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mutagenicidad de las aguas tratadas en la planta de Villa Hermosa. Para eva-

| N ESTE TRABAJO SE ENCONTRO que la contaminacién y la cloracién influyen en la
luar la actividad mutagénica se utilizé el test de Ames con las cepas TA-100 y
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TA-98 de Salmonella typhimurium. Se observé que
la contaminacion es la responsable de la alta
mutagenicidad indirecta observada en el agua que
entra a la planta de tratamiento de Villa Hermosa.
El tratamiento de las aguas antes de clorar deja pasar
aproximadamente un 30% de los mutagenos indi-
rectos formados por contaminacion, los cuales pue-
den agregarse o potenciar los nuevos mutagenos
formados por la cloracion del agua (zona 6). La alta
mutagenicidad directa en la cepa TA-100 obtenida
de esta agua clorada concuerda con el patron de
mutagenicidad producido por los trihalometanos
formados en aguas cloradas.

| INTRODUCCION

EL CLORO QUE SE AGREGA AL AGUA POTABLE para de-
sinfectarla reacciona con el material humico lo que
puede formar compuestos genotoxicos y potencial-
mente carcinogénicos (1-4). Esto es preocupante
porque los mutagenos presentes en el agua de con-
sumo llegan continuamente a la poblacién durante
largo tiempo lo que puede ocasionar enfermedades
de origen mutacional tal como el cancer. Varios es-
tudios epidemiol6gicos han mostrado que el consu-
mo de agua clorada esta asociado con un incremento
en el riesgo de cancer géastrico, de vejiga y de recto
(5-7). En varios trabajos se ha encontrado que uno
de los principales mutagenos formados en el agua
clorada es el 3- cloro- 4 (diclorometil) -5- hidroxi
2- (5H) furanona (MX) (8). Este mutéageno directo
puede producir entre 4.000 y 13.000 mutaciones
por nmol en Salmonella typhimurium, cepa TA-100
(9-11). También se ha encontrado que este
mutéageno (MX) produce cancer de tiroides, higado
y adenomas foliculares, de bronquios, pulmones y
pancreas en ratas (12).
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El embalse Piedras Blancas surte la planta Villa Her-
mosa que distribuye el agua potable a varias zonas
de Medellin. Las quebradas la Honda, Piedras Blan-
cas, Chorrillos y La Mosca que alimentan dicho em-
balse pasan cerca de zonas agricolas, de donde pue-
den recibir lixiviados con pesticidas, muchos de los
cuales son mutagenos y carcindgenos (13-15). Tam-
bién pasan cerca a caserios que vierten aguas ne-
gras a dichas quebradas. Las aguas negras pueden
contener gran cantidad de fuertes mutacarcindégenos
como hidrocarburos poli-ciclicos aromaticos con-
tenidos en cenizas y tiznes de ollas 0 amino-arenas
excretadas en la orina y heces de personas que se
alimentan de carnes fritas y asadas (16-20). Ade-
maés, la quebrada La Mosca recibe los residuos de
una industria dental, los cuales resultaron ser alta-
mente mutagénicos segun datos obtenidos en nues-
tro laboratorio. Es posible que muchos de estos
mutagenos debidos a la contaminacién lleguen a la
planta Villa Hermosa donde ademés se deben for-
mar nuevos mutagenos por la cloracion. Teniendo
en cuenta la importancia de saber si las aguas pota-
bles contienen mutagenos, se hizo este trabajo con
el objetivo de detectar si las aguas de consumo tra-
tadas en la planta de Villa Hermosa contienen
mutagenos y si éstos se originan por contamina-
cion y por cloracion.

| MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

LAS MUESTRAS SE TOMARON EN TIEMPO SECO, a 50
centimetros de profundidad; el volumen total de
cada muestra fue de 100 litros. Se captaron en 6
sitios diferentes: Zona 1, lugar préximo al nacimiento
de la quebrada La Honda. Zona 2, cerca al naci-
miento de la quebrada La Mosca. Zona 3, aguas de
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la quebrada La Mosca 50 metros después de recibir
residuos de una industria dental. Zona 4, aguas in-
mediatamente antes de entrar a la planta de trata-
miento de Villa Hermosa. Zona 5, aguas tomadas
después de pasar por la planta de tratamiento de
Villa Hermosa. Zona 6, aguas después de recibir la
cloracion en la planta de Villa Hermosa (Figura N°
1).

