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RESUMEN

La generacion de grandes volimenes de fangos de depuradora ha conducido a valorar este subproducto de las
Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales; siendo el m4s atractivo, el empleo como abono orgénico o
enmienda de suelos. Si bien existe un marco legislativo bastante extenso que garantizarfa el uso seguro de estos
fangos; éstos no dejan de ser bastante limitado.

La presencia de compuestos mutagénicos puede constituir la mayor desventaja para la seleccién de ésta alterna-
tiva; por esta razon, es que se efectué la presente valoracién de mutagenicidad empleando como sistema, el
Ensayo de Retromutacién en Salmonella typhimurium, ensayado con las cepas TA98 (y cepas isogénicas
YG1024,YG1041) y TA100 (y cepas isogénicas YG1029 y YG1042). Las muestras de fangos (deshidratado, tér-
mico y compostado) han procedido principalmente de la Estaciéon Depuradora de Aguas Residuales de Blanesy
otras estaciones (Vilaseca, Matard), de los cuales se efectuaron lixiviados con agua, asi como extracciones con
solventes organicos, durante 2000-2002. Los resultados obtenidos son muy diversos en los tres tipos de fangos;
todos, en algtin periodo del estudio, han mostrado actividad mutagénica y/o toxicidad, derivados mayormente
de lixiviados con agua, aunque debiendo ser optimizados atin los procesos de extraccién y concentracién orgé-
nica. Asimismo, se hallaron diferencias de mutagenicidad procedentes de un mismo tipo de muestra, como de
los procesos de secado térmico y compostaje.
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ABSTRACT

The generation of large volumes of sewage sludge has led to value this byproduct of wastewater treatment
plants wastewater, being the most attractive, the use as organic fertilizer or soil amendment. While there is a
rather extensive legislative framework that would ensure the safe use of sludge, they do not cease to be quite
limited. The presence of mutagenic compounds may be the biggest disadvantage for the selection of this
alternative, therefore, is that this assessment was made using mutagenicity as a system, the reverse mutation
assay in Salmonella typhimurium strains TA98 tested with (and strains isogenic YG 1024, YG1041) and TA100
(and YG1029 and YG1042 isogenic strains). The sludge samples (dehydrated, heat and compost) have
proceeded mainly from the Wastewater Treatment Station and other stations Blanes (Vilaseca, Mataro), which
were made with water leaching and extraction with organic solvents, in 2000 -2002. The results obtained are
very different in the three types of sludge, all in a period of study have shown mutagenic and / or toxicity, derived
mostly from leached with water, but still must be optimized extraction processes and organic concentration.
Also found differences in mutagenicity from the same type of sample, and the processes of thermal drying and
composting.

Key words: Genotoxicity, reverse mutation, DNA repair.

1. INTRODUCCION

Catalufa posee una poblacién de unos 6 millones
de habitantes (15% de la poblacién Espafiola) y una
superficie correspondiente al 6,4 % del Estado espa-
fiol, de unos 32000 km’. Actualmente, genera una
gran cantidad de residuos orgdnicos biodegradables.
El desarrollo de los planes de saneamiento ha genera-
do durante los Gltimos afios, un incremento del ndme-
ro de Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales
(EDAR) y con ello un crecimiento en la produccién
de lodos. Existen més de 250 depuradoras urbanas en
servicio de las 300 planeadas en el plan de saneamien-
to, asegurando de esta manera dar cumplimiento a la
Directiva Europea de Depuracién de Aguas 271/CEE
(1991) que prevee el saneamiento de aguas residuales
de las poblaciones de m4s de 2000 habitantes antes del
2005. Estas depuradoras han de tratar las aguas resi-
duales de mas de 700 municipios y en la actualidad la
poblacién saneada es de mas de 4 millones de habitan-
tes, de los 6 millones censados'”.

Se dispone de pocas estadisticas o datos cuantifica-
dos sobre Ia generacién de lodos en Espafia; sélo algu-
nas comunidades auténomas han hecho estimaciones
acerca del volumen de lodos producidos y de su ges-
tién. Haciendo una extrapolacién aproximada en base
a los datos existentes, puede estimarse que en Espafia
se generaron en 1998 alrededor de 800000 tm de
lodos, expresados en materia seca”, siendo esta cifra
superior a la que figura en el Registro Nacional de
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Lodos de EDAR que elabora el Ministerio de Agricul-
tura, Pesca y Alimentacién, segiin el cual, en 1998 se
habrfan generado en Espafia 689.488 t de materia
seca.

Consecuentemente, uno de los principales proble-
mas a los que se enfrentan las Juntas de Saneamientoy
en general, de la administracién publica, es el gran
volumen de lodos que se generan. Paralelamente, la
necesidad de conseguir abonos a bajo costo ha desper-
tado el interés por residuos organicos de diversos ori-
genes como son el compostado producto de la indus-
tria agroalimentaria, y los lodos de depuradoras de
aguas residuales. Concretamente, la aplicacion de
lodos, debido a su alto contenido de materia orgdnicay
nutrientes (nitrégeno y fésforo principalmente) es el
potencial més atractivo debido a que produce mejoras
fisicas y quimicas en el suelo.

