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RESUMEN

La contaminacion atmosférica causada por fuentes moviles (trafico rodado) y
fuentes fijas de combustién (industrias, usos residenciales, climatizacion, y
procesos de eliminacion de residuos) son una de las principales causas de
problemas en la salud ambiental y humana. El material particulado es un conjunto
de particulas sélidas y liquidas emitidas directamente al aire que ha sido clasificado
como un contaminante atmosférico toxico cuya principal fuente en ciudades son los
procesos de combustion y emisiones vehiculares. Por estas razones gobiernos de
diferentes paises han decidido explorar fuentes alternativas de energia como lo son
los biocombustibles, su produccién se ha ido incrementado notablemente a nivel
mundial y al ser de origen vegetal se espera que disminuya el dafio ambiental y los
problemas de la salud asociados, debido a que diferentes estudios epidemioldgicos
sugieren que la polucion del aire puede ser responsable del incremento del cancer

pulmonar.

El test de Ames es una prueba mutagénica que utiliza cepas de Salmonella
typhimurium para de detectar compuestos que causan alteraciones génicas por
corrimiento del cuadro de lectura (frameshift) o por sustitucién de pares de bases
del ADN. Para la deteccién de sustancias promutagénicas, se usa la fraccion
microsomal de higado de rata S9, un sistema de activacion metabdlica, que permite
la evaluacion de metabolitos de la muestra problema. En el presente estudio se
determind el potencial mutagénico de material particulado (PM) generado por la
combustiéon de dos biocombustibles elaborados a base de aceite de Jatropha y
aceite de Palma Africana y del Diésel como combustible fosil. Para ello se evaluaron
tres concentraciones diferentes de PM en las cepas TA98 y TA100. Los resultados
de la investigacion, reflejan una mayor sensibilidad de la cepa TA100 frente a la
cepa TA98, demuestran que el PM de los combustibles a base de extractos
vegetales como el combustible fosil, presentan toxicidad a diferentes
concentraciones en ambas cepas y que el del Diésel y aceite de palma presentan

actividad mutagénica significativa, principalmente por frameshift.



INTRODUCCION

Los biocombustibles representan en la actualidad una fuente importante de energia
renovable, siendo en teoria una alternativa viable para sustituir los combustibles
fosiles y adicionalmente generar nuevos y grandes mercados para los productores
agricolas. En 2011 la produccion mundial de biocombustibles llegé a 124.000
millones de litros, con un crecimiento de 130% con respecto a 2005. Los
biocombustibles representan el 1.7% del consumo mundial de saldos energéticos,
este valor podria incrementarse hasta 20% en el 2020 y aproximadamente el 3%
del combustible es destinado para transporte. Colombia es el tercer pais con mayor
incorporacion de biocombustibles para su desarrollo cotidiano después de Brasil y
Argentina (Garcia et al., 2012), debido a que posee las caracteristicas geogréficas
y climaticas adecuadas para el desarrollo de una amplia variedad de cultivos
utiizados como materias primas en la elaboracion de biocombustibles
(PROEXPORT, 2008; IEA, 2010; Felix, Cardona, & Quintero, 2010). Actualmente
en el pais se registra la produccién de biocombustibles industrialmente en los
departamentos del Cesar, Magdalena, Atlantico, Meta y Santander con una
producciéon anual de 480 mil toneladas al afio y para el 2016 se proyecta un
crecimiento cercano al 5% para superar las 500 mil toneladas. En el pais se cultivan
unas 470 mil hectareas de palma de aceite (Produccién de biocombustibles en
Colombia crecera en 2014,) y aproximadamente 135,5 hectareas de Jatropha
curcas L., las cuales se encuentran en los departamentos de Vichada, Choco,

Santander, Cauca, Antioquia, Cesar y Narifio (Hidalgo et al., 2012).