Figura N° 1

ESQUEMA DE LAS ZONAS (2)
DE RECOLECCION DE AGUAS
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Zona 1: Lugar préximo al nacimiento de la quebrada La Honda.
Zona 2: Lugar préximo al nacimiento de la quebrada La Mosca.

Zona 3: Aguas de la quebrada La Mosca 50 metros después de reci-
bir residuos de material dental.

Zona 4: Aguas inmediatamente antes de entrar a la planta de trata-
miento de Villa Hermosa.

Zona 5: Aguas tomadas después de pasar por la planta de trata-
miento de Villa Hermosa.

Zona 6: Aguas después de recibir la cloracién en la planta de Villa
Hermosa.

Concentracién y extraccion del
material organico del agua

CON EL FIN DE ESTABILIZAR LOS TRIHALOMETANOS, €l
agua clorada se acidificé a pH 2 con acido clorhidri-

co. Para concentrar el material organico, el agua se
pasé por una columna que contenia 100 g de resi-
na XAD-7 y 100 g de resina XAD-2 a una velocidad
aproximada de 15 ml/min. La extraccién se hizo con
3 volimenes de acetona. Los eluyentes se retiraron
por rota-evaporacion a baja presién a 60 °C. hasta
alcanzar la sequedad. El extracto se disolvié en
dimetil sulféxido (DMSO) al 50%. Antes de usar las
resinas XAD, éstas se lavaron consecutivamente cada
24 horas, con metanol, acetona y metanol. En el
momento de usar la XAD se lavl 3 veces con agua.
En la parte inferior y superior de la columna se co-
loco fibra de vidrio que también se lavé con metanol.

Deteccion de la potencialidad
mutagénica por el test de Ames

EL EFECTO MUTAGENICO DE LOS EXTRACTOS Se deter-
mind por medio del test de Ames de acuerdo con el
protocolo descrito por Maron and Ames (21). Se
usaron dos cepas de Salmonella typhimurium, TA-
100y TA-98. En esta prueba el indicativo de la mu-
tacion esta dado por la reversion his™ a his*. Los
revertantes se conocen porque crecen en medio

minimo sin histidina. Con cada dosis se tratan 107
bacterias, en presencia o ausencia de enzimas

activadoras contenidas en un homogenizado de hi-
gado (mezcla S-9) de rata macho.

Se utilizaron controles positivos y negativos. Para el
control positivo se utilizd 2-aminofluoreno (2-AF)
el cual es un mutageno indirecto que necesita acti-
vacién metabdlica (S-9). Como control negativo se
usé el solvente DMSO 50% y agua desionizada y
bidestilada. Esta agua se sometié al mismo proceso
realizado con las muestras.

Se utiliz6 el criterio de McGeorge et al (22) y Valent
et al (23) para interpretar los resultados del test de
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Ames. Si el nimero de revertantes duplica el con-
trol negativo y se obtiene una curva de dosis res-
puesta reproducible, se considera respuesta positi-
va. Cuando uno de los criterios no se cumple, se
considera que la muestra s6lo presenta mutage-
nicidad débil. Las dosis fueron consideradas citoto-
xicas cuando la viabilidad no pas6 del 60%.