En el citado Registro Nacional de Lodos de las
EDAR se estima que un 22% aproximadamente de
lodos se depositan en vertederos, un 51% se destina a
usos agricolas y un 4% son incinerados. Sin embargo,
el uso de lodos en aplicacién agricola tiene sus riesgos,
como es la contaminacién del medio ambiente, espe-
cialmente del suelo"”. Si bien estén fijados los requisi-
tos establecidos en las Legislaciones Espafiola y Euro-
pea, para el uso agricola de los lodos, no consta que los
requisitos o controles de aplicacién y analiticas quimi-
cas sean las idéneas y se cumplan en todos los casos,
hecho que debe evaluarse a fin de evitar dafos irrepa-
rables a nuestro medio ambiente. Desde el afio 1973,



Valoracion de genotoxicidad en lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales

Cuadro 1
CEPAS DE Salmonella typhimurium EMPLEADAS EN EL PRESENTE TRABAJO

Cepa Genotipo Procedencia
LT2 Silvestre B. N. Ames
TA 98 hisD3052, AuvrB, gal, bio, ch11008, 1fal004 / pKM101 (mucAB, APY). B. N. Ames
TA 100 hisG46, AuvrB, gal, bio, ch11005, rfa 1001 / pKM101 (mucAB, AP). B. N. Ames
YG 1024 hisD32, AuvrB, gal, bio, chll008, rfa 1004 / pKM101 (mucAB, Ap" /

pYG219 (sobreproduccion de O-acetiltransferasa). T. Nohmi
YG 1029 his46, MuvrB, gal, bio, chll005, rfa 1001 / pKM101 (mucAB, Ap®) /

pYG219 (sobreproduccion de O-acetiltransferasa). T. Nohmi
YG 1041 hisD3052, AuvrB, gal, bio, chll008, rfa 1004 / pKM101 (mucAB, Ap") /

pYG219 (sobreproduccion de O-acetiltransferasa y nitroreductasa). T. Nohmi
YG 1042 hisG46, AuwvrB, gal, bio, chl 1005, rfa 1001 / pKMI01 (mucAB, Ap®) /

pYG219 (sobreproduccion de O-acetiltransferasa y nitroreductasa). T. Nohmi

el Programa de las Naciones Unidas para el medio
ambiente, tiene planeado como uno de sus principales
objetivos la identificacién de riesgos para la salud del
hombre; siendo uno de ellos la presencia de mutage-
nos y/o carcinégenos ambientales, que traen como
consecuencia enfermedades genéticas, cdncer, mal-
formaciones congénitas y otras; los cuales deben ser
detectados a través de la ejecucién de analisis exhaus-
tivos de todas las nuevas sustancias que se incorporan
al medio ambiente .

El riesgo de incorporar mezclas complejas como
son los lodos de depuradora al medio ambiente posibi-
lita la exposicién a promutigenos y/o mutigenos (y/o
carcinégenos). En el presente trabajo se pretendié
realizar una aproximacién al problema asociado con la
presencia de este tipo de compuestos en lodos de depu-
radora, teniendo como referencia los distintos tipos de
lodos producidos principalmente en la EDAR Blanes,
as{ como la de otras EDAR (Vilaseca, Matard),
empleando para ello el Ensayo de Retromutacién de
Salmonella typhimurium, el cual ha sido seleccionado
como soporte fundamental de este estudio.

2. MATERIAL Y METODOS

Las muestras fueron obtenidas principalmente de la
estaciéon depuradora de Blanes, donde el tratamiento
del agua residual se realiza mediante el proceso de fan-
gos activos. Esta planta posee adema4s, un tratamiento
completo de los fangos, ya que son tratados en un diges-

tor metélico de 4000 m’ de capacidad y, posteriormente,
son compostados mediante un sistema de ttneles.

2.1. Obtencion de lixiviados

Las muestras de fangos fueron remitidas al labora-
torio, e inmediatamente almacenadas a—70 °C para su
posterior tratamiento. La proporcién del contenido en
peso seco para el fango deshidratado, térmico y com-
postado fue de 0,2, 0,86, 0,69, respectivamente.

Extracciones con Solventes Organicos. Consis-
ti6 en resuspender los fangos en 4 mezclas distintas de
solventes organicos en las siguientes proporciones.: 1)
DMSO al 10% 2) DMSO + Etanol (10%), 3) Metanol
(10%), 4) Acetona + Tolueno + Metanol = 10%.

2.2. Métodos microbiologicos

2.2.1. Cepas Bacterianas. Las cepas bacterianas
de Salmonella typhimurium empleadas son descritas en
la Cuadro 1.

2.3. El ensayo

Método de incorporacion en placa. Consistié en
la combinacién del tampén fosfato y/o mezcla de
activacién S9, la muestra problema, la cepa de ensayo
escogida, con el agar de superficie licuado a 48 °C,
previamente suplementado con trazas de histidina y
biotina. Todo esto es agitado en vértex y vertido en la
superficie de placas de medio minimo Vogel Bonner
E.”. Para su realizacién es necesario proveerse de 2
sistemas de tubos de ensayo de polipropileno, con los
contenidos siguientes:
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Sistema I. Conjunto de tubos conteniendo las distintas preparaciones durante el
ensayo de Ames.

CE C(+) CO A B C D E

N° de Tubos 1 2 5 5 5 5 5 5
TP/mixS9 (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
H,0 (mL) 0,1 0,1

Mutageno (mL) 0,1

Muestra (mL) 0,1 2 1,5 1 0,5 0,1
Cepa (mL) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Sistema II. Conjunto de tubos con agar de supertficie a 48 °C, suplementado con
trazas de histidina/biotina.

CE C(+) CO A B C D E

N° de Tubos 1 2 5 5 5 5 5
TA 1X (mL) 3 3 3
TA1,5X (mL) 2,5
TA 2X (mL) 2
TA 2,5X (mL) 1,5
TA 3X (mL) 1
donde: CE = Control de Esterilidad.
C(+) = Control Positivo
C(0) = Control Negativo
A-E = Tubos con diferentes voltimenes de muestra a ensayar

TP/Mix S9

El contenido de cada uno de los tubos del sistema I
se afladieron a su correspondiente tubo del sistema II;
agitandose en vortex por 3 segundos y vertiendo el
contenido sobre la superficie de las placas con medio
minimo Vogel Bonner E, de modo que con ligeros
movimientos quede homogéneamente distribuido. Al
término de esto; se espera unos minutos hasta la com-
pleta solidificacion del agar y protegidas de la luz con
papel. Las placas son incubadas a 37 °C por 66-72 h, al
término de la cual se efectia la cuantificacién de
revertantes de cada una de ellas.

