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CONTRIBUCION DE LA CONTAMINACION Y CLORACION
EN LA MUTAGENICIDAD, GENOTOXOCIDAD Y PRESENCIA
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AND PRESENCE OF MUTAGENS IN POTABLE WATER
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Resumen

Este trabajo evaluo el efecto mutagénico y genotoxico producido por tres tipos de aguas: 1) agua sin tratar que surte una
planta de potabilizacion, 2) agua tratada y clorada y 3) agua que llega a los domicilios; también se identificaron mutagenos
presentes en el agua domiciliaria. El test de Ames encontrd que el agua contaminada a pH 7 que entra a la planta presenta
alta mutagenicidad indirecta superd siete veces la mutagenicidad del control, pero después de tratada, s6lo produjo dos y
medio veces la mutagenicidad indirecta del control. Lo anterior indica que la planta removié el 65% de la mutagenicidad
procedente de la contaminacion. Pero, la cloracion del agua a pH 2 produjo aumento ostensible de la mutagenicidad directa
en la cepa TA100 la cual superd ocho veces el control. Este mismo patréon de mutagenicidad se observo en los domicilios
pero en menor escala. Los tres tipos de agua presentaron alta genotoxicidad significativa en linfocitos humanos, lo que
indica que los mutagenos presentes en el agua de consumo pueden dafiar el ADN de estas células, y por lo tanto, podrian
implicar un factor de riesgo para la salud humana. Un analisis por cromatografia de gas acoplado a espectrometria de masas
(GC/MS) detecto la existencia de cinco hidrocarburos policiclicos aromaticos en el agua domiciliaria: Naftaleno 1,1°(1,10
decanodil) bis, fenantreno 9 dodeciltetradecahidro, dibenzo(a,h)antraceno 1,2,3,4 tetrahidro, benz(a)antraceno 7,12 dimetil
y 9, 9’ bifenantreno octacosahidro de los cuales, los primeros cuatro son mutacarcinégenos reconocidos. También se
identifico la hormona esteroidea androstane 5 alfa que podria ser promotora del proceso de carcinogénesis.
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Abstract

This study evaluated the mutagenic and genotoxic activities produced by three types of water: 1) raw polluted water
which supply a treatment plant, 2) water after it has been treated including chlorination, and 3) the domiciliary potable
water. The Ames test found that raw water at pH 7 in the plant exhibited high indirect mutagenic effect, over seven times
the control, but after this water was treated and chlorinated in the plant produced low indirect mutagenicity, only two
and half times the control. This result may indicate that the 65% of the polluted mutagenic materials were removed by
the treatment in the plant, but, the chlorinated water at pH 2 increased ostensibly the direct mutagenicity, which was
eight times over the mutagenicity from the control in the strain TA100. The same mutagenic pattern was observed but in
lower amounts in the domiciliary drinking water. All three types of water samples also, exhibited high genotoxicity in
human lymphocytes. This may indicate that mutagens present in this drinking water can damage human DNA in these
cells, therefore may implicate a risk for human health. After analyzing neutral extracts from domiciliary drinking water,
using GC/MS, five polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) were detected: Naphthalene 1,1 (1,10 decanedyl) bis,
phenanthrene 9 dodecyltetradecahydro, dibenz(a,h)anthracene 1,2,3,4 tetrahydro, 9,9’ biphenantrene octacosahydro, and
benz(a)anthracene 7,12 dimethyl. The four first of them PAH have been recognized as mutacarcinogens. In this water, it
was identified the hormone Androstane 5 alpha.
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INTRODUCCION