Varios estudios sostienen que la produccion de biocombustibles a partir de materias
primas como el aceite de Palma y Jatropha garantizan una menor emision de gases
contaminantes al ambiente, sin embargo al igual que los combustibles fésiles,
contribuyen de manera importante a la polucion ambiental la cual es responsable
de siete millones de muertes anuales segun reporte de la OMS (Antonio & Arturo,

2007). La combustion incompleta de los biocombustibles al igual que la de los
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combustibles fésiles, afecta la calidad de la salud de las personas expuestas
cronicamente, depositdndose en 6rganos respiratorios particulas con gran cantidad
de compuestos quimicos, los cuales son metabolizados y originan dafio (Mendoza,
Orozco et al. 2013).

Existe poca evidencia cientifica en cuanto al potencial mutagénico y mecanismo de
accion de PM producto de la ignicion de biocombustibles. En este estudio se evalué
la capacidad mutagénica de tres concentraciones diferentes (125, 62.5, 31,2ug/eq)
del PM de biocombustibles a base de aceite de Palma, Jatropha y de Diésel como
combustible fosil. De esta manera nuestro estudio contribuye a proporcionar
evidencias cientificas para que las entidades ambientales y gubernamentales tomen
las medidas de control respectivas hacia el manejo de combustibles y
biocombustibles y el establecimiento de los limites permitidos de generacion de PM.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad la polucion del aire ha despertado una creciente preocupacion en
la sociedad, debido a que se ve afectada su calidad y la salud humana a nivel
mundial. Una de las causas de contaminacion ambiental es la generacion de
material particulado (PM), producto principal de la ignicibn de combustibles que
genera gran cantidad de material toxico respirable. Adicionalmente, el material
particulado (PM) lleva adherido contaminantes organicos con conocida actividad
muta-carcinogénica como hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP), benceno,
tolueno, sulfatos, nitratos, amonio y metales pesados (Zuluaga et al., 2009). Los
efectos por exposicibn aguda y prolongada a estas sustancias incluyen:
envenenamiento por humo, bronquitis, reacciones alérgicas, conjuntivitis, irritacion
e inflamacion del tracto respiratorio, infecciones respiratorias y desarrollo de cancer
de pulmén (Zuluaga et al., 2009). EI nUumero de muertes asociadas a la exposicién
de PM es de 7 millones a nivel mundial, de las cuales el 16% corresponde a cancer
de pulmon, 11% a enfermedad pulmonar obstructiva cronica y mas del 20% por

cardiopatia isquémica y accidente cerebro vascular (WHO, 2014).

Por otro lado la produccién mundial de biocombustibles se ha venido incrementando
en los ultimos afios, debido al interés de diferentes paises para remplazar parte de
su demanda de combustibles fosiles por alternativas provenientes de fuentes
vegetales. Los biocombustibles representan por un lado beneficios ambientales, ya
que su cadena de suministro emite menos CO2 que los combustibles fésiles y
adicionalmente, beneficios sociales ya que el procesamiento de las materias primas
favorece la generacion de gran cantidad de empleos (Zapata, 2013). Sin embargo,
no se cuenta con suficiente evidencia cientifica acerca de los efectos toxicos del MP
generado por la ignicion de biocombustibles y la dimension de dicha toxicidad,
ademas, si este tipo de MP genera los mismos efectos de los combustibles fosiles
como reacciones alérgicas, problemas respiratorios y cardiovasculares (Mills., et al.
2005).

13



Por lo tanto en la presente investigacion se empleo el test de Ames, para resolver
la siguiente pregunta: ¢El material particulado procedente de la combustion de
biocombustibles elaborados a base de aceite de Jatropha y aceite de Palma

presenta igual actividad mutagénica que el combustible fésil?