| RESULTADOS Y DISCUSION

EN LA TABLA 1 Y LA FIGURA 2 PUEDE APRECIARSE qu€
las aguas de la Z1 tomadas en un sitio cercano al
nacimiento de la quebrada La Honda, presentaron
actividad mutagénica significativa en la cepa TA-100
que supero 2 veces el control, s6lo en presencia de
oxigenasas contenidas en la mezcla S-9. Esto indica
que la quebrada La Honda contiene mutagenos in-
directos que necesitan activacion metabdlica para
poder interactuar con el DNA. Al no observar
mutagenicidad en la cepa TA-98 se deduce que los
mutagenos de dicha quebrada son eficaces para
producir mutacion por sustitucion de un par de ba-
ses en la cepa TA-100, pero no producen mutacion
por pérdida de bases en la cepa TA-98. Estos resul-
tados positivos pueden deberse a residuos domici-
liarios y/o lixiviados quimicos de la zona agricola
cercana del nacimiento de la quebrada La Honda.
También se observa en la tabla 1 y figuras 2 y 3,
que la quebrada La Mosca, cerca a su hacimiento
(Zona 2), presenta actividad mutagénica indirecta
que supera 3 veces la del control en la cepa TA-98.
Esta mutagenicidad podria deberse a contamina-
cion por residuos domiciliarios ya que esta quebra-
da casi desde su nacimiento pasa cerca de caserios.
En la tabla 1 y las figuras 2 y 3 también se puede
observar que la Zona 3 correspondiente a aguas de
la quebrada La Mosca, 50 metros después de reci-
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bir residuos de una industria dental, presenta acti-
vidad mutagénica tanto directa como indirecta en
la cepa TA-100 y en la cepa TA-98, o sea, que los
mutagenos contenidos en estas aguas producen
mutacion por sustitucion de bases o por pérdida o
ganancia de un par de bases. Esta mutagenicidad
fue 3 veces mayor que el control, lo que dio una
confiabilidad del 99%. La mutagenicidad observa-
da en esta zona se debe a la contaminacién con
residuos de la industria dental, los que resultaron
altamente mutagénicos en un trabajo que realiza-
mos en el Laboratorio de Mutagénesis de la Univer-
sidad de Antioquia. Estos hallazgos indican la nece-
sidad de impedir que los residuos de dicha industria
sean vertidos en las quebradas aledafias ya que
muchas de estas aguas son utilizadas como fuentes
abastecedoras de represas que surten a plantas de
tratamiento, para luego ser suministradas a la po-
blacion como agua de consumo. En las figuras 2 y
3 se observa ademas que las aguas inmediatamente
antes de entrar a la planta de tratamiento de Villa
Hermosa presentan alta mutagenicidad indirecta
(hasta 11 veces mayor que el control) y también
alguna mutagenicidad directa (5 veces mayor que
el control en la cepa TA-98. También en la cepa TA-
100 se encontré alguna mutagenicidad directa (2
veces mayor que el control). La presencia de
mutégenos en esta zona claramente muestran que
se deben a la contaminacion posiblemente por aguas
negras, lixiviados con pesticidas provenientes de
zonas agricolas y residuos de la industria dental que
reciben algunos afluentes abastecedores de la re-
presa de Piedras Blancas. Para evitar dichos mutéa-
genos es necesario tomar el agua que surte las re-
presas de sitios muy préximos a los nacimientos de
las quebradas con el fin de evitar contaminacion con
aguas negras, desechos industriales y lixiviados con
pesticidas provenientes de zonas agricolas. En las
figuras 2 y 3 también se observa que las aguas tra-
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Tabla N° 1

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN SALMONELLA TYPHIMURIUM TA-100 Y TA-98

DE AGUAS TOMADAS EN SEIS ZONAS DIFERENTES.

PROMEDIO DE MUTACIONES POR TRATAMIENTO

] TOC NO,
DOSIS TA-100 TA-98 (ppm)
CON S-9 SIN S-9 CON S-9 SIN S-9
+SD +SD +SD +SD
15 | 191+ 11* 72+ 20 25+ 6 19+ 1
71 1.0 | 183+ 53 88 + 20 29+ 1 34+ 4 8.2 0.043 | 0.0005 | 6.9
0.5 172+ 2 78+ 11 32+ 6 32+ 3
0.25 94+ 12 86 + 10 34+ 5 20+ 0
15 106 + 19 80 + 21 90 + 8* 37+ 3
1.0 102 + 19 75+ 23 75+ 29* 22+ 5 7.9 0.043 | 0.005 6.9
z2 0.5 96 + 10 82+ 14 43+ 12 27+ 1
0.25 99 + 12 77+ 15 32+ 2 14+ 0
15 | 180+ 21* | 2202 13* 95 + 3%+ 14+ 0
73 1.0 | 160+ 10% | 179+ 13* 78 + 12* 13+ 0 12 0.219 | 0.058 75
0.5 105 + 12 87+ 9 33+ 6 22+ 4
0.25 106 + 20 82+ 19 32+ 1 22+ 4
15 143 + 29 190 + 23* | 280+ 10%* | 138+ 19*
74 1.0 130+ 36 160 + 57% | 240+ 12%* 52+ 1 32 0.05 - 7.0
0.5 125+ 34 142 + 21 200 + 9% 10+ 0
0.25 109+ 6 140 + 5 20+ 1 15+ 2
0.125 88+ 12 - - -
1.5 135+ 12 114+ 8 80+ 13* 79 + 4*
75 1.0 120 + 11 118 + 20 64+ 11* 64 + 12* 7.41 0.06 - 6.3
0.5 92+ 38 126 + 5 62+ 1* 62+ 3*
15 187 + 0* 380 + 4% 66 + 4* 1054 28**
76 1.0 169 + 7* 290 + 5* 62+ 6* 105 + 8** 4.68 0.05 - 6.4
0.5 112 + 18 180 + 14* 69 + 3* 81+ 3
0.25 113 + 4 103+ 0 27+ 4 62+ 6
DMSO50% | 50% 87 86 26 23
AguaBD | 100 pl 86 87 25 19 0 0 0 6.8
Agua BD
+Cloro | 100 ul 85 86 24 26 0 0 0 6.8
2 AF 10 ug 1113 104 1204 44