Los afluentes que surten de agua a las plantas de
potabilizacion pueden recibir mutagenos por medio
de contaminacion con pesticidas que en su mayoria
han mostrado ser mutagénicos (Blair, 1995; Brown
et al., 1990; Rehana et al., 1995; Sierra et al., 1998;
Zuleta et al., 1990). Segun Morelli (2000), mas de
la mitad de pesticidas presentan potencialidad car-
cinogénica. Las aguas negras que contaminan las
aguas contienen muchos mutacarcinégenos tales
como: hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA)
formados en cenizas, hollin, tiznes de humos y otros
subproductos de la combustion (Yang et al., 2003),
nitrosaminas que se encuentran en alimentos ahuma-
dos y descompuestos (Grubbs et al., 1983; Mirvish,
1975) y aminas heterociclicas (AH), que se generan
de alimentos quemados como carnes fritas y asadas
(Felton et al., 2000). Las AH también se excretan
en la orina y heces de personas que comen carnes
fritas y asadas (Doolittle ez al., 1989; Felton y Knize,
1990; Frandsen, 1997; Gabbani ef al., 1998; Ono et
al., 1996; Randerath et al., 1999; Sousa et al., 1995;
Ushiyama et al., 1991). Y la orina y las heces cons-
tituyen el principal contenido de las aguas negras. Se
ha demostrado que las AH son mutacarcinogénicas
en ratones y ratas (Felton et al., 2002; Sugimura,
1997). Los mutacarcindgenos también llegan a las
aguas a través de los residuos industriales de aceites
quemados y solventes organicos (Alguacil et al.,
2002). Por la interaccion del cloro con compuestos
organicos contenidos en el agua se forman muchos
subproductos altamente mutagénicos in vitro e in
vivo tales como los trihalometanos (THM), clorofu-
ranonas como el MX (3-cloro-4clorodiclorometil)-
5-hidroxi-2 (5H)-furanona), bromohidroxifuranona
(BrMX) e hidrocarburos clorinados (Badawi et al.,
2002; Fielding y Horth, 1986; Kronberg y Franzen,
1993; Le Curieux et al., 1999; Meléndez et al., 2001a,
2001b; Nobukawa y Sanukida, 2001). Diferentes
estudios epidemiologicos asocian algunos tipos de
cancer humano al consumo de aguas desinfectadas
con cloro (Morris, 1995; Morris y Valentich, 1993).
También se encontr6 que el MX es carcinogénico en
roedores (Komulainen et al., 1997).

En la Universidad de Antioquia, encontramos que los
afluentes que surten una planta de potabilizacion de
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agua del departamento de Antioquia producen alta mu-
tagenicidad (Duque y Zuleta, 2003). Los mutagenos
que contaminan el agua pueden provenir de las aguas
negras vertidas al afluente principal de esta planta.
Esto lo demostraron Orozco et al. (2003) al identificar
las siguientes aminas heterociclicas en dichas aguas
negras antes y después de pasar por un tratamiento
bioldgico: 3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido {4,3-b}indol
(Trp-P1), 3-amino-1-metil-5H-pirido{4,3-b}indol
(Trp-P2); 2-amino-9H-pirido{2,3-b}indol (AaC); 2-
amino-3-metilimidazo {4,5-f} quinolina (I1Q); 2-ami-
no-3,8 dimetilimidazo {4,5-f} quinoxalina (MelQx).
Estas AH son mutacarcinogénicas en ratones y ratas
(Sugimura, 1997; Felton et al., 2002). Teniendo en
cuenta lo anterior, se espera que el agua que abastece
la planta en estudio contenga mutagenos provenientes
de la contaminacion ambiental que si no son extrai-
dos por el tratamiento del agua, podran llegar hasta
los domicilios. Por efecto de la cloracion también
se espera que se generen mutagenos directos en el
agua potable.

Para comprobar lo anterior en este trabajo se compard
el efecto mutagénico y genotoxico producido por
mutagenos contenidos en tres tipos de aguas: 1) el
agua que entra a la planta, 2) el agua tratada y clorada
en la planta y 3) el agua que llega a los domicilios.
Ademas se detectaron mutagenos presentes en el agua
que llega a los domicilios.

La gran importancia de detectar mutagenos en el agua
de consumo, es la estrecha relacion que existe entre
la exposicion cronica a pequefias dosis de mutage-
nos y la incidencia de cancer (Pohjola et al., 2003).
Debe tenerse en cuenta que la exposicion continua a
pequefiisimas dosis de mutagenos puede resultar en
la acumulacion de mutaciones en células blanco hasta
convertirlas en iniciadoras del proceso carcinogénico.
Por lo tanto, es importante conocer el conducto por
medio del cual los mutagenos llegan a los organismos
y asi poderlos evitar con el fin de disminuir el inicio
del proceso de carcinogénesis.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras. Las muestras de agua se tomaron
en tres zonas diferentes: 1) inmediatamente entran a
la planta de tratamiento, 2) después de ser tratada y
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clorada en la planta y 3) en domicilios urbanos sur-
tidos por dicha planta. Cada muestra se tomo en tres
ocasiones diferentes, en los mismos sitios, el mismo
dia de la semana y en la mafiana (10 a. m.-12 m.). El
volumen total colectado de cada muestra fue de 100 1,
transportado en recipientes de plastico, muy bien la-
vados. Inmediatamente se tomaron las muestras, se
evalu6 el pH y temperatura. Con el fin de estabilizar
los diferentes tipos de mutagenos, cada muestra se
trabajo a pH 7 y a 2 acidificandola con HCL

