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RESUMEN

La contaminacion ambiental ha ido ligada al desarrollo industrial en el mundo
moderno. Actualmente en nuestro planeta se vierten a rios y embalses mas de 27
millones de toneladas de desechos organicos en forma de mezcla compleja
contaminando a nuestras aguas con compuestos que son capaces de alterar la
estructura del genoma de varias especies incluida el hombre. En Ciudad de la
Habana tenemos varias industrias reportadas en el inventario de focos
contaminantes, que vierten sus residuales liquidos, a cuencas de interés nacional
como la cuenca Almendares-Vento. A la misma vierten aproximadamente 67
entidades de ellas 47 son industrias, 10 de ellas pertenecen a la industria quimica y
11 a la industria alimenticia, en ninguna de ellas se le ha monitoreado sus residuales
desde el punto de vista genotoxico, por lo que se propuso la realizacion de este
trabajo el cual tiene como objetivo fundamental: evaluar, mediante el ensayo de
micronucleos en Allium cepa L, la capacidad genotdxica de los residuales de la
cerveceria Guido Pérez en Cuidad de la Habana y del arroyo Aguila Hatuey, cuerpo
receptor de los mismos. Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que esta

industria vierte a su entorno residuales liquidos con potencialidad genotoxica.
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INTRODUCCION

El desarrollo tecnolégico, el crecimiento demografico, la industrializacién y el uso de
nuevos métodos de agricultura tecnificada son factores que contribuyen a que se
incorpore al ambiente, de manera continua, cantidades crecientes de un gran
namero de sustancias quimicas, sintéticas y naturales (Martinez, 1999). Los
procesos industriales generan desechos que suelen contener contaminantes que
son vertidos al medio ambiente, en el cual se concentran o reaccionan con otros
elementos produciéndose contaminantes secundarios con potencialidad genotéxica
(Moreno y Carrillo, 2002).

En nuestro pais, las industrias quimicas y alimenticias se encuentran entre las mas
agresivas al medio ambiente, vertiendo sus residuales a varias cuencas de interés
nacional contaminandolas con diversos compuestos quimicos (AMA, 2003) con
potencialidad genotéxica, por lo que se propuso la realizacién de este trabajo el cual
tiene como objetivo evaluar la capacidad genotéxica de los residuales liquidos
derivados del proceso productivo de la cerveceria Guido Pérez y del arroyo Aguila

Hatuey, cuerpo receptor de los residuales.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de residuales industriales y del cuerpo receptor donde vierten.

Se tomaron muestras de residuales liquidos derivados del proceso de produccién de
la cerveceria Guido Pérez del municipio Cotorro y del arroyo Aguila Hatuey, cuerpo
receptor de dichos residuales. Los puntos de muestreo son los siguientes:

Punto -1: Ubicado 50m antes del vertimiento de agua residual del lavado de las
calderas. La toma de muestra fue en el arroyo Aguila Hatuey.

Punto-2: Lugar en el Arroyo donde se vierten los residuales de la fabrica sin incluir
el residual derivado de las calderas ni del fregado.

Punto-3: Residual derivado de las calderas y parte del servicio social de la fabrica
(cocina-comedor, bafio, lavamanos).

Punto-4: Lugar en el Arroyo 50m después de donde se vertieron todos los
residuales de la fabrica excepto el residual derivado de los toneles que va

directamente al alcantarillado.



Punto-5: Residual derivado del embotellado de la fabrica.

Punto-6: Residual derivado de la limpieza de los toneles de cerveza dispensada.

Las muestras fueron conservadas a 4°C hasta el momento de ser usadas (no mas
de 5 dias) en el laboratorio.

Ensayo de microndcleo en Allium cepa.

Se emplearon éapices radicales de bulbos de Allium cepa L., variedad amarilla
americana, los cuales fueron preparados, sometidos a tratamiento y analizados
siguiendo las indicaciones reportadas en la literatura (Ma, 1986). Las muestras
evaluadas fueron pasadas por papel de filtro para eliminar los cuerpos solidos y
esterilizados por filtro-miliporo de 2.5u . Como control negativo se uso solucion de
Hoagland (Hoagland, 1980) y control positivo asida de sodio a concentracion de 65,
205 y 325 pg/ml. Los é&pices se tifieron con reactivo de Shifft, y se colocaron 5 en
cada lamina portaobjeto por cada muestra a evaluar. Las células micronucleadas
(Figura-1) fueron registradas en un total de 1000 células por cada apice y efectud a

la lectura de las preparaciones.
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Figura-1 "Ceélulas Micronucleadas observadas al microscopio optico”
120 X

Para el céalculo del indice mit6tico se contaron un total de 1000 células de la zona
meristematica del apice (Grand, 1982). El analisis estadistico consisti6 en un

analisis de varianza de clasificacion simple con un nivel de confiabilidad de un 95%,



el test de Dunnett y un andlisis de regresion lineal, todos utilizando el paquete
estadistico TONISTAT (Sigarroa, 1987).