Evaluacion de Resultados

Los resultados son expresados cuantitativamente
de distintas formas, la que se ha optado en este trabajo
es la expresada como indice mutagénico (IM).

N° de revertientes de la muestra problema

MR =

NP° de revertientes del control negativo
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Tampén Fosfato /Mezcla de activacion metabodlica S9.

Si el MR es menor de 2, la muestra es considerada
negativa; y si es dos veces superior, se considera una
respuesta mutagénica positiva bl
Ensayo efectuado en otro laboratorio

(CETSB-Sao Paulo]

En el laboratorio de la Compafiia de Tecnologia
de Saneamiento Ambiental (CETSB-Sao Paulo), se
emplearon las cepas de Salmonella typhimurium
TA98 y YG1042, ambas con y sin activacién meta-
bélica. El rango de dosis fue de 6,25 a 100 mg equiva-
lente de muestra por placa. El ensayo se realizé por
triplicado, mientras que los controles positivos se
realizaron con 4-nitroquinolina-1-oxido (4NQQO) y
2-Nitrofluoreno, para TA98 y YG1042 respectiva-
mente, sin activacién metabdlica, y 2-amino
antraceno (2AA) durante el ensayo con activacién
metabdlica. Para el control negativo se utilizé

DMSO.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad, existen mas de cien ensayos
destinados a predecir el riesgo genotéxico de los
productos quimicos para el hombre; esto indica que
ninguno de ellos por si s6lo puede suministrar toda la
informacién necesaria para establecer dicho riesgo;
siendo indispensable por tanto el uso de test in vivo e
invitro ™",

El ensayo de retromutacién en Salmonella typhimu-
rium (Test de Ames) constituye un elemento base en
estudios de mutagenicidad y se han impuesto en la
actualidad para la realizacién de estudios basicos de
todo nuevo producto. Asi, cerca del 60% de los estu-
dios emplean el ensayo de retromutacién en Salmone-
lla, un 22% en otro tipo de ensayos mutacionales, un
10% en ensayos cromosémicos y aproximadamente
7% son ensayos en animales in vivo. Las razones de su
amplio uso son posiblemente la confiabilidad que brin-
da, asi como el costo relativamente econémico que
demanda. Adicionalmente, el ensayo puede ser usado
durante la evaluacién de mezclas complejas ™, permi-
tiendo la identificacién de grupos quimicos definidos
que contienen actividad genotéxica.

El método de ensayo fue el sistema in vitro de
retromutacién en S. typhimurium. La metodologia
seguida ha sido incorporada por la CE en la Directiva
2000/32/CE publicada el 19 de mayo del 2000. La
cepa de S. typhimurium que principalmente se ha
empleado en este trabajo es la TA98 (his D3052, 1fa,
uvrB/pKM101), que es la més sensible en la detec-
cién de mutdgenos ambientales, asi como ciertas
cepas isogénicas como la YG1024 y YG1041; y las
cepas YG1029 y YG1042, isogénicas de S. typhimu-
rium TA100. Asimismo, se efecttan los ensayos sin y
con sistema de activacién metabdlica (S9), pro-
ducto de la fraccién micorsomal S9 de higado de rata
inducida con Aroclor 1254. La adicién de la fraccion
microsomal S9 de mamifero pretende reproducir el
metabolismo de un sistema de mamifero, por medio
del cual se pretende detectar la actividad promut4-
genica o

Mutagenicidad de lodos de la EDAR-Blanes,
durante el Aro 2000

De los lodos procedentes de la EDAR-Blanes del
2000, se obtuvieron lixiviados en agua, asi como
extracciones organicas con cloruro de metilo y meta-

nol, mediante soxhlet, los cuales fueron ensayados con
S. typhimuriun TA98 y TA100.

En cuanto a los lixiviados con agua no existié un
aumento significativo del ndmero de revertientes sin
activacién metabélica (Cuadro 2). Similares resulta-
dos se aprecian con activacién metabdlica para el lodo
deshidratado; sin embargo, se detecté un aumento
significativo del ntimero de revertientes por placa en
ellodo térmico, con un incremento del MR = 4,46 por
encima de los revertientes esponténeos con el sistema
de activacién metabdlica S9.

Este resultado positivo con la muestra de lodo tér-
mico sugiere que el lixiviado debe contener sustancias
promutagénicas solubles en agua y que en presencia
del sistema de activacién metabdlica se originan bio-
transformaciones y consecuentemente la aparicién de
metabolitos mutagénicos.

Por otra parte, el lixiviado del lodo compostado
también muestra un pequefio incremento del niimero
de revertientes, ya sea en ausencia o presencia de la
fraccién S9, lo que hace sospechar que también existi-
rfan compuestos de ser metabolizados; aunque no
llegando a las magnitudes del lodo térmico.

Los productos que generarian estos resultados,
podrian ser miembros de la familia de hidrocarburos
policiclicos aromético (PAH) o aminas arométicas, ya
que la cepa TA98 es especialmente sensible a este tipo
de compuestos; por presentar un blanco mutacional
(-C-G-), sensible a delecciones de un par -CG- o -GC-,
siendo mayormente ocasionado por compuestos como
el 2-nitrofluoreno (NF), el 6xido N-nitroquinolina (NQ),
N-metil-N *-nitro-N-nitrosoguanidina (NG). """,

Para obtener mayor informacién, se efectuaron
extracciones orgéanicas de los tres tipos de lodos
mediante Soxhlet, empleando como solvente cloru-
ro de metilo, metanol y resuspendidos en dimetil
sulféxido (DMSQO) el cual es un solvente compatible
con el ensayo de mutagénesis. Los resultados se mues-
tran en la Cuadro 3, donde se observa que no se
encontré un aumento significativo en el ndmero de
revertientes en ninguna de las muestras; no obstan-
te, a dosis equivalente a 1 MOE/g de lodo, los extrac-
tos de cloruro de metileno de los lodos térmico y
compostado resultaron téxicos, observandose tam-
bién un descenso en el ndmero de revertientes por
placa en el extracto del lodo deshidratado. Todo ello
sugiere la presencia de compuestos orgdnicos toxicos
en los lodos, y la generacién de una mayor toxicidad
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Cuadro 2