Concentracion y extraccion del material organico
del agua. El material organico no volatil contenido
en 100 1 del agua, se adsorbi6 en resina estirene
divinilbenceno amberlita XAD-2 y XAD-7 (Sigma-
Supelco). Antes de usar las resinas XAD, se lavaron
por extraccion Soxhlet consecutivamente con meta-
nol, acetona y metanol cada 24 horas. Se utilizaron
100 g de cada resina en columnas de vidrio de 6 cm
de diametro por 50 largo. El agua se pasé a una ve-
locidad de flujo de 5 ml/min. La elucion se hizo con
acetona 5 veces mayor que el volumen ocupado por
las resinas. El eluyente se retir6 por rotaevaporacion
a baja presion a 60 °C hasta la sequedad y luego se
determiné el peso del extracto, éste se conservo a
-20 °C para analisis posteriores. En el momento de
iniciar los ensayos mutagénicos el extracto se diluyo
en dimetil sulféxido (DMSO) al 50% pero para los
analisis genotoxicos la dilucion se hizo en DMSO
al 1%.

Deteccion de la potencialidad mutagénica por el
test de Ames. Con el fin de detectar si los extractos
del material orgénico del agua contenia mutagenos,
a cada extracto se le evalu6 su efecto mutagénico por
medio del test de Ames con Salmonella typhimurium.
La ocurrencia de mutaciéon revertante se conoce
porque la S. typhimurium se convierte a his*, por lo
tanto puede crecer en medio sin histidina. De cada
extracto se evaluo la mutagenicidad de cuatro dosis
diferentes, con el fin de determinar efecto de dosis.
La mayor dosis se selecciono teniendo en cuenta que
no fuera toxica o solo llegaraa LD . Para los analisis
mutagénicos se usaron las cepas TA98 y TA 100. La
cepa TA 98 responde a mutagenos que causan pér-
dida o ganancia de bases y la cepa TA 100 responde
a mutagenos que causan sustitucion de bases. Todos
los ensayos se hicieron en presencia o ausencia de la
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mezcla S-9, la cual contiene las enzimas que activan
los promutagenos indirectos. Para procesar el test
de Ames, se sigui6 el protocolo descrito por Maron
y Ames (1983). En resumen, la dosis del extracto
mezclada con el S9 o tampén y 1 x 10° bacterias se
preincubd a 37 °C por una hora, luego se sembrd
en agar minimo y después de 48 horas se contaron
como mutantes reversibles las bacterias his™ que
crecieron en este medio. El mutadgeno indirecto
2 amino fluoreno se usé como control positivo y los
solventes DMSO 50% y el agua destilada se usaron
como controles negativos. Los resultados de cada
dosis se presentaron como el promedio de tres ex-
perimentos independientes, cada uno por duplicado.
Para cuantificar la mutagenicidad se us6 el factor
de mutagenicidad (FM), este factor se refiere a las
veces que el niimero de mutaciones producidas por
el tratamiento supera el numero de mutaciones del
control negativo. Los resultados fueron considerados
positivos si el tratamiento duplica el control negativo
y laincidencia del aumento de mutaciones en los tra-
tamientos es reproducible en todos los experimentos
independientes.