Z1, lugar proximo al nacimiento de la quebrada La Honda. Z2, cerca al nacimiento de la quebrada La Mosca. Z3, aguas de la quebrada La Mosca 50
metros después de recibir residuos de material dental. Z4, aguas inmediatamente antes de entrar a la planta de tratamiento de Villa Hermosa. Z5,
aguas tratadas antes de clorar en la planta Villa Hermosa. Z6, aguas tratadas con cloro en la planta de Villa Hermosa. ABD, agua bidestilada y
desionizada. (CON S-9) Indica que a la muestra de agua se le agregaron enzimas que pueden activar los mutagenos. Todas las muestras fueron
tomadas en tiempo seco. Los promedios se calcularon con base en los resultados de 3 experimentos independientes cada uno por duplicado. Las dosis
corresponden a las pesos en mg del extracto organico contenido en cada muestra. Para el control negativo se us6 el DMSO al 50% como solvente de
los extractos. El 2-aminofluoreno (2AF), se utilizé como control positivo

*  Indica mutagenicidad cuando el tratamiento supera de 2 a 3 veces el control

** |ndica alta mutagenicidad cuando el tratamiento supera méas de 3 veces el control.
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Figura N° 2
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD
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Comparacion de la actividad mutagénica de 1,5 mg de extracto de las
siguientes aguas. Z1: lugar préximo al nacimiento de la quebrada La
Honda. Z2: Lugar préximo al nacimiento de la quebrada La Mosca. Z3:
Aguas de la quebrada La Mosca 50 metros después de recibir residuos
de material dental. Z4: Aguas inmediatamente antes de entrar a la planta
de tratamiento de Villa Hermosa. Z5: Aguas tratadas antes de clorar en
la planta Villa Hermosa. Z6: Aguas tratadas con cloro en la planta de
Villa Hermosa. ABD: Agua bidestilada y desionizada. Como esta agua
BD no present6 extracto de material organico, se tomaron 100 ul para
cada dosis. ABD + cloro: agua bidestilada desionizada mas cloro. La
actividad mutagénica se evalué en Salmonella typhimurium TA-100 y
TA-98. Cuando a los extractos organicos de las aguas se les adicionaron
oxigenasas contenidas en la mezcla S-9, los resultados se representan
con barras negras Yy los resultados obtenidos sin S-9 se representan
con barras punteadas.

tadas en la planta de Villa Hermosa antes de la
cloracion (Zona 5), inducen mutagenicidad directa
e indirecta en la cepa TA-98, la cual supera mas de
2 veces el control. Esta mutagenicidad fue apenas
un 28% de la observada en la zona 4 antes de pa-
sar por el tratamiento. Esto indica que el tratamiento
(coagulacion floculacién, sedimentacién y filtracion)
que sufren las aguas antes de clorar, disminuye la
mutagenicidad en unas dos terceras partes. Este
hecho concuerda con la disminucion del carbono
organico total (TOC) en dicha zona (de 20 ppm
en lazona 4 pas6 a 7,4 ppm en la zona 5). También
puede observarse en las figuras 2 y 3 que en las
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Figura N° 3