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium TA98, DE LIXIVIADOS EN AGUA DE LODOS
DESHIDRATADOS, TERMICO Y COMPOSTADO, DE LA EDAR-BLANES (Afio 2000)

Sin activacion metabdélica Con activacion metabdlica

Deshidratado Deshidratado
Cepa Numero de revertientes/placa Numero de revertientes/placa
TA98 C(0)* (g fango seco/placa) C(0)* (g fango seco/placa)

0 0,05 0,1 0,2 0 0,05 0,1 0,2
Media 29,67 29,5 29,22 31,11 42,33 54 45,67 40
D.E. 4,03 4,51 3,99 6,03 4,32 10,12 5,43 12,57
MR 0,99 0,98 1,04 1,27 1,08 0,94
Térmico Térmico

Media 31,44 41,67 48,33 46,5 34,17 61,17 94,08 152,33
D.E. 5,13 3 3,64 4,46 8,15 18,71 20,3 60,75
MR 1,33 1,53 1,48 1,79 2,75 4,46

Compostado Compostado
Media 32,33 49 41 40 37 59 62 58
D.E. 4,92 2,16 2,83 3,56 2,16 5,1 4,32 3,74
MR 1,51 1,27 1,24 1,59 1,67 1,56
* Control Negativo.

Cuadro 3

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium TA98, DE EXTRACTOS ORGANICOS CON
CLORURO DE METILO DE LODOS DESHIDRATADOS, TERMICO Y COMPOSTADO,
DE LA EDAR-BLANES (Ado 2000)

Sin activacion metabolica Con activacion metaboélica

Deshidratado Deshidratado
Cepa Nuamero de revertientes/placa Numero de revertientes/placa
TA98 C(0)* (g fango seco/placa) C(0)* (g fango seco/placa)

0 0,025 0,1 0,2 0 0,025 0,1 0,2
Media 28,83 27,27 27,27 17,33 36,17 33,67 47,17 25,33
D.E. 4,26 4,07 7,08 3,2 3,49 4,32 6,05 6,77
MR 0,94 0,94 0,6 0,93 1,3 0,7
Térmico Térmico

Media 26,83 27,67 26 Toéxico 37,33 33,17 37,17 Toxico
D.E. 4,67 4,89 4,89 4,89 5,95 4,12
MR 1,03 0,93 0,88 0,99

Compostado Compostado
Media 31,5 31,67 31 Téxico 39,5 42 41,17 Toéxico
D.E. 3,27 4,89 4,05 3,15 4,34 3,49
MR 1,0 0,98 1,06 1,06

43q |

* Control Negativo.
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sea resultante de los procesos de secado térmico y
compostaje.

Dado que en el lixiviado del lodo tratado térmica-
mente se habia detectado una clara respuesta mutagé-
nica, se evalud el extracto orgdnico en metanol con la
cepa TA100. dicha cepa se caracteriza por poseer unas
mutacion en el locus hisG46 que resulta de la sustitu-
cién (transicién) de un par de bases de una leucina
(GAG / CTC) por una prolina (GGG / CCC) en el
codon 69 de hisG46, siendo reversible por transiciones
y transversiones en el codon mutado; aunque debe-
mos sefialar que los mutantes que acarrean arginina
por la posicién 69 no pueden ser detectados '****”', Esta
cepa, al igual que TA98 es poseedora del plasmido
pKM101, que posibilita el incremento de la mutagé-

o 114
nesis .

Como se observa en el Cuadro 4, no se detectd
indicios de mutagenicidad, con y sin fraccién S9; pero
fue evidente en ambos ensayos la aparicion de toxici-
dad con concentraciones mayores de 0,001 mL de
extracto/placa. Estos resultados refuerzan los obteni-
dos con la cepa TA98, en el sentido de la generacién
de compuestos toéxicos durante el proceso de trata-
miento térmico de los lodos.

Mutagenicidad de Lodos de la EDAR-Blanes
y durante el Afo 2001

Similarmente al periodo anterior, se evaluaron los
lodos procedentes de la EDAR-Blanes; asi como de
otras localidades como Vilaseca y Mataré. A partir de
ellos, se obtuvieron lixiviados en agua, extracciones
por Soxhlet con distintos solventes y extracciones con
mezclas de compuestos orgdnicos como metanol,
DMSO, etanol+DMSO y acetona+ tolueno+ meta-
nol (ATM).

Referente a la valoracion de los lixiviados en aguas
de lodos de la EDAR-Blanes con TA98, observamos
en el Cuadro 5 que son portadores de compuestos
promutagénicos el lodo deshidratado con un
RM=2,71 parala dosis més alta con sistema de activa-
cién metabélica; de otro lado, el fango térmico presen-
ta actividad mutagénica (RM=2,13), pero en este
caso sin el sistema de activacién metabdlica; mientras
el lodo compostado carece de toda actividad. Dado
esto, se creyd conveniente ensayar las muestras con
cepas de S. typhimurium mucho m4s sensibles como la
YG1024,YG1029y Ygl041.