Deteccion de genotoxicidad por ensayo cometa. El
dafio en el ADN se detect6 en linfocitos humanos.
Estos se aislaron de sangre periférica de un hombre
de veinticinco afios de edad, sano, no fumador. La
separacion de los linfocitos se hizo de 5 ml de sangre
con gradiente de “ficoll-hipaque ”, las células se re-
suspendieron en medio RPMI libre de Ca*" y Mg?".
Con el fin de determinar efecto de dosis, los linfocitos
se trataron con seis dosis no toxicas de cada extracto.
Luego se incubaron a 37 °C. La viabilidad celular se
midid con azul tripano antes y después de una hora
del tratamiento. El ensayo cometa se proces6 segiin
la metodologia propuesta por Singh et al. (1988) y
modificada por Pandrangi et al. (1995). Las células
tratadas mezcladas con agarosa de bajo punto de fu-
sion (LMA) al 0,5%, se pipetearon sobre portaobjetos
previamente impregnados con agarosa de punto de
fusion normal (NMA), inmediatamente se cubrieron
con cubreobjetos para sumergirlo en solucién de lisis
fresca por minimo una hora. Después, los portaob-
jetos se colocaron en una cdmara de electroforesis
horizontal con tampén alcalino (pH >13) (NaOH
10N y EDTA 200 mM) a 4 °C por 20 min para que
el pH alcalino desnaturalice el ADN y optimice las
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rupturas de los sitios apurinicos (AP) ocasionados
por los genotoxicos. Al cumplirse este tiempo, se
corre la electroforesis a 25 V, 300 mA por 30 min.
Los portaobjetos se lavaron con tampoén neutralizante
y se tifieron con bromuro de etidio. Las células se
observaron en un microscopio de fluorescencia marca
Nikon con un filtro verde de una longitud de onda
de 540 nm y con un aumento de 400X. Se hicieron
dos ensayos cada uno por duplicado y se analizaron
120 células por cada tratamiento. El dafio en el ADN
se midi6 con base en la longitud en pm de la migracion
de los fragmentos del ADN (cola) de los cometas (a
mayor longitud de cola se supone que hubo més frac-
cionamiento del ADN). Para medir el dafio también
se tuvo en cuenta la frecuencia de células dafiadas.
Los linfocitos cuyas colas fueron mayores a dos ve-
ces la longitud promedio del control se clasificaron
como c¢lulas dafiadas. El dafio del ADN se cuantifico
visualmente en cinco categorias segun la longitud de
la cola (cometa); de 0-36 pm sin dafio (0); 37-50 um
dafio bajo (1); 51-65 um dafio medio (2); 66-85 um daiio
alto (3); mas de 86 pm daiio total (4).

Identificacion de mutagenos. Al extracto del agua
domiciliaria (120 mg de material organico contenidos
en 100 1) se le hizo fraccionamiento basico, acido y
neutro utilizando éter. La fraccion neutra de pH 7
mutagénica, se diluy6 en 1 ml de metanol anhidro,
se paso por filtro miliporo de diametro 0,22 um y se
inyectaron 2 pl al cromatoégrafo de gases acoplado
a masas (GC-MS) marca Varian 3800 con detector
selectivo de masas Saturn 2000 e inyector automa-
tico 82000. El detector de masas analiza el peso
molecular de cada compuesto a medida que pierde
atomos. Cada compuesto sigue un patron especifico
de fraccionamiento. Los mutagenos se identificaron
por laigualdad del espectro de masas de un compues-
to contenido en el agua domiciliaria con el espectro
de un compuesto puro hallado en la base de datos
NIST 1998, que contiene 140.000 compuestos. Las
condiciones de operacion del GC-MS fueron las si-
guientes: se uso una columna JWDB-5 ms de 25 m x
0,25 mm de diametro interno, 0,25 um de espesor de
pelicula, con temperatura méaxima de 320 °C. Flujo
constante de 1 ml/min del Helio como gas portador,
temperatura del inyector: 280 °C. La temperatura de
la columna: programada a 5 °C/min desde 80 hasta
200 °C; 3 °C/min desde 200 hasta 60 °C y permanece
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en esta temperatura por 15 min; asciende hasta 300 °C
con la misma tasa de aumento.

RESULTADOS

Mutagenicidad evaluada por el test de Ames. Se
obtuvieron en promedio 120 mg de material organico
en 100 1 de agua tratada en la planta o en la que llega
a los domicilios lo que equivale aproximadamente
a 300 pg de material orgénico por vaso de agua de
250 ml.

Para determinar efecto de dosis, se buscé mutageni-
cidad de cuatro dosis no toxicas: 1, 2, 3 y 4 mg de
extracto procedentes de cada muestra de agua. En
la figura 1 se observa la mutagenicidad de las aguas
analizadas (no se grafico el agua sin tratar a pH 2
por no presentar actividad mutagénica). En el agua
que entra a la pH 7, s6lo se encontré mutagenicidad
indirecta en la cepa TA 98 en presencia de S-9 y
se observo claramente efecto de dosis. La maxima
mutagenicidad con esta agua produjo un factor de
mutagenicidad (FM) de siete, o sea que supero siete
veces el control negativo (figura 1A).

