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RESUMEN

Se estudiaron las alteraciones que sufre un agente genotoxico de origen ambiental muy difundido en
Argentina, las sales de Cr(VI), al entrar en contacto con las aguas de un curso receptor de efluentes como
es el Rio de la Plata. La influencia de factores abioticos presentes en las aguas se evalu6 utilizando el ensayo
Rec con Bacillus subtilis. Los resultados mostraron la existencia de una fraccion soluble capaz de producir
un efecto genotoxico sinérgico con Cr(VI). Este grupo de sustancias es sensible al calor de esterilizacion y
a la radiacién UV y su actividad disminuye con la presencia de material particulado en suspension. La
deteccion de la genotoxicidad no fue afectada por las concentraciones habitualmente altas de dichas parti-
culas en suspension en el Rio de la Plata. Cuando se disolvieron las sales de cromo en muestras de agua
cruda se pudieron determinar interferencias de origen abiético generadas por los procesos de esterilizacion
usualmente utilizados en estos ensayos. Asi, se encontré una disminucion de la actividad genotoxica
después de filtrar a través de membranas inorganicas de 0.22 pmy un incremento de la misma después de
la exposicion a la radiacién UV,

ABSTRACT

The alterations suffered by the well-known environmental genotoxic agent, Cr(VI), were studied. Cr(VI)
salts were dissolved in water effluent river receptors waters such as from the Rio de la Plata. The influence
of abiotic factors present in this kind of water was evaluated using the Rec assay in Bacillus subtilis. The
results detected a soluble fraction that potentiated Cr(VI) genotoxicity. This substance (or group of
substances) is sensible to sterilization by heat and UV radiation, and its activity seems to decrease with
particulate matter. Its genotoxicity was not affected by high concentrations of particulate matter in the Rio
de la Plata water. In samples where chromium salts were added to raw river water, abiotic interference due
to sterilization processes ocurred. A decrease in genotoxicity was found after filtration through inorganic
filters (0.22 pm) and an increase was noticed after exposure to UV radiation.

INTRODUCCION

Los rios han sido utilizados por el hombre, mas que cual-
quier otro ecosistema, como via de eliminacién de aguas
residuales y de desechos so6lidos tanto de origen industrial
como urbano. Esta actividad ha llevado a alteraciones de dis-
tinta magnitud en la biota de los cursos con efectos que re-
cientemente han comenzado a evaluarse (Rizzoni et al. 1995).

En Argentina, el Rio de la Plata constituye el mayor curso
receptor de efluentes (Fig. 1). Este estuario tiene 35,000 km? de
superficie, 320 km de longitud y su ancho oscila entre un mini-
mo de 2 km y un maximo de 222 km en la desembocadura. En
sus nacientes se encuentra la confluencia de dos grandes rios,

el Parand y el Uruguay, que reciben en su recorrido los aportes
de decenas de rios de llanura de escaso caudal y, en general,
sumamente contaminados (Moretton et al. 1990). También se
eliminan en el Rio de la Plata los efluentes cloacales no trata-
dos generados por 12 millones de habitantes del area de Bue-
nos Aires. Todos estos aportes llevan a una elevada contami-
nacion del curso a pesar de su notable capacidad de
biodepuracion (Garcia Arguijo 1994).

Entre los contaminantes de aguas de superficie, las sales de
cromo, tienen un importante papel en Argentina debido a su
produccién y amplio uso en el curtido de cueros. El cromo, al
igual que otros metales pesados, puede encontrarse en sedi-
mentos arrastrados al fondo de los rios disueltos o asociados
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a particulas en suspension (Garcia Arguijo 1994). En los am-
bientes naturales, una pequeiia proporcion de este metal apa-
rece como cromo metalico mientras que las sales de Cr(1II) y
Cr(VI) son mas comunes. En su forma trivalente es un elemen-
to esencial para muchos seres vivos ya que esta involucrado
en el metabolismo de la glucosa y de los dcidos nucleicos. En
altas concentraciones es toxico. En cambio, el Cr(VI) no pre-
senta caracter esencial para procesos biologicos, atraviesa fa-
cilmente las membranas bioldgicas y su actividad como agente
genotoxico en bajas concentraciones ha sido estudiada por
numerosos autores (Nishioka 1975, Petrilli y De Flora 1978,
Léonard y Lauwerys 1980, Gomez-Arroyo et al. 1981, Bianchi
et al. 1983). Se considera que el efecto mutagénico del Cr(VI)
se debe a la formacion de un complejo intermedio Cr(V)-ADN
cuya posterior reduccion a Cr(III) lleva a generar cambios irre-
versibles en la molécula del ADN (Nusko y Heumann 1994).