Como habiamos sefialado, YG1024 y YG1041 se
trata de cepas isogénicas de TA98; en la primera de

Cuadro 4

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium TA100, DE
EXTRACCIONES ORGANICAS CON METANOL DEL
LODO TERMICO, DE LA EDAR-BLANES (Ao 2000)

Sin activacion metabélica

Térmico
Cepa Numero de revertientes/placa
Ta100 C(0)* mL extracto/placa

0 0,00025  0,0005 0,001 0,01 0,1
Media 106,6 117,2 109,6 93,4 66,6 67,6
D.E. 7,2 10,7 7,3 7,4 4,7
MR 1,1 0,88 0,62 0,63
Con activacion metabolica

Térmico
Media 128,4 113,4 121,8 116,8 88,2 68,4
D.E. 14,9 7,1 14,1 10,1 6,7
MR 0,88 0,91 0,69 0,53

* Control Negativo.
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ellas se trata de una cepa hiperproductora de acetil-
transferasa; mientras que la segunda, tanto de acetil-
transferasa como de nitroreductasa, las cuales son
enzimas involucradas en la activacién metabdlica
intracelular de nitroarenos y aminas aromdticas. Los
nitroarenos, mayormente los ubicamos en particulas
emitidas por motores de combustién (petréleo y gaso-
lina), condensado en el humo de cigarros y en la

2 6,17,18 .
atmésfera urbana "*'"'”; entre ellos podemos citar al 2-

Nitrofluoreno (2-NF), 1-Nitrofluoreno (1-NF) y el
1,8-Dinitrofluoreno (1,8-DNP), que son poderosos
mutdgenos "”. Mientras que las aminas arométicas son
empleadas como materia prima en la industria quimi-
ca, textil, de gomas, papel, colorantes etc. """, De igual
modo; la cepa YG1042 es también hiperproductora de
acetiltransferasa y nitroreductasa, pero en este caso
deriva delacepa TA100"".

En los Cuadros 6, 7 y 8, correspondiente al lodo
deshidratado muestra un resultado positivo con
Y(G1024 sin sistema de activacién metabdlica, sugi-
riendo que la acetiltransferasa de esta cepa condicio-
narfa la formacién de compuestos mutagénicos a par-
tir de aminas aromaticas y/o nitroarenos, dado que
ninguno de ellos interacttia con el DNA per sec, ellos

requieren conversiones metabdlicas y de este modo
ocasionar mutagénesis; pero sin embargo, la fraccién
microsomal detoxificarfa dichos compuestos. Asimis-
mo, estos compuestos mutagénicos tendrfan gran
afinidad por un blanco mutacional (-C-G-)8, de
TA98y YG1024; es decir, originando delecciones y no
sobre otra diana como la de YG1029 en ausencia de
sistema de activacién metabdlica.

En cuanto al lodo térmico, parece ser que presenta
compuestos mutagénicos, aunque no siendo tan evi-
dente en éstas tres cepas ensayadas. Teniendo el ante-
cedente de haber resultado positivo con TA98 (S9°),
estas mezclas ocasionarfan una mutagénesis directa
siendo factible su detoxificacién por la fraccién S9.

De lo expuesto, resulta evidente que la naturaleza
quimica tanto del fango deshidratado como del fango
térmico es diferente, posiblemente debido al trata-
miento que recibe este dltimo, que es producto de un
secado a través de aire caliente o una corriente de gas,
cuya temperatura oscila alrededor de los 200 °C (seca-
do indirecto) a 400 °C (secado directo), habiéndose
reportado a través del anélisis molecular que procesos
de esta naturaleza generan nuevos productos como

: P [14]
nitroarenosy d1ox1nas .

Cuadro 5

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium TA98, DE LIXIVIADOS EN AGUA DE LODOS
DESHIDRATADOS, TERMICO Y COMPOSTADO, DE LA EDAR-BLANES (Ao 2001)

Sin activacion metabolica

Con activacion metaboélica

Deshidratado

Cepa Nuamero de revertientes/placa
TA100 C)* mL de lixiviado/placa

0 0,1 0,5 1 1,5
Media 200 245 228 343 34
D.E. 2,6 4,1 2,8 7,8 9,6
MR 1,23 1,14 1,71 1,7

Térmico
Media 246 44 454 45 5124
D.E. 2,3 6,8 8,7 2,3 5,8
MR L,79 1,85 1,83 2,13
Compostado

Media 26,8 298 252 345 264
D.E. 3,8 43 5 7,3 2,1
MR L1109 1,29 0,99

Deshidratado
Numero de revertientes/placa
C(0)* mL de lixiviado/placa
2 0 0,1 0,5 1 1,5 2
37 27 33 50,4 26,5 50,6 73,3
4,4 2,9 3,2 8,9 4,1 7,2 8
1,85 1,22 1,86 098 1,87 2,71
Térmico
43,8 40 376 41,6 404 342 434
5,3 4,8 2,1 65 621 74 35
1,78 094 1,04 1,01 0,855 1,085
Compostado
26,8 348 343 34 36,5 32 315
2,7 6,4 3 5,6 6,1 4 6,8
1 098 098 1,06 092 091

* Control Negativo.
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Cuadro 6

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium YG1024, DE LIXIVIADOS EN AGUA DE LODOS
DESHIDRATADOS Y TERMICO, DE LA EDAR-BLANES (Afio 2001)

Sin activacion metabdlica

Con activacion metaboélica

Deshidratado Deshidratado

Cepa Numero de revertientes/placa Numero de revertientes/placa
YG1024 C0)* mL de lixiviado/placa C0)* mL de lixiviado/placa

0 0,1 0,5 1 1,5 2 0 0,1 0,5 1 1,5 2
Media 244 36 373 36,5 468 61,3 4555 63,6 708 75 81,8 74
D.E. 3,5 7,8 43 7,1 2,2 5,1 4 1,7 7,5 6,9 10,6 7
MR 1,48 153 1,5 1,92 2,51 4 1,55 1,65 1,8 1,63

Térmico Térmico
Media 24 288 31,8 335 NR NR 30,8 30,8 458 342 NR NR
D.E. 2,9 5,2 3,1 4,7 4,6 7,8 6,3 5,4
MR 1,2 133 14 1 1,49 1,1
* Control Negativo.
Cuadro 7

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium YG1029, DE LIXIVIADOS EN AGUA DE LODOS
DESHIDRATADOS, TERMICO, DE LA EDAR-BLANES (Ao 2001)

