de la participacion de los procesos de reparacion celular.

En la dilucion de menor concentracion (1:75) se puede observar un ligero
decremento del nivel de dafio en funciéon del tiempo.
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En éste caso la concentracién de los compuestos son ain mds bajas y el efecto
de éstos parece agotarse a partir de las 2 horas de exposicion, después de
cual, se observa una disminucién del nivel de dafo que se relaciona
posiblemente con los procesos de reparacion (Singh et al., 1988).

COMPARACION DE LAS PRUEBAS PARA EVALUAR REPARACION.

Cémo se describid en el método del presente estudio, al llevar a cabo la lisis de
las células tratadas con las diferentes diluciones de los concentrados
colectados del Influente y Efluente, se llevé a cabo un ensayo para evaluar el
posible proceso de reparacién en la poblacién celular expuesta (prueba 2).

Lo anterior, con el propdsito de verificar si el dafio producido por los
concentrados de agua sobre la poblacion celular era o no reparable cuando se
tiene tiempo para que suceda este evento. El tiempo para reparacién de 30
minutos se efectud exponiendo las células a luz blanca, ya que se tiene
conocimiento que existen microorganismos y diferentes tipos de células que
tienen la capacidad de reparar su ADN tras haber sido dafiados y algunos
necesitan luz para emprender la reparacion (“foto reactivacién”), mientras que
otros pueden reparar su ADN sin luz en un periodo dado de tiempo. (Fritz T,
1999).

Sin embargo, no se pudieron obtener conclusiones, ya que no hubo una
diferencia significativa al hacer la comparacion de ambas pruebas con la
prueba de U de Mann Whitney al 95% (Prueba 1 y Prueba 2), sino que
resultaron muy similares entre si, ambos procesos.

La reparacion pudo evidenciarse en los datos del las diluciones del Efluente,
pues se aprecia una disminucién del dafio a las 6 horas de exposicion.

En el Efluente (Dil. 1:50) se registré un aumento del efecto dafiino de las 2 a
las 4 horas de exposicion y un posterior decremento por posible reparacion, a

las 6 horas.

En la Dil. 1:75 el decremento se observa en una tendencia directamente
proporcional al tiempo de exposicidn.
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Dado que la viabilidad permanecié constante a los diferentes tiempos de
exposicion, la reduccién del nivel de daio se atribuyd solamente a los procesos
de reparacion.

Tomando en cuenta que | disminucion del dafio se observé en los tiempos de

exposicion mas prolongados, se piensa que los componentes que provocaron el
dafo habian disminuido su efecto o se habian agotado.

72



COMPARACION DEL PROCESO DE TRATAMIENTO
INFLUENTE/EFLUENTE.

En general, los resultados nos permiten ver que, por una parte, los procesos de
tratamiento disminuyen en efecto la concentracién y la variedad de
compuestos contaminantes presentes en influentes de las plantas de
tratamiento, y con ello contribuyen a disminuir la toxicidad y genotoxicidad de
las aguas que componen el efluente.

Pero por otra parte estos mismo procesos (puntualizando los procesos de
desinfeccidn con cloro) tienden por el contrario aumentar la genotoxicidad de
las muestras, al inducir en ellas la producciéon de compuestos drganoclorados
con cualidades genotéxicas (Koivusalo et al, 1998; Kenneth et al, 1999;
Villanueva et a/, 2000; Yun et a/,, 2008).

Ante ésta paradoja, es preciso modificar los procesos de tratamiento para
eliminar en lo posible, la mayor cantidad de materia orgdnica de las aguas, que
deberdn desinfectarse de tal manera que se evite en lo posible, la formacion
de compuestos genotdxicos y de ésta forma hacer el proceso mds eficiente
(McClean J, 2006).
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9.- CONCLUSIONES.

En Base a los resultados se puede concluir que:

e En el influente, la concentracion mas baja produce mayor efecto
genotéxico.

e En el Efluente el dafio genotdxico aumenté de manera proporcional con el
incremento de la concentracidn.

e En el Influente, en los tiempos de exposicion ensayados no se observa
reparacion.

e En el Efluente en la concentracién mds baja, los tiempos de exposicidn
mds prolongados permiten ver indicios de procesos de reparacion.

e En general, los procesos de fratamiento disminuyen la actividad
genotdxica de las muestras de agua pero deben tenerse en cuenta los
procesos de desinfeccion con cloro, que tienden a producir compuestos
genotodxicos si existen altas concentraciones de materia orgadnica.
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