La mutagenicidad del agua después del tratamiento y
la cloracion a pH 7, tomada tanto en la planta como
en los domicilios, presentd actividad mutagénica
indirecta que, superd dos veces el control negativo.
Dicha mutagenicidad so6lo se observo en la cepa
TA 98 en presencia de la mezcla S9. Estas mismas
muestras, pero acidificadas a pH 2 presentaron alta
mutagenicidad directa e indirecta en la cepa TA-100,
la directa superd ocho veces el control en la planta
y cinco veces el control negativo en los domicilios.
En cambio, en la cepa TA 98 la mutagenicidad a pH 2
duplico el control (figuras 1B y 1C).

Daiio del ADN evaluado con el ensayo cometa. La
tabla 1y la figura 2 presentan el efecto genotoxico en
linfocitos humanos evaluado con el ensayo cometa.
Los linfocitos se expusieron a los extractos de las di-
ferentes aguas, en dosis no toxicas de 0,25, 0,50, 0,75,
1,00, 1,25 y 1,50 mg. Dichas aguas se procesaron a
pH 2 y pH 7. La longitud promedio de la cola del
control fue de 18 + 6 um. En general se observo que
a partir de la concentracion de 0,25 hasta 1,00 mg de
extracto de las aguas aumento tanto la migracion del
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1a 1b Agua tratada y clorada en la 1c Agua de Domicilio
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Figura 1. Perfil mutagénico de tres aguas diferentes. 1A. Sin tratar. 2B. Tratada y clorada en la planta. 1C. Domicilio. Las estrellas
(*) indican cepa TA 98 con agua a pH 2 y las esferas (®) cepa TA 100 con agua a pH 2. Los triangulos (A) indican la cepa TA 98 con
agua a pH 7 y los cuadros (M) representan la cepa TA 100 con agua a pH 7, las lineas continuas (—) indican con S9 (con activacioén
metabolica), y las discontinuas (- - -) sin S9. El resultado de cada dosis es el promedio de tres experimentos independientes cada uno
por duplicado. Las dosis se dan en mg del extracto obtenido de 100 litros de agua

ADN como la frecuencia de células dafiadas. Con las
dosis mayores se formoé una meseta. (figuras 2Ay 2B).
Las muestras de aguas tratadas en la planta y las que
llegan a los domicilios produjeron dafio alto de tipo tres
y cuatro. Se debe destacar que el agua recién clorada
en la planta, procesada a pH 2 present6 dafio de tipo
cuatro, mayor que el dafio producido por el agua que

llega a los domicilios donde no pas6 de tipo tres (figura
2A). La viabilidad de los linfocitos evaluada con azul
tripano, oscilo entre 96 y 99% antes del tratamiento.
Después de una hora de los diferentes tratamientos,
la viabilidad disminuy6 con el aumento de la dosis
(figura 2C), en cambio el porcentaje de células dafiadas
aumento al incrementarse la dosis (figura 2B).

28 Migracion DNA
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T T T T T " 0
PBS 025 05 075 1 125 15

Dosis (mg) extracto

2b Frecuencia de células
dafiadas

PBS 025 05 075 1

Dosis (mg) extracto

2C viabilidad después del
tratamiento

80 |\

% de viabilidad
ey
o

N
o

o\ m-.g
BS 025 05 0.75 1 125 15
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Figura 2. Genotoxicidad en el ADN de linfocitos humanos evaluado con el ensayo cometa. Los triangulos (A) indican el agua sin
tratar que entra a la planta. Los cuadros (M) indican agua de la planta después del proceso de cloracion. Los circulos (®) indican agua
de domicilios. Las lineas discontinuas (- - - - - ) indican pH 2. Las lineas continuas (—) indican pH 7. 2A. Genotoxicidad medida segun
la longitud en um de la migracion de fragmentos de ADN (cola). 2B. Porcentaje (%) de células danadas. 2C. Viabilidad
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Tabla 1. Genotoxicidad en linfocitos humanos, producida por: extracto de agua sin tratar que entra a la planta; extracto de agua
después del tratamiento y la cloracion; y extracto de agua domiciliaria. La genotoxicidad se evalud por el ensayo cometa