Sin activacion metabdlica

Con activacion metaboélica

Deshidratado Deshidratado

Cepa Numero de revertientes/placa Numero de revertientes/placa
YG1029 C(0)* mL de lixiviado/placa C(0)* mL de lixiviado/placa

0 0,1 05 1 1,5 2 0 0,1 0,5 1 1,5 2
Media 129,6 149,7 163,8 173,7 183,3 176 52,5 88,5 89 103,5 100 104
D.E. 10,3 22,5 6 4,5 4,9 9,3 9,5 4,5 5 53 13,1 7
MR L15 1,26 1,34 141 136 1,69 1,7 197 1,9 1,98

Térmico Térmico

Media 103,8 131,2 127,8 160,4 1724 188,6 120,6 140,6 124,6 140 150 174,6
D.E. 4,4 10 36 11,2 1,5 148 12,6 12 133 14,7 12 19,6
MR 1,26 1,23 1,55 1,66 1,82 1,17 1,03 1,16 1,24 1,45

* Control Negativo.

Haciendo uso de solventes orginicos (DMSQO,
DMSO + etanol, Metanol, Acetona + Tolueno +
Metanol) y no el agua; con el fin de incrementar la
polaridad de ciertos componentes " y pretender evi-
denciar actividad mutagénica en el lodo térmico; mos-
tramos los resultados en la Cuadro 9, donde todos ellos
resultaron negativos, solo registrandose pequefios
indicios de mutagencidad con la extraccién de DMSO
+ etanol y ATM sin sistema de activacién metabdlica;

mientras, que con metanol y ATM, cuando fueron
procesados con sistema de activacién metabdlica.
Aunque debemos precisar que en este caso las concen-
traciones empleadas fueron mucho menores a las
empleadas con lixiviados en agua; estas estuvieron
dentrodel rango de los 0,0125 pl/placa— 100 pl/placa.

Producto de los resultados obtenidos, se propuso
efectuar otro tipo de extraccién orgénica, mediante
una mezcla de cloruro de metileno/metanol de los
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Cuadro 8

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium YG1041, DE LIXIVIADOS EN AGUA DE LODOS
DESHIDRATADOS, TERMICO, DE LA EDAR-BLANES (Ao 2001)

Sin activacion metabdlica Con activacion metabdlica
Deshidratado Deshidratado
Cepa Numero de revertientes/placa Numero de revertientes/placa
YG1041 C0)* mL de lixiviado/placa C0)* mL de lixiviado/placa
0 0,1 0,5 1 1,5 2 0 0,1 0,5 1 1,5 2
Media 57,8 80,3 73,5 88,5 84,5 90,8 60,8 71,8 90,2 97,8 100,8 106,4
D.E. 5,1 9 7 12,8 8,5 2,1 12,5 83 3,4 8,6 182 4.2
MR 1,39 1,27 1,53 146 1,57 1,18 148 1,61 1,66 1,75
Térmico Térmico
Media 78,6 70,8 76,4 87 85,6 89,8 76,2 643 148 754 86,6 852
D.E. 6,8 4,9 85 11,5 82 103 142 6,2 8,5 7,1 10,1 0,6
MR 09 097 1,11 1,09 1,14 0,84 098 099 116 1,12
* Control Negativo.
Cuadro 9

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium TA98, DE EXTRACCIONES CON DIFERENTES
SOLVENTES ORGANICOS DEL LODO TERMICO, DE LA EDAR-BLANES (Afio 2001)

Sin activacion metabdlica Con activacion metabdlica
DMSO + Etanol DMSO + Etanol
Cepa Numero de revertientes/placa Numero de revertientes/placa
TA98 C(0)* mL de lixiviado/placa C(0)* mL de lixiviado/placa
0 0,012mL 0,025mL 0,05mL 0,1 mL 0 0,012mL 0,025mL 0,05mL 0,1 mL
Media 21,3 23,5 253 36,5 25 21,2 20,8 268
D.E. 6,7 3,9 3,4 8,3 2,6 0,8 5,4 6,1
MR L1 1,19 1,71 0,85 0,83 1,07
Metanol Metanol
Media 234 20,7 19,7 22,7 203 27,2 31,3 343 33 43
D.E. 4,4 2,9 2,1 2,1 3,2 5,3 5,5 3,2 7,9 2,6
MR 0,88 0,84 1,01 0,87 L,I5 1,26 1,21 1,58
ATM ATM
Media 21 28 258 27,5 33,6 30,4 38 368 46
D.E. 5,7 7,3 1,7 5,6 5 5,3 3,6 6,3 8
MR 1,33 1,23 1,31 1,6 1,25 1,21 1,51
DMSO
Media 25,2 26 24 21,5 264
D.E. 69 3,5 4,7 2,6 2,7
MR 1,03 095 0,85 1,05
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lodos térmico y compostado; los cuales fueron proce-
sados en el CETESB (Sao Paulo-Brasil), cuyos resulta-
dos los tenemos en el Cuadro 10, siendo negativas
ambas muestras para las cepas TA98 y YG1042; pero
reportandose toxicidad en la cepa TA98 de la muestra
de lodo compostado.

Mutagenicidad en lodos de las EDARs
Vilaseca y Mataro

Durante este mismo periodo se abordo el estudio
sobre el comportamiento de lodos deshidratados de

otras localidades como Vilaseca y Matard; de los
cuales se obtuvieron lixiviados en agua y ensayados
con S. typhimurium TA98. Como aparece en el Cua-
dro 11, existe solo indicios de mutagenicidad en la
muestra de Matard, pero detectdndose compuestos
mutagénicos en el lodo procedente de Vilaseca con
un MR = 2,13; lo que motivo el ensayo en YG1024 y
YG1029 sin activacion metabdlica, no registrandose
mutagenicidad en estas cepas, por lo que el resultado
positivo podria haberse debido a algiin otro tipo de
mutageno.