Los estudios realizados hasta ahora de mutagenicidad de PM indican que las
aeroparticulas respirables, originadas de la ignicion de combustibles fésiles
presentan un alto riesgo para la salud y el medio ambiente por los altos niveles de
contaminantes quimicos, factores a los cuales la poblacién mundial se encuentra

expuesta continuamente.
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2. JUSTIFICACION

El uso de biocombustibles como fuente alterna de energia en el sector automotor
principalmente, se ha incrementado notablemente a nivel mundial, como solucién
para reducir la emision de CO2 y disminuir la contaminacion ambiental, asi como
también ha sido planteado como alternativas para reemplazar los combustibles
fésiles. Los biocombustibles hechos a base de Jatropha (Jatropha curcas) y Palma
Africana (Elaeis guineensis) estan siendo ampliamente utilizados en Colombia por
su facilidad de siembra y obtencion (Cardona, & Quintero, 2010). Sin embargo la
emision de gases contaminantes y particulas toxicas generadas por la ignicion de
combustibles especialmente de origen fosil, contribuyen a la contaminacion del aire
por particulas aerodinamicas respirables y se han visto relacionadas con un
incremento de enfermedades respiratorias, cardiovasculares y cancer, causa

importante de mortalidad en la poblacion humana.

El test de Ames es una prueba confiable, rapida y econdmica, que permite evaluar
el potencial mutagénico de diferentes compuestos bajo iguales condiciones. Con
esta prueba se puede identificar el dafio causado al material genético por la
exposicion a compuestos quimicos. El indicativo de la mutacién en este ensayo,
esta dado por la reversion his- a his+, empleando cepas de Salmonella typhimorium.
Adicionalmente, con el uso de la fraccibn microsomal S9 es posible evaluar el
caracter directo o indirecto de cada sustancia y determinar de esta manera el
mecanismo de accion del PM.

La identificacion del efecto genotoxico ocasionado del PM originado de la ignicion
de biocombustibles y del combustible fosil, es de suma importancia, no solo porque
esta contextualizado dentro de las politicas de salud y medio ambiente nacionales
e internacionales que motivan la obtencion de nuevas y mas sanas alternativas de

combustién, sino también porque es fundamental el analisis de su calidad.
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Los resultados del estudio aportan conocimiento importante en el area de
toxicologia genética y calidad ambiental acerca de los mecanismos de toxicidad por
los que el PM de los biocombustibles causa problemas de salud en la poblacién
humana. Ademas indirectamente se esta aportando conocimiento acerca del dafio
causado por las continuas emisiones de PM al medio ambiente y el deterioro del
mismo por las altas concentracion de gases téxicos que genera contaminacion
atmosférica y afecta la calidad del aire y agua. Este aporte se logré6 mediante la
aplicacion del test de Ames para evaluar el potencial mutagénico del PM generado
por la combustién de dos biocombustibles, elaborados a base de aceite de Jatropha
y aceite de Palma Africana y del Diésel como combustible fésil; el andlisis de los
datos obtenidos como numero de revertantes y el nivel mutagénico presentado en
las bacterias por cada uno de los combustibles, son resultados que permiten
confirmar el riesgo al cual la poblacion humana se encuentra expuesta

continuamente.

Esta investigacion cumplié exitosamente con los objetivos de estudio propuestos y
los métodos empleados siguieron la rigurosidad cientifica y calidad exigida que
permitieron obtener resultados confiables. Con la socializacién de los resultados se
espera poder alertar a las autoridades sanitarias publicas y privadas, a las
instituciones gubernamentales y no gubernamentales y a la poblacion involucrada
sobre los posibles riesgos para la salud y el ambiente. De esta manera implementar
métodos de control en el empleo y distribucién de biocombustibles. También con la
realizacion de este estudio se generd interaccidn cientifica entre las instituciones
participantes con el apoyo y colaboracién del Grupo de Investigacion en Gestion y
Modelacion Ambiental- GAIA de la Universidad de Antioquia y el Grupo de
Investigacion de Biologia de Sistemas de la Universidad Pontificia Bolivariana de
Medellin- Antioquia; Instituciones, donde las estudiantes fueron capacitadas en la
conduccion de estudios de mutagenicidad y toxicologia genética, establecimiento
de cultivos bacteriales y control de fenotipos, asi como andlisis de datos para este

tipo de estudios.
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3. MARCO TEORICO

3.1Biocombustibles

Los biocombustibles son sustancias principalmente alcoholes, ésteres y otros
compuestos quimicos, producidos por procesos de fermentacion, trasesterificacion
o digestion anaerobia a partir de biomasa, tales como plantas herbaceas y lefiosas,
residuos de la agricultura y actividad forestal, y una gran cantidad de desechos

industriales, como los desperdicios de la industria alimenticia (Stratta, 2000).