Tratamiento Dosis en mg Longitu)(; ie])cs a (um) % Células dafiadas | Tipo dafio? % Viabilidad®
PBS 50 ul 18+ 6 1 0 97
H,0, 250 mM 120+5 100 4 0
0,25 24+ 12 31 0 37
0,50 28 £ 12 47 0 29
Extracto de agua sin 0,75 38+15 66 1 17
tratar pH 7 1,00 37+17 71 1 14
1,25 46 + 18 77 2
1,50 51+21 75 2
0,25 56+ 12 42 2 59
0,50 65+ 13 58 3 50
Extracto de agua 0,75 60+ 8 67 ) 48
tratada y clorada en
planta pH 7 1,00 63+13 87 2 39
1,25 66+13 90 3 35
1,50 68 + 11 94 3 10
0,25 39+17 48 1 67
0,50 47+ 16 69 2 35
Extracto de agua de 0,75 57+16 94 2 28
domicilio pH 7 1,00 79 £16 99 3 18
1,25 74+8 99 3 16
1,50 75+ 11 99 3 14
0,25 17+4 30 0 90
0,50 32+5 35 0 78
Extracto de agua sin 0,75 46+ 6 48 1 60
tratar pH 2 1,00 fragmentacion total 50 . 45
1,25 fragmentacion total 54 - 35
1,50 fragmentacion total 60 - 30
0,25 37+ 18 50 1 78
0,50 48 £ 14 88 2 51
Extracto de agua 0,75 77419 100 3 33
tratada y clorada en
planta pH 2 1,00 99+ 19 100 4 15
1,25 98+ 19 100 4 2
1,50 96 + 14 100 4 0
0,25 42 +14 58 1 80
0,50 50+ 14 64 2 60
Extracto de agua de 0,75 55413 92 2 55
domicilio pH 2 1,00 52+ 14 86 2 48
1,25 66+ 11 100 3 43
1,50 67+16 100 3 28

El tipo de dafo se determiné segun la longitud del ADN (cola) en um asi: 0-36 sin dafio (0); 36-50 dafio bajo (1); 51-65 dafio medio (2); 66-85 dano

alto (3); mas de 85 um [
después de s
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Identificacion de mutagenos. En la tabla 2 y figura 3
se observa el perfil cromatografico de compuestos
neutros contenidos en el agua domiciliaria procesada
a pH 7, separados segun su tiempo de retencion en
cromatdgrafo de gas (CG). Después del analisis de
los espectrometros de diferentes tiempos de retencion
se encontro6 presencia de cinco HPA y una hormona
en el agua domiciliaria.

La figura 4A (parte superior), muestra el espectro
de masas de la hormona androstane 5 alfa hallada
en el pico cromatografico con tiempo de retencion
31,436 min del agua domiciliaria y en la parte inferior
esta el espectro de masas del compuesto puro registra-
do en la base de datos. Se observa coincidencia entre
los siguientes iones moleculares: uno con m/z igual a
260 correspondiente al peso molecular del compues-
to, otro con m/z igual a 245 que se origino por ruptura
entre el carbon 5y 19 con la pérdida de un CH,, y
finalmente, otro con m/z 135. La probabilidad de
coincidencia dada por la base de datos es 96%. En la
figura 4B (parte superior), aparece el espectro de ma-
sas del fenantreno 9 dodeciltetra dodecahidro tomado
del pico cromatografico con tiempo de retencion de
36,159 min del agua domiciliaria comparado con el
espectro de masas del correspondiente compuesto
registrado en la base de datos. Se observa coinciden-
cia entre ocho iones de fragmentacion molecular. El
primer i6n con un m/z igual a 360 correspondiente
al peso molecular. Otros son los fragmentos i6nicos
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con m/z igual a 191, originado por el rompimiento
entre el carbono 3 y el 15 que involucra los carbonos
del 3 hasta el 13. El i6n con m/z igual a 122, el i6n
con un m/z igual a 110, el i6n con un m/z igual a 95
e involucra los carbones 3-4 y 1-6, otro i6n con m/z
igual a 81 que se origina por la fragmentacion entre
el carbono 3-2 y 1-6 e incluyen los carbonos 1-2-11-
12-13 y 14. Otro i6n con m/z igual a 67 y el octavo
i6n con m/z de 65. La probabilidad de coincidencia
es del 71%. En la figura 4C se compara el espectro
de masas del compuesto dibenzo(a,h)antraceno
1,2,3,4 tetrahidro tomado del pico cromatografico
con tiempo de retencion de 39 min del agua domi-
ciliaria comparado con el espectro de la referencia
encontrada en la libreria. Se observa coincidencia
en dos iones moleculares principales, el mayor con
un m/z de 282 correspondiente al peso molecular y
otro de menos abundancia con un m/z de 267 que se
podria atribuir al rompimiento del hexaciclo saturado
seguido de la pérdida de un grupo CHj. La probabili-
dad de coincidencia es del 65%. En la figura 4D (en
la parte superior) aparece el espectro de masas del
compuesto benzo(a)antraceno 7, 12 dimetil tomado
del pico cromatografico con tiempo de retencion de
45,739 min del agua domiciliaria, comparado con el
espectro del compuesto correspondiente hallado en la
base de datos. Se observa coincidencia en tres iones.
El primer i6n con un m/z igual a 256 correspondiente
al peso molecular. El segundo i6n molecular con un
m/z de 241, que se da por la eliminacion de un gru-