Cuadro 10

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium TA98 y YG1042, DE EXTRACCIONES
CON CLORURO DE METILENO / METANOL DE LODOS TERMICOS Y
COMPOSTADOS, DE LA EDAR-BLANES (Ao 2001)

Sin activacion metabdlica

Con activacion metaboélica

Térmico Térmico
Cepa Numero de revertientes/placa Numero de revertientes/placa
TA98 C)* mg Equiv. fango/placa C(0)* mg Equiv. fango/placa
0 6,25 12,5 25 50 100 0 6,25 12,5 25 50 100
Media 23,5 356 20,5 235 34 22 30,2 337 43 31,3 275 27
D.E. 1,73 4,04 0,71 6,36 3,61 1,73 572 4,62 2,65 833 2,12 2
MR 1,5 0,9 1,2 L4 09 L1 1,4 1 09 09
Compostado Compostado
Media 23,5 33,7 285 363 30,7 31,7 30,2 29,7 21,7 32,3 Tox. Tox.
D.E. 1,73 2,08 0,71 513 4,04 493 572 493 252 4,04
MR 1,4 1,2 1,5 1,3 1,3 1 0,9 1
Sin activacion metabdlica Con activacion metabdlica
Térmico Térmico
Cepa Numero de revertientes/placa Numero de revertientes/placa
YG1042 C()* mg Equiv. fango/placa C(0)* mg Equiv. fango/placa
0 6,25 12,5 25 50 100 0 6,25 12,5 25 50 100
Media 8,2 703 593 563 873 183 84,4 843 893 873 1763 8417
D.E. 7,16 10,5 2,08 1,53 85 16,5 2,88 6,03 4,04 13,8 13,65 10,79
MR 0,9 0,7 0,7 1,1 1 1 1 1 0,9 1
Compostado Compostado
Media 81,2 69,7 94,5 92,3 104 102 84,4 81,7 80,7 81,7 81,7 111
D.E. 7,16 85 2,12 137 1 2,65 2,88 13,05 7,09 19,14 19,14 14
MR 0,9 1,2 1,1 1,3 1,3 1 1 1 1 1,3

* Control Negativo.
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Cuadro 11

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN . typhimurium TA98 y YG1024 y YG1029 DE LIXIVIADOS EN
AGUA DE LODOS DESHIDRATADOS DE LA EDAR-VILASECA Y MATARO (Ao 2001)

Sin activacion metabdlica

Con activacion metaboélica

Mataré6 Mataré
Cepa Numero de Colonias revertientes/placa Numero de Colonias revertientes/placa
TA98 C(0)* mlL lixiviado/placa C(0)* mlL lixiviado/placa
0 6,25 12,5 25 50 100 0 6,25 12,5 25 50 100
Media 20,6 23,8 26,2 268 296 34 21,8 29 40,8 45 44 473
D.E. 0,9 53 2,9 5,8 34 5,8 5,1 7 6,2 5,7 8,7 34
MR 1,16 1,27 1,3 1,44 1,65 1,04 1,47 1,62 1,58 1,7
Vilaseca Vilaseca
Media 263 41 384 52 504 56 37,2 39,2 388 394 438 44,2
D.E. 3,2 2,9 6,9 7,1 68 44 4,9 9,8 4,5 4,6 5,5 8,5
MR 1,56 1,46 198 1,92 2,13 1,05 1,04 1,06 1,18 1,19
Sin activacion metabdlica
Mataré
Cepa Nuamero de Colonias revertientes/placa
YG1024 CO)* mlL lixiviado/placa
0 6,25 12,5 25 50 100
Media 258 26 314 304 36 31
D.E. 4,7 4 2,1 4 4,2 6,8
MR 1,01 1,22 1,18 1,4 1,2
Vilaseca
Cepa Numero de Colonias revertientes/placa
YG1029 C(0)* mlL lixiviado/placa
0 6,25 12,5 25 50 100
Media 131 1384 140 129,8 121,8 130,6
D.E. 5 154 141 76 104 93
MR 1,06 1,07 0,99 0,93 1

* Control Negativo.

Mutagencidad de lodos de la EDAR-Blanes
durante el Afo 2002

Respecto a la valoracién de mutagenicidad de
lodos del ano 2002, se efectuaron lixiviados en agua de
los tres tipos de lodos de la EDAR-Blanes, cuyos resul-
tados los exponemos en la Cuadro 12; guardando solo
similitud con los del periodo anterior el lodo deshidra-
tado, en el cual se reitera la existencia de compuestos
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promutagénicos (MR = 2,1) a la dosis m4s alta; y a
diferencia de muestras anteriores existe solo cierta
mutagenicidad en el fango térmico con vy sin sistema
de activacion.

Es notorio apreciar la aparicién de compuestos
mutagénicos en el fango compostado sin exposiciéon a
la fraccién microsomal S9, con un MR = 2,62, alcan-
zado con una concentracién de 1,5 ml. de muestra; y
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solo habiendo indicios de mutagenicidad (MR= 1,83)
con activacién metabdlica. Paralelamente se presenta
toxicidad acompafiando a la mutagénesis, que se mani-
fiesta por un crecimiento de fondo en las placas de
ensayo Este tltimo resultado sugiere una serie de posi-
bles explicaciones.

Conceptualmente el compostaje es considerado
como una tecnologia de biorremediacién tanto de
lodos como de suelos, que consiste en una descompo-
sicién en los digestores de los residuos orgénicos por
efecto de los microorganismos presentes, creandose
un ambiente caracterizado por elevadas temperaturas
(>50°C), alta concentracién de nutrientes, oxigeno y
un pH neutro. Sin embargo ésta tecnologia, puede ser
muy efectiva como ineficaz en la reduccién de genoto-
xicidad ", siendo ya citada en estudios de biorreme-
diacién de que el compostaje y otros tratamientos
pueden disminuir la genotoxicidad, aunque al cabo de
unas semanas esta vuelve a aparecer y/o, por lo que es

vélido cuestionarse en que medida este tipo de proce-
so post lodo deshidratado pueden ser efectivos en dis-
minuir un posible efecto mutagénico.