El reconocimiento de la actividad genotoxica en cursos de
agua es de particular interés por las consecuencias que las
alteraciones en el material genético pueden tener en la biota
presente en los mismos (De Flora ef al. 1991). Si bien esta
deteccion se realiza con sistemas bioldgicos simples en lo refe-
rente al manejo (Auletta 1994), la presencia de factores bidticos
y abidticos en los ecosistemas puede interferir con la interpre-
tacion de los resultados obtenidos en muestras de origen
natural (Lopez y Moretton 1996). Procesos como adsorcion a
particulas en suspension, dilucion con aguas crudas y reac-
ciones fisico-quimicas entre diferentes compuestos, modifi-
can la actividad biologica de las muestras (Kowalsa ef al. 1994).
Estas variaciones pueden corresponder a efectos de suma,
sinérgicos o antagdnicos, distintos para cada curso receptor
(Matsui 1980) y cuyo estudio es de importancia para el esta-
blecimiento de normas legales que limiten los vertidos. Des-
afortunadamente, la influencia de los factores abioticos en los
ensayos de ecotoxicidad no ha sido evaluada adecuadamente en
Argentina.

En el presente trabajo se han estudiado las modificaciones
que sufre la actividad mutagénica de un agente genotoxico
ambiental, el Cr (VI), al entrar en contacto con las aguas de un
curso receptor, el Rio de la Plata. El objetivo fue evaluar los
limites de deteccion de la genotoxicidad en un sistema biologi-
co ampliamente utilizado para estos fines, el ensayo Rec de
Bacillus subtilis (Mazzay Galizzi 1980, Mazza 1982). Debido a
la sensibilidad de las cepas microbianas empleadas en dicho
ensayo, el estudio puede considerarse también para la deter-
minacion del limite de los efectos genotoxicos en la biota del
ecosistema.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de agua del Rio de la Plata fueron tomadas a
una distancia de 5 metros de la costa del rio en distintos pun-
tos, entre las localidades de Martinez y San Isidro (Fig. 1),
durante mayo y diciembre de 1995, en frascos de vidrio de un
litro y refrigeradas inmediatamente a 4°C hasta la realizacion de
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Fig. 1. Localizacién de los sitios de muestreo. San Isidro (1) y Martinez
(2) se encuentran al norte de la ciudad de Buenos Aires que apa-
rece sombreada
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los diferentes experimentos. La zona seleccionada para este
estudio no presenta un grado de contaminaciéon que interfiera
con las determinaciones. El mutageno utilizado para analisis
fue cromato de potasio (Mallinckrodt).

Las muestras de agua de rio fueron esterilizadas antes o
después de agregado el mutageno y previo a la realizacion del
ensayo microbiologico. Los métodos de esterilizacion emplea-
dos fueron: exposicion a la radiacion ultravioleta, tratamiento
en autoclave y filtracion. La irradiacién con luz ultravioleta
consistio en filtrar 100 ml del agua de rio por papel Whatman
N°2 y luego colocar 40 ml en cajas de Petri estériles de 15 cmde
diametro a 30 cmde una lampara General Electric UV germicida
de 15 Watts por 30 minutos con agitacioén. En el autoclave se
colocaron 100 ml de la muestra en frascos de vidrioy se esteri-
lizaron durante 15 minutos a 1 atm. Finalmente, para la filtra-
cion, se usaron filtros Whatman de membrana inorganica 0.22
um. Los ensayos realizados con sales de cromo disueltas en
agua destilada permitieron determinar que el paso a través de
estos filtros no produjo una disminucion importante de la acti-
vidad bioldgica del Cr(V1). El agua destilada mas particulas se
obtuvo al centrifugar a 5000 g durante 10 min, 20 ml de agua de
rio esterilizada con autoclave y resuspender el sedimento en el
mismo volumen de agua destilada estéril.