10.

Extracto neutro a pH 2

Tiempo de retencion en minutos.

|lllllllll1blllllllllzblllllllllablllllllll4blllllllllsblllllllIIGblllllllll7blllllIIIIBbII|

minutes

Figura 3. Perfil cromatografico analizado por CG, de los picos separados segtin el tiempo de retencion en minutos de cada compuesto

contenido en la fraccion neutra del agua domiciliaria a pH 7
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Tabla 2. Compuestos presentes en el agua que llega a los domicilios
Compuesto identificado Estructura % de coincidencia

Androstane 5 alfa

Fenantreno 9 dodeciltetra decahidro

Dibenzo(a,h)antraceno 1,2,3,4 tetrahidro

Benzo(a)antraceno 7, 12 dimetil

9, 9’ bifenantreno octacosahidro

Nafthaleno 1,1°(1,10 decanediil) bis

& |
Dl g

&

‘©© 65
ook .

65

QO
76
Q0

La coincidencia se refiere a la similitud de los 2 espectros, el del compuesto en el agua y el del compuesto puro en la base de datos

NIST 1998.

po CH, y el tercer i6n molecular con un m/z igual
a 120. La probabilidad de coincidencia es del 60%.
En la figura 4E se compara el espectro de masas
del compuesto 9, 9" bifenantreno octaocosahidro
tomado del pico cromatografico con tiempo de re-
tencion de 65,761 min del agua domiciliaria (parte
superior) comparado con el espectro del compuesto
correspondiente hallado en la base de datos NIST.
Se observan cuatro iones principales coincidentes.
El primer i6n con un m/z de 382 correspondiente al
peso molecular. El segundo i6n con un m/z igual a
190 formado por la ruptura entre los carbones 1 y
15 que incluye los carbones del 15 al 28. El tercer
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i6n con m/z igual a 95, se da por el rompimiento
entre el carbono 1-6 y 3-4 fragmento formado por
los carbonos 4-5-6-11-12-13 y 14. El cuarto i6n de
fragmentacion molecular se da por la ruptura de los
carbonos 1-2 y 3-4, agrupa los carbonos 2-3-7-8-9
y 10. La probabilidad de coincidencia es igual al
65%. La figura 4F muestra el espectro de masas del
naftaleno 1,1°(1,10 decanodiil) bis tomado del pico
cromatografico con tiempo de retencion de 72,190 min
del agua domiciliaria comparado con el espectro de
masas del compuesto genuino en la base de datos
NIST 1998. Se detectan cuatro fragmentaciones
coincidentes. Una tiene m/z de 395 correspondiente
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Figura 4. En cada figura aparece, en la parte superior, el respectivo espectro de masas y en la parte inferior, el espectro de masa registrado
en la base de datos NIST 1998. 4A. Del androstane. 4B. Del fenantreno. 4C. Del dibenz(a,h)antraceno. 4D. Del benzo(a)anthraceno.
4E. Del bifenantreno. 4F. Del naftaleno. Todos los anteriores presentes en el agua domiciliaria.

al peso molecular. Otro i6n tiene m/z igual a 141 y
se origina por la ruptura entre el carbono 19y 20. La
probabilidad de coincidencia es del 76%.