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra las materias primas utilizadas durante el proceso industrial. El
conocimiento de las mismas nos da informacién acerca de los posibles componentes
de las aguas residuales que se generan en dicha fabrica.

Las aguas residuales de esta industria se generan durante el proceso de elaboracion
de la cereza y también durante la limpieza de los equipos y tanques que intervienen
en la produccion, incluido los residuales generados en el &rea de las calderas. La
tabla 2 presenta los valores de los parametros quimicos durante el vertimiento de
residuales que han sido monitoreados en cada uno de los puntos de muestreo

analizados en este trabajo (Valdez y Palacios, 2003).

Tabla-1. Materia prima utilizada en el proceso de elaboracion industrial.

Materias Primas Formula Empirica Composicién Quimica
Almidén (80%)
Cebada malteada Formula compleja Proteinas (10%)
Fibra vegetal (10%)
Lupulo Formula compleja Resinas acidas
] _ Composicion quimica
Levadura Foérmula compleja )
compleja
] . Glucosa (50%)
Azlcar refino C12H22010
Fructuosa (50%)
Hidrato de cal Ca(OH), 95 % de pureza
Sulfato de Aluminio Alx(SO4)3 85 % de pureza
. NaCl 80 % de pureza
Cloruro de sodio




Hidroxido de sodio NaOH 80 % pureza

Tabla-2. Valores de los parametros de vertimiento de residuales evaluados en

muestras tomadas en la industria estudiada.

Parametros Muestra- |Muestra-|[VMP® |Muestra [VMCA
32 4° Arroyo® |®
Flujo 734 m’|720 m?|- - -
/Dia /Dia
Demanda bioquimica de
oxigeno (DBO) 460 mg/|616 mg/|300 320 mg/L |2 mg/L
L L mg/ L
Demanda guimica de
oxigeno (DQO) 1122 mg/| 1552 mg/| 700 816 mg/|7
L L mg/L |L mg/L
Nitrogeno total (NT) 16.24 19mg/L |15 mg/|7.8 mg/|1.21
mg/ L L L mg/L
Fosforo total (FT) 19.3 mg/|17.2 mg/|10 mg/|5.3 mg/L|1.5
L L L mg/L
Sdlidos totales (ST) 1492 1103 10 704 ml/L |3 ml/L
ml/L ml/L ml/L
Solidos sedimentales (Ssed)
25.5ml/L |38 ml/L (5 mlL |- 1 ml/L

a: Residual de calderas.

b: Residual general de la industria.

c: Arroyo Aguila Hatuey, receptor de los residuales

d: Valores Maximos permisibles segun Normas cubanas de vertimiento de

residuales NC 27, 1999




e; Valor minimo a partir de los cuales el cuerpo de agua es de mala calidad NC
25, 1999

En relacion a los valores maximos permisibles de vertimiento, segun la Norma
Cubana (NC 27, 1999), se puede apreciar que todos los parametros superan los
establecidos por la misma tanto para la muestra-3 como para la muestra-4. Lo
mismo sucede con la muestra del arroyo donde sus valores medios superan los
limites minimos a partir de los cuales el agua se clasifica de mala calidad para uso
pesquero. De las tres muestras analizadas la mas contaminante es la muestra del
arroyo debido a que los pardmetros superan desde 3 veces hasta mas de 200 veces
el valor establecido por la Norma Cubana (NC 25, 1999). La segunda mas
contaminante es la muestra 4 donde los parametros son el doble de los establecidos
por la Norma Cubana (NC 27, 1999), lo que indica que la industria estudiada es un

foco contaminante arroyo Aguila Hatuey.

Para analizar la genotoxicidad de los residuales de la cerveceria Guido Pérez se
analizo la frecuencia de micronudcleos en apices radicales de Allium cepa L por cada
1000 células contadas. La siguiente figura muestra el comportamiento de las células

micronucleadas durante la etapa de estudio (Figura-2).



FRECUENCIA DE CELULAS MICEONUCLEADAS
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Figura-2 " Frecuencia de células micronucleadas por cada 1000 celulas contadas

Como se observa en la figura-2 de las muestras de residuales que mas frecuencia
de células micronucleadas fue la nimero 13, que corresponde con la muestra-4 al
100% (Anexo-1) con una frecuencia media de 1,8 por cada 1000 células contadas.
Esta muestra corresponde al punto de muestreo donde se une todo el residual de la
fabrica y es la segunda mas contaminate en cuanto a materia organica de refiere,
evidenciando la presencia de compuestos con capacidad de inducir aberraciones
cromosomicas en el material biologico que se encuentre en contacto con estos

residuales.