INFLUENCIA DE LA CONTAMINACION
Y LA CLORACION EN LA ACTIVIDAD
MUTAGENICA DE LAS AGUAS QUE ENTRAN
A LA PLANTA DE VILLA HERMOSA
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Z1: lugar préximo al nacimiento de la quebrada La Honda. Z2: Lugar
préximo al nacimiento de la quebrada La Mosca. Z3: Aguas de la que-
brada La Mosca 50 metros después de recibir residuos de material
dental. Z4: Aguas inmediatamente antes de entrar a la planta de trata-
miento de Villa Hermosa. Z5: Aguas no cloradas después de pasar por
la planta de tratamiento de Villa Hermosa. Z6: Aguas cloradas des-
pués del tratamiento en la planta de Villa Hermosa. La mutagenicidad
se midié en Salmonella typhimurium TA-100 y TA-98. Las curvas
continuas ( ) indican que a los extratos organicos de las dife-
rentes aguas se les agregaron oxigenasas (S-9) para activar los
mutégenos. Los resultados obtenidos sin S-9 se representan en cur-
vas discontinuas (- ------- ). La dosis se da en peso de material
organico del cual se obtuvo el extracto mutagénico del agua.

aguas tratadas con cloro en la planta de Villa Her-
mosa (Zona 6), la actividad mutagénica directa en
la cepa TA-100 aumentd considerablemente hasta
4,5 veces el control. Este aumento de la mutage-
nicidad en aguas cloradas es explicable, ya que por
la reaccion del cloro con el material organico conte-
nido en las aguas se forman nuevos mutagenos,
posiblemente trihalometanos como el (3-Cloro-4-
diclorometil)-5-hidroxy-2-(5H)-furanone) MX, el
cual segln varios autores, es un mutageno directo
que produce principalmente mutacién por sustitu-
cion de bases (24-26). También se observa en la
zona 6 que la adicion de S-9, disminuye ostensi-
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blemente su potencialidad mutagénica. Quizés esta
disminucion se deba a que los mutagenos directos,
con propiedades electrofilicas formados por
cloracion, se pueden conjugar con ciertas proteinas
de la mezcla S-9, perdiendo asi su actividad
mutagénica. Algunos investigadores han tratado de
demostrar lo anterior sustituyendo el S-9 por otras
proteinas con propiedad nucleofilica como el
glutatién (27). La mutagenicidad indirecta (2,5 ve-
ces el control) producida en la cepa TA-98 por aguas
de la zona 6 podria deberse a que los mutagenos
indirectos de las aguas antes de clorar permanecie-
ron activos después de adicionar el cloro.

En la figura 3 se observa efecto de dosis, especial-
mente en relacién con los mutagenos indirectos de
la zona 4 en TA-98 y los directos de la zona 6 en la
cepa TA-100.

| CONCLUSIONES

CON LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN ESTE TRABAJO S
puede concluir que la contaminacion es la respon-
sable de la mutagenicidad observada en el agua que
entra a la planta de tratamiento de Villa Hermosa y
gue el tratamiento de las aguas antes de clorar deja
pasar aproximadamente un 30% de los mutagenos
formados por contaminacion, los que posiblemente
se agregan o podrian potenciar los mutagenos for-
mados por la cloracion del agua tratada para el con-
sumo humano. Ademas, la alta mutagenicidad di-
recta producida por el agua clorada de la planta de
Villa Hermosa esta de acuerdo con el patron muta-
cional producido por los trihalometanos formados
en aguas cloradas.

A la luz de lo anterior se recomienda tomar el agua
gue surte las represas de sitios muy proximos a los

nacimientos de las quebradas con el fin de evitar
contaminacion con aguas negras, desechos indus-
triales y lixiviados con pesticidas provenientes de
zonas agricolas. Ademas, reducir al minimo la pre-
sencia de material organico en el agua, ya que a
mayor cantidad de material organico aumenta la
formacion de mutagenos por el proceso de cloracion.
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[SUMMARY

MUTAGENIC ACTIVITY OF HUMAN DRINKING
WATER BEFORE AND AFTER CHLORINATION
IN VILLA HERMOSA TREATMENT PLANT

We found that pollution and chlorination have effects
on mutagenicity of water from Villa Hermosa
purification plant. In order to evaluate the mutagenic
activity we used Ames* test with Salmonella strains
TA-100 and TA-98. We observed that anthropogenic
pollution and dental industry residues are the origin
of the high indirect mutagenicity observed in water
which gets into Villa Hermosa treatment plant and
that before chlorination water treated in this plant
(zone 5) retains about 70% of mutagens derived
from pollution, Mutagens that were not retained
by treatment may be added or potentiate the new
mutagens formed by chlorination of drinking water
(zone 6). The very high direct mutagenicity with
TA-100 obtained from this chlorinated water is
consistent with the type of mutagenicity of
thrihalomethanes formed in chlorinated water.
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