DISCUSION

El agua a pH 7 que llega a la planta de tratamiento
produjo alta mutagenicidad en la cepa TA 98 solo
en presencia de activacion metabolica. Esto indica
que los mutagenos que entran a la planta son prin-
cipalmente de caracter indirecto y producen pérdida
o ganancia de nucleotidos, que es el proceso mole-
cular necesario para ocasionar mutacion reversible
en esta cepa. Entre los mutagenos que tienen estas
propiedades estan las aminas heterociclicas (AH) y
los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) los
cuales podrian llegar a la planta por contaminacion
con aguas negras ricas en ellos o por contaminacion
con aceites quemados y otros residuos industriales
ricos en HPA (Felton y Knize, 1990; Frandsen, 1997;

Gabbani et al., 1998; Ono et al., 1996; Randerath et
al., 1999; Sousa et al., 1995; Ushiyama et al., 1991;
Yang et al., 2003).

El agua a pH 7 después de tratada y clorada en la
planta y en los domicilios, presentd mutagenici-
dad débil (dos y media veces la mutagenicidad del
control negativo), en la cepa TA 98 con activacion
metabolica, lo que indica que esta agua contiene
mutagenos indirectos similares a los mutagenos con-
tenidos en el agua sin tratar que surten la planta. La
Unica diferencia de la mutagenicidad del agua antes
de tratar con relacion a la tratada procesada a pH 7,
es la disminucion en la mutagenicidad, que pas6 de
siete veces el control antes de tratar a solo duplicar
el control después de tratada. Esto indica que el tra-
tamiento (coagulacion, floculacion, sedimentacion
y filtracioén) deja pasar mas o menos el 35% de los
mutagenos que entran a la planta y éstos alcanzan a
llegar a los domicilios. En cambio, el agua tratada y
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clorada tomada en la planta y en domicilios, proce-
sada a pH 2, presento alta mutagenicidad directa en
la cepa TA 100. La muestra de la planta superd ocho
veces el control y la de domicilio la superod cinco
veces. El aumento de la mutagenicidad directa en la
cepa TA 100 después de la cloracion puede deberse
a la formacion de nuevos mutdgenos de accion di-
recta que se generan por la reaccion del cloro con el
material organico (Nobukawa y Sanukida, 2001). La
disminucion de actividad mutagénica directa en el
agua de los domicilios puede deberse a la volatilidad
¢ inestabilidad de estos compuestos.

Los extractos de aguas a pH 2 y pH 7 tomados en
la planta y en los domicilios produjeron dafio alto
en el ADN de linfocitos humanos, por lo tanto, los
mutagenos contenidos en estas aguas pueden impli-
car un factor de riesgo para la salud de la poblacién
expuesta a ella.

De acuerdo con el analisis cromatografico por GC/MS
del extracto neutro de agua domiciliaria, éstas deben
contener cinco hidrocarburos policiclicos aromaticos:
naftaleno 1,1 (1,10 decanodiil) bis, fenantreno 9 do-
deciltetradodecahidro, benzo(a)antraceno 7,12 dimetil,
dibenzo(a,h)antraceno 1,2,3,4 tetrahidro, 9,9 bifenantre-
no octacosahidro y la hormona androstane 5 alfa. Estos
HPA se producen por la combustion incompleta de
materiales organicos y pudieron llegar a las aguas
domiciliarias debido a la contaminacion de la planta
de tratamiento con residuos industriales de aceites
quemados y solventes organicos y por aguas negras
(IARC, 2003; Wesp et al., 2000). Se ha encontrado
que el benzo(a)antraceno es mutagénico e induce pa-
pilomas en piel, hepatomas y sarcomas en pulmon de
ratones. El dibenzo(a,h)antraceno induce carcinomas
en la pared estomacal y pulmon de ratones y ratas,
ademas carcinoma de mama en hembras (IACR,
2003; Spitzer y Takeuchi, 1995). En cuanto al nafta-
leno, se sabe que provoca incremento de neuroblas-
tomas y adenomas en pulmones y epitelios de raton,
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sin embargo, ni este compuesto, ni el fenantreno
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