La genotoxicidad se determiné mediante el ensayo Rec de
Bacillus subtilis de acuerdo con el método cuantitativo des-
crito previamente por Mazza (1982). Las cepas usadas de
Bacillus subtilis PB 1791 y PB 1652 fueron donadas gentilmente
por el Dr. Mazza. Cada determinacion de genotoxicidad se hizo
por triplicado y el criterio utilizado para considerar un resulta-
do positivo fue cuando la relacion de eficiencia de placa [EP =
unidades formadoras de colonias de la cepa tratada (N)/unida-
des formadoras de colonias de la cepa no tratada (N))] de la
cepa PB 1791, decrecio con respecto a la de la cepa progenitora
PB 1652 y dicha disminucion guard6 una relacion con la con-
centracion de la sustancia ensayada (Mazza y Galizzi 1980).
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Con el fin de cuantificar adecuadamente la positividad de los
resultados obtenidos se calcularon las rectas de regresion para
cada experimento. La diferencia entre los valores de las pen-
dientes de las rectas correspondientes a la cepa PB 1652 y la
cepa PB 1791 indicé la potencia genotoxica. La presencia o
ausencia de interaccién en los tratamientos de esterilizacion
de agua previo y posterior al agregado de cromo se determind
sometiendo los datos obtenidos a un andlisis de varianza de
dos factores (tratamiento-tipo de agua) con un nivel de signi-
ficacion del 5% (Finney 1978). En la figura 2 se muestra un
esquema de las experiencias realizadas en el presente trabajo.
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Fig. 2. Esquema de las experiencias realizadas. Grupos de experimentos
donde el cromato de potasio fue agregado a) después y b) antes
de esterilizar la muestra

RESULTADOS

Las muestras de agua de rio esterilizadas por autoclave, luz
UV 6 filtracion no mostraron efectos genotoxicos en el ensayo
Rec con Bacillus subtilis (Fig. 3). Con el fin de verificar el
efecto del cromato de potasio en este ensayo se elaboraron
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curvas de concentracion-respuesta utilizando agua destilada
como disolvente. Esta curva testigo se muestra en la figura 4
y es similar a la obtenida por Mazza y Galizzi (1980) en experien-
cias de este tipo.

Para eliminar los factores bidticos presentes en las mues-
tras se procedié a esterilizar las aguas de rio con diferentes
técnicas previo al agregado de las sales de Cr(VI) (Fig. 2a). En
el agua esterilizada con autoclave, la genotoxicidad, fue algo
menor que la detectada en la curva testigo de agua destilada
(Fig. §5). Un resultado similar se obtuvo al ensayar el agua
esterilizada por UV (Fig. 6). En la tabla 1 se muestran las pen-
dientes correspondientes a las rectas de regresion y la diferen-
cia entre las mismas que fue considerada como la potencia
genotoxica (PG). La muestra sometida a filtracion resulto toxica
para la cepa progenitora PB 1652 . Los datos correspondientes
a la cepa PB 1791 no pudieron ajustarse a una recta (Fig. 7), al
unir los puntos que representan los valores de EP promedio
aparecieron pendientes diversas para concentraciones altas y
bajas de Cr(VI). En otra experiencia se agregd un concentrado
de particulas provenientes de agua esterilizada con autoclave
a un volumen equivalente de agua destilada estéril previo a la
adicion de sales de Cr(VI). Los resultados aparecen en la figu-
ra 8. En este caso, la potencia genotoxica fue similar a la halla-
da en la curva testigo de agua destilada (Tabla 1).

En otro grupo de experimentos cuyos resultados se mues-
tran en la figura 9, se estudio el efecto que los distintos proce-
sos de esterilizacion tienen en la deteccion de sales de Cr(VI)
presentes en agua cruda de rio (ver esquema b de la Fig, 2). En
todos los casos se empled una concentracion de cromato de
potasio de 10 mg/ml. En la comparacién de los valores obteni-
dos con los correspondientes a agua destilada solamente con
el agua filtrada se encontrd diferencia significativa (p<0.05)
para ambas cepas. Tanto el agua esterilizada por autoclave
como la irradiada con UV mostraron una leve toxicidad
inespecifica con la cepa PB 1652, pero mientras que en la pri-
mera la genotoxicidad disminuy6 en la segunda fue mayor que
en el testigo con agua destilada.

=1 agua destilada 1652
agua destilada 1791

=228 agua esterilizada con

EP(N/No)

o
o
1

0.0

autoclave 1652
B agua esterilizada con
autoclave 1791

[ agua filtrada 1652
[T agua filtrada 1791
agua uv 1652

agua de rio

agua uv 1791

Fig. 3. Comparacion de los efectos en el ensayo Rec de Bacillus subtilis de agua de rio sometida a distintos tratamientos
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Enla figura 9, también se compararon los resultados logra-
dos en los grupos de experimentos ay b de la (Fig. 2), obser-
vandose que unicamente en los procesos de irradiacion con
luz UV y filtracion aparecen diferencias significativas (p<0.05)
para la cepa PB 1791 entre la esterilizacion previa y la posterior
al agregado de Cr(VI) al agua de rio cruda. Debe notarse que en
las muestras filtradas disminuy la toxicidad no especifica cuan-
do el cromato de potasio fue agregado al agua cruda luego de
la esterilizacion, ain asi la disminucion del efecto sobre la cepa
PB 1791 hizo que la relacion EP rec-/ EP rec+ fuese similar en
ambos casos.