Los biocombustibles se pueden clasificar segun los niveles de desarrollo
tecnolégico usado para su obtencion y se definen como de primera, segunda y
tercera generacion (Bomb et al. 2006). Los biocombustibles de primera generacion
son aquellos producidos a partir de materias primas que son utilizadas también
como alimentos y para los que se utiliza tecnologia convencional como la
fermentacidon (azucares y carbohidratos), transesterificacion (aceites y grasas) y
digestion anaerobia (desperdicios organicos). Debido a la competencia que estos
generan con el sector alimenticio son considerados como una alternativa energética
de transiciobn. Las principales materias primas para la produccién de
biocombustibles de primera generacién son: el aceite de palma, la soya, el sorgo
dulce, la cafia de azlcar, el maiz, la yuca entre otros (Franco et al., 2008). Los de
segunda generacion son los producidos a partir de fuentes que no interfieran con la
seguridad alimenticia como residuos agricolas y residuos de madera. Los
biocombustibles de tercera generacion son producidos a partir de microorganismos
como bacterias, hongos y algas con el fin de obtener lipidos con composiciones

similares a los aceites vegetales. (Zapata, 2013).
El producto final de los biocombustibles consiste en una mezcla de combustible fosil

y aceite vegetal en porcentajes variables. Los biocombustibles se clasifican en

B100, B20, B10, B5 segun el porcentaje de sus componentes. Por ejemplo, una
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mezcla B20 estd compuesta de 20% de combustible fosil y 80% de aceite vegetal,
y junto con la B100 son las mezclas mas empleadas en la industria automotriz,

principalmente en Estados Unidos y en gran parte de América Latina (Zapata, 2013).

Entre los biocombustibles podemos incluir al bioetanol, biodiesel, biometanol, entre
otros, de los cuales los dos productos mas desarrollados y empleados son el
bioetanol y el biodiesel (Stratta, 2000).

El bioetanol es un alcohol extraido a partir de materia organica, de cultivos ricos en
azucares como la cafia de azucar o la remolacha, también de cereales como el
maiz, el trigo, la cebada o el centeno, mediante un proceso de fermentaciéon y

posterior destilacion que se mezcla con gasolina (Garcia & Trifianes, 2006).

El biodiesel se obtiene a partir de aceites vegetales de cultivos oleaginosos, como
la colza, el girasol, la palma o la Jatropha y se utiliza en mezclas con el gasoleo, el
cual es un aceite obtenido de la destilacion del petréleo y estd compuesto por una
mezcla de hidrocarburos (Arregui et al, 2007). La produccion mundial de biodiesel
en el 2013 fue de 27.06 millones de toneladas y en 2014 de 29.12 millones de
toneladas (Infinita Renovables, 2015).

Uno de los principales paises productores de biodiesel es EE.UU con 4.53 millones
de toneladas en 2013. Le siguen en el ranquin Indonesia, Brasil, Alemania y
Argentina (Infinita Renovables, 2015). En Colombia la produccion de biodiesel
actualmente es de 41.998.93 toneladas (Federacion Nacional de Biocombustibles
de Colombia, 2013)