De todo lo anteriormente expuesto, es preciso
poner en relevancia de que a través de los lixiviados
con agua, estos han resultados adecuados para valorar
la mutagenicidad de los lodos de depuradoras, aunque
en nuestro caso posiblemente ha existido un inade-
cuado sistema de extraccién y concentracién orginica
de las muestras que no resultaron fehacientemente
mutagénicas.

Por otra parte, en varias oportunidades se efectuaron
repeticiones con determinadas muestras (resultados no
descritos), donde se evidenci6 que los RM diferfan uno
de otro a la misma concentracién y siendo de la misma
procedencia; en todos los casos se presentaron mayores
RM en ensayos que fueron efectuados inmediatamente
comprobada la esterilidad del lixiviado.

Cuadro 12

ACTIVIDAD MUTAGENICA EN S. typhimurium TA98 DE LIXIVIADOS EN AGUA DE LODOS
DESHIDRATADOS DE LA EDAR-BLANES (Ano 2002)

Sin activacion metabodlica

Con activacion metabélica

Deshidratado
Cepa Numero de Colonias revertientes/placa
TA98 C0)* mlL lixiviado/placa
0 0,1 0,5 1 1,5
Media 203 243 248 26 258
D.E. 2,1 4,9 1,6 2,4 3
MR L2 1,22 1,28 1,27
Térmico
Media 24,2 31 31,2 32 34
D.E. 2,2 5,3 39 2,61 53
MR 1,28 1,29 132 14
Compostado
Media 242 225 42,2 58,6 63,5
D.E. 2,2 4,5 4,4 7,2 5,1
MR 092 1,74 242 2,62
*) +4) +4)

Deshidratado

Numero de Colonias revertientes/placa

C(0)* mlL lixiviado/placa

2 0 0,1 0,5 1 1,5 2
25,6 25,8 39,5 414 39,8 54,2

4 4 4,7 5,9 5,2 9,1 49
1,26 1,53 1,61 196 1,54 2,1

Térmico
36,8 34 33 46,4 47 48,6 51,2
3,7 22 142 61 105 94 47
1,52 097 1,36 1,38 142 15
Compostado

46,8 34 296 338 55 62,2 51,6
10,1 2,2 5,4 9,6 7,6 3,4 9,6
1,93 087 099 1,62 183 1,69

(+++)

(+) = Poco Toxico
(++) = Medianamente Toxico
(+++) = Muy Toxico

* Control Negativo.
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Haciendo un balance de lo hallado, se deduce que
existe una gran variabilidad en la composicién quimi-
ca de éstos lodos, que se traduce en los diversos tipos
de respuesta obtenidos para cada uno de ellos durante
estos tres afos.

Cierto es que los lodos de depuradora presentan
una serie de potencialidades y resolverian muchos
problemas; sin embargo, parece ser que no soluciona el
problema del vertido de componentes peligrosos para
el hombre, como son los compuestos genotéxicos. Si
bien este tipo de mezclas cuando son aplicadas (espe-
cialmente al suelo) estén sujetas a una serie de trans-
formaciones de tipo fisico, quimico y biolégico (fené-
menos de absorcién, adsorcién sobre suelos y plantas,
volatilizacién, fotolisis, y de degradacién quimica y
biolégica) es posible que puedan conducir a la genera-
cién de metabolitos mutagénicos, hecho que deben de
valorar las administraciones competentes y de esta
manera fomentar y promover actuaciones encamina-
das a una racionalizacién en su utilizacion.

4. CONCLUSIONES

Ellodo térmico del afio 2000 contiene compuestos
organicos (posiblemente miembros de la familia de
PAH y aminas arométicas) capaces de ser biodisponi-
bles y ser metabolizados por enzimas presentes en la
fraccién S9 y consecuencia de ello generar metaboli-
tos mutagénicos. El lodo compostado (afio 2000) tam-
bién podria presentar este tipo de compuestos, si bien
la sensibilidad del ensayo no ha sido suficiente para
detectarlo claramente. Asimismo; la extraccién con
cloruro de metilo y metanol de lodos térmico y com-
postado podria haber generado un aumento de com-
puestos téxicos, dado que presentan toxicidad duran-
te el ensayo con S. typhimurium TA98 y Ta100.

Los lodos deshidratado y térmico durante el periodo
2001, presentaron mutagenicidad en cepas distintas de
S. typhimurium, posiblemente debido a la diferente natu-
raleza quimica resultante del proceso de secado térmico.

Lodos deshidratados procedentes de otras EDARs,
también presenta actividad mutagénica o indicios de
ella, tal es el caso de las EDAR Vilaseca y Mataré.

Ellodo compostado (Afio 2002) mostré ser téxico,
y a la vez presentar actividad mutagénica sin exposi-
ci6n a la fraccién microsomal S9, lo que resulta cues-
tionable si ésta tecnologia (compostaje) podria reducir
el riesgo del empleo de fangos.
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La elevada variabilidad en el potencial mutagénico
y/o toxico de los lodos durante el periodo 2000-2002,
son un reflejo de la diversidad en compuestos organi-
cos que deben contener cada uno de ellos.

La obtencion de lixiviados en agua resultan ade-
cuados en la deteccién de mutagenicidad de lodos de
EDARs, aunque el sistema de extraccién a través de
compuestos orgdnicos no ha permitido evidenciar
claramente la presencia de compuestos genot6xicos.

Por existir respuesta mutagénica diferencial a par-
tir de un mismo tipo de muestra, es recomendable
realizar los ensayos de los lixiviados, al poco tiempo de
ser obtenidos; ya que en el curso del tiempo (entre 15
dias y dos meses) disminuye su potencial mutagénico.
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