TABLA 1. POTENCIA GENOTOXICA (PG) DE SALES DE CROMO
EN DISTINTAS MUESTRAS DE AGUA

MUESTRA DE AGUA PB 1652 PB 1791 PG
destilada 0.0113 -0.0392 0.0506
destilda + particulas 0.0012 -0.0390 0.0402
esterilizada por:

autoclave -0.0035 -0.0346 0.0311
filtracion NC

radiacion UV -0.0085 -0.0411 0.0326

NC = no calculado

= v PB1652
g e PB1791
a
w
-0.5 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Concentracién de Cr(Vl) (mg/ml)

Fig. 4. Efecto de distintas concentraciones de cromato de potasio en
agua destilada sobre las cepas PB 1652 y PB 1791 de Bacillus
subtilis. Ep (N/No) = nimero de colonias promedio por placa de
células tratadas/ nimero de colonias promedio por placa de célu-
las sin tratar. Los resultados se expresan como el promedio entre
experiencias independientes + DE

recta de regresion lineal
------------- intervalo de confianza del 95%

DISCUSION

El conjunto de experiencias esquematizadas en la figura 2
a, tuvo como objetivo determinar la interferencia de agentes
abioticos contenidos en agua de rio en la deteccion de
genotoxicidad del Cr(VI) con el sistema Rec de Bacillus subtilis.
Con las técnicas utilizadas para la esterilizacién de agua se
pudo notar la influencia de las particulas sélidas sedimentables
y en suspension presentes en las muestras sobre la actividad
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Fig. 5. Efecto de distintas concentraciones de cromato de potasio en
agua esterilizada con autoclave, sobre las cepas PB 1652 y PB
1791 de Bacillus subtilis. Ver pie de la figura 4

mutagénica del cromato de potasio.

En el proceso de filtrado se eliminaron en forma mecanica
todas las particulas y se lograron por una parte efectos toxicos
inespecificos representados por la pendiente negativa de la
recta obtenida con la cepa PB 1652. La genotoxicidad, conside-
rada como diferencia entre las pendientes de las rectas corres-
pondientes a las cepas PB 1652 y PB 1791, fue alta para con-
centraciones bajas de cromato y se mantuvo mas disminuida y
constante con concentraciones elevadas de Cr (VI). Este tipo
de efectos fue observado por otros autores (Mazza 1982) y
llevé a suponer la existencia de sustancias solubles que actua-
ron en forma sinérgica con el Cr(VI). Desafortunadamente tan-
to la toxicidad de esta mezcla como las caracteristicas del ensa-
yo Rec con Bacillus subtilis no permitieron realizar determina-
ciones con concentraciones de cromo entre 0 a 0.25 mg/ml que
hubiesen definido adecuadamente la relacion concentracion-
respuesta en esta zona de genotoxicidad sinérgica.
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Fig. 6. Efecto de distintas concentraciones de cromato de potasio en
agua esterilizada por luz UV, sobre las cepas PB 1652 y PB 1791
de Bacillus subtilis. Ver pie de la figura 4
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Fig. 7. Efecto de distintas concentraciones de cromato de potasio en
agua filtrada, sobre las cepas PB 1652 y PB 1791 de Bacillus
subtilis. Ver pie de la figura 4 para la cepa PB 1652
———  unidn de puntos promedio, cepa PB 1791

Tanto en las aguas scmetidas a esterilizacion por autoclave
como a irradiaciéon UV se mantuvieron las particulas en sus-
pension, en las primeras no aparecio toxicidad y la potencia
genotoxica pudo considerarse similar a la hallada en agua des-
tilada. No se detect6 aqui el efecto de las sustancias solubles
sinérgicas, probablemente porque fueron adsorbidas por las
particulas o se destruyeron con el tratamiento térmico. En el
caso de las muestras irradiadas con UV pudo apreciarse que
las particulas presentes no modificaron la deteccién ni se ma-
nifesté una actividad sinérgica con Cr(VI) como la observada
con agua filtrada. En conclusion, la presencia de particulas en
suspension en agua no afectd la potencia genotoxica del cro-
mo en ¢l ensayo Rec de Bacillus subtilis. Estos resultados se
confirmaron al agregar las particulas al agua destilada (Fig. 2
a), donde se obtuvieron respuestas similares al testigo.