La muestra-2 (100%) también obtuvo valores significativos al tener una frecuencia
de células micronucleadas de 1,4 por cada 1000 células contadas. Esta muestra
corresponde al lugar del arroyo donde se vierten los residuales de la fabrica sin
incluir el residual derivado de las calderas ni del fregado. Este punto de muestreo al
igual que el anterior tuvieron los mayores valores de frecuencia de células
micronucleadas, puesto que la muestra fue tomada del arroyo Aguila Hatuey. Esto
significa que en el arroyo y en el agua residual hay presencia de compuestos
genotdxicos formados por la materia organica que se encuentran en los mismos la

cual reacciona con el cloro del agua tratada para consumo humano, formandole



derivados clorados con capacidad de alterar la estructura cromosémica de las raices

expuestas (Moreno y Castillo, 2002).

El indice mitético se calculd contando la cantidad de células en division entre la

cantidad de células contadas segun la siguiente formula (Grand, 1982):

IM % — PROFACE + ME'I;-AOEQCE + ANAFACE 100

El indice mit6tico nos da una medida de la capacidad que presenta una sustancia de
causar efectos fitotoxicos (toxicidad a nivel celular en plantas), cuanto mas bajo es

este indice, mas letal es la sustancia a nivel célula (Figura-3).

Los resultados obtenidos en los valores de indice mit6tico estan indicando un claro
efecto de fitotoxicidad en los apices radicales de A. cepa. Todas Las muestras
analizadas reducen la proporciéon de células meristematicas en division, lo cual
indica que la fabrica vierte a su entorno ambiental compuestos con potencialidad
citotdxica, o sea compuestos capaces de dafiar la estructura celular antes de la
division de las mismas (Figura-4). Muchos de estos compuestos como las n-
nitrosaminas formadas tanto en el residual derivado de los procesos de elaboracion
de alimentos o los formados el arroyo Aguila Hatuey debido al vertimiento de
proteinas degradadas por la microbiota presente en el arroyo han sido reportados
por la literatura especializada como compuestos con capacidad mutagénica y con
capacidad citotéxica (Ohe et al.,, 1999) y otros compuestos monoclorados,
tetrahalogenados que se pueden formar facilmente en un cuerpo de agua al
reaccionar la materia organica presente con agua clorada utilizada en el lavado de
los reactores y botellas, todos estos compuestos han sido reportados como
genotoxico en la literatura internacional (Mirisawa et al., 2003; Houk, 1992; Claxton
et al., 1998).



Figura-3 "Fases del ciclo celular observadas al microscopio optico”
120X
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Figura-4 “Grafico del Indice mitotico durante |a etapa de estudio™

CONCLUSIONES

1. El residual de la fabrica Guido Pérez obtuvo valores elevados de

frecuencia de células micronucleadas.



2.

El mayor valor de células micronucleadas lo obtuvo el punto de muestreo-
4 con un valor de 1,8 cell/1000 contadas a solo 0,2 unidades del control
(+) Azida de sodio de 65ug/mL.

Los resultados obtenidos en los valores de indice mitético estan indicando

un claro efecto de fitotoxicidad en los apices radicales de Allium cepa L.

. Todas Las muestras analizadas reducen la proporciébn de células

meristematicas en division, lo cual indica que la fabrica vierte a su entorno

ambiental compuestos con potencialidad citotoxica.

ANEXO-1 “Valores medios de la caracterizacién genotoxica de los residuales

de la Guido Pérez"

# de clave | Descripcion MN/ 1000 células | Indice Mitético
3 Control ()1 0,054
H.Ocorr.
22 Control(- 0,6 0,065
)Hougland
7 Muestra 2 100% 1,4 0,023
8 Muestra-2 50% 1,2 0,032
9 Muestra- 2 1% 0,8 0,058
10 Muestra- 3 100% 1 0,055
11 Muestra- 3 50% 1 0,054
12 Muestra-3 6,6% 0,8 0,057
13 Muestra-4 100% 1,8 0,053
14 Muestra-4 50% 1,2 0,057
15 Muestra-4 1% 0,6 0,026
16 Muestra 5 100% 1,2 0,053
17 Muestra 5 50% 0,8 0,054
18 Muestra 5 6,6% 0,8 0,059
20 Muestra-6 50% 1,2 0,040
4 Control(+) asida 65 2,0 0,048



5 Control(+)asida 4,2 0,038
205

6 Control(+) 8,0 0,029
asida325
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