Cuando se requiere la determinacion de la actividad
genotoxica de compuestos presentes en muestras de agua uti-
lizando ensayos microbianos, dichas muestras deben ser so-
metidas a esterilizacioén. Salvo en el caso de la esterilizacion
por filtracion, los procesos para destruir microorganismos em-
plean distintas formas de energia lo que puede llevar a la alte-
racion de las caracteristicas bioldgicas o quimicas de los com-
puestos, dificultando o impidiendo su detecciéon como
genotoxicos. La influencia de estos procesos en la actividad
mutagénica del Cr(VI) se estudié con los experimentos
esquematizados en la figura 2 b. En el agua esterilizada por
filtracion el efecto resultante fue similar al de disminuir la con-
centracion de cromato de potasio. Esto dificult6 su deteccion
ya que se esta subestimando la concentracion del agente
genotoxico. No se observo en este caso un sinergismo similar
al del filtrado previo al agregado del Cr(VI). Ambos resultados
podrian explicarse por una retencién de complejos Cr(VI)-par-
ticulas en el filtro. Dado que la presencia de particulas no influ-
y6 en la deteccién de la genotoxicidad en forma notable, se
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Fig. 8. Efecto de distintas concentraciones de cromato de potasio en
agua destilada mas particulas, sobre las cepas PB 1652 y PB
1791 de Bacillus subtilis. Ver pie de la figura 4

puede considerar que la union Cr(VI)-particulas fue del tipo
que no afecta la biodisponibilidad del i6n (union electrostatica
débil). La retencion en los poros del filtro esterilizante se debe-
ria a efectos electrostaticos o al tamarfio de particulas formadas
(Perry 1950, Viany Ocdn 1957). Aligual que en los experimen-
tos del grupo a (Fig. 2), el agua esterilizada con autoclave con
Cr(VI) no mostr6 variaciones en la deteccion, indicando la es-
casa infuencia de las particulas presentes en el agua cruda
durante este proceso.

Un caso distinto se observé al irradiar con UV la muestra de
agua cruda-cromato de potasio, donde se increment6 la efi-
ciencia de deteccion. Si bien resulto dificil con los datos dis-
ponibles explicar la razén de este sinergismo, no observado
cuando la muestra de agua se irradi6 previo al agregado de
cromo, puede considerarse que se debié a la disponibilidad de
otras formas genotoxicas. Con relacion a este punto,
Achterberg y Van den Berg (1994), sugirieron que al irradiar
con UV aguas que contienen sustancias organicas se forman
radicales libres poco estables.

Los contaminantes presentes en el agua de un rio son mu-
chos y es muy dificil separarlos para realizar estudios de
genotoxicidad individuales. Los resultados de esta investiga-
cién, mostraron por una parte, que la fraccion soluble del agua
del Rio de la Plata seria responsable de incrementar los efectos
toxicos no especificos y los genotdxicos de un metal pesado.
Dicha actividad sinérgica se perdié facilmente durante la este-
rilizacion con autoclave o el tratamiento con radiacioén
ultravioleta. Por otra parte, existe la posibilidad de que las par-
ticulas arcillosas con cargas negativas permitan la adsorcion
de diferentes iones, entre ellos, metales pesados que se en-
cuentran en equilibrio dinamico con los de la fraccién soluble
(API 1982). Una serie de experiencias en curso en nuestro la-
boratorio permitirdn estimar la influencia del proceso de
adsorcidn en la expresion de la genotoxicidad. El tratamiento
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PB 1791 agua destilada

BT PB 1652 agua esterilizada con autoclave

C—IPB 1791 agua esterilizada con autoclave
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Fig. 9. Comparacion de los efectos de cromato de potasio disuelto en agua de rio previo o posterior a la esterilizaciéon en el ensayo Rec de Bacillus subtilis.
La concentracion de cromato de potasio utilizada fue de 10 mg/ml. EP: (N/No) = niimero de colonias promedio por placa de células sin tratar.

# diferencia significativa entre tratamientos (p<0.05)

de las muestras debe tenerse en cuenta al trabajar agua cruda.
En las técnicas descritas por varios autores (De Flora et al.
1991, Rizzoni et al. 1995) se procede a esterilizar inicamente
por filtracion antes del ensayo bioldgico. En este estudio, par-
ticularmente en las experiencias donde se agrego el cromato de
potasio previo a la esterilizacion de la muestra, la genotoxicidad
del Cr(VI) se conservé mejor cuando se esterilizé con autocla-
ve que en el filtrado donde la mutagenicidad fue mucho menor
que en el testigo de agua destilada.
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