3.1.1 Proceso de obtenciéon de los biocombustibles

Los biocombustibles son producidos a partir de los aceites vegetales en el que las

tres moléculas de acidos grasos de los triglicéridos reaccionan con un alcohol y se
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convierten en ésteres de metilo o etilo, a través de un proceso denominado
transesterificacion. La separacion de las moléculas de glicerina necesita
temperatura y un potente catalizador basico, como un hidroxido, para que la
reaccion sea completa. Finalmente, las cadenas de ésteres se convertirdn en
biodiesel, reteniendo moléculas de oxigeno en su constitucion, lo que le otorgaré
interesantes propiedades en la combustion disminuyendo el 90% de la cantidad de
hidrocarburos totales no quemados, y entre 75% y 90% en los hidrocarburos
aromaticos. Ademas, proporciona significativas reducciones en la emanacion de
particulas y de mondxido de carbono, y sus bajas emisiones hacen del biodiesel un
combustible ideal para el uso en las areas marinas, parques nacionales, bosques y

sobre todo en grandes ciudades (Stratta, 2000).

3.2 Aceite de palma

El aceite de palma es de origen vegetal, obtenido del mesocarpio del fruto de palma,
Elaeis guineensis, especie originaria de &frica. Presenta un color rojizo,
caracteristico de los aceites vegetales, el cual se encuentra compuesto
principalmente por 50% de acidos grasos saturados, 40% de &cidos grasos
monoinsaturados y 10% de acidos grasos poli-insaturados (Indupalma, 2014).

Los cultivos de palma pueden producir hasta 20 toneladas de racimos por hectarea
por afo, de los cuales se puede extraer hasta el 25% de aceite de palmay el 5% de
aceite palmiste. Esta cantidad es mayor a las producidas por cualquier otra fuente
vegetal (Sanchez & Salinas, 2010). Este tipo de extracto hace parte de los

biocombustibles de primera generacion.

La distribucion en Colombia de los cultivos de palma africana en el 2015 fue de
470.000 hectareas (Federacion Nacional de Biocombustibles de Colombia, 2016),
de las cuales casi la mitad fue destinada para la produccion de biodiesel el resto

para la industria y fines alimenticios; produciendo casi un millon de toneladas de
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aceite de palma, que ubicé al pais como lider productor entre los paises de América
(SISPA, 2015).

Estudios realizados con biodiesel a base de aceite de Palma, demuestran la una
gran reduccion en las emisiones de gases y particulas contaminantes, presentando
53% menos de MP, una disminucién del 7% de CO2 y 20% menos de emisiones de

oxidos de nitrogeno (NOXx) con respecto al uso del Diésel (Cuellar y Torres, 2007).

3.3 Aceite de Jatropha

Es un aceite vegetal extraido del fruto de la Jatropha curcas L, no apto para el
consumo humano ya que presenta sustancias toxicas como ésteres de forbol,
curcin, inhibidores de tripsina, lectinas y fitato, que se encuentran en las semillas y
en la cascara del fruto (FACT, 2009). A nivel biolégico se usa ampliamente en el
control de plagas ya que presenta propiedades de insecticida y fungicida. Otras
partes de la planta son usadas comunmente de manera tdpica para fines
medicinales, en especial para tratar infecciones de la piel, enfermedades de
transmision sexual, ictericia y fiebre. En las hojas se han identificado sustancias
como apigenina, vitexina e isovitexina, que pueden ser utilizados contra la malaria,
el reumatismo y los dolores musculares (Pabon & Hernandez, 2012). El aceite de
Jatropha es rico en acidos grasos no-saturados, en mayor proporcion linoleico y
oleico (Mujumdar & Misar, 2004). El aceite de esta planta posee propiedades Unicas
que lo hacen ideal para uso industrial, preferiblemente para biodiesel (Sanchez &
Salinas, 2010). El aceite de Jatropha pertenece a los biocarburantes de primera
generacion, tiene 3% menos contenido de azufre que otros aceites minerales
utilizados como fuentes de energia (Rojas, 2004), causando una reduccion del
100% en las emisiones de dioxido de sulfuro, gas asociado a impactos ambientales
y relacionados con la lluvia acida, reducen un 50% las emisiones de 6xido de

nitrdgeno y hasta un 85% los gases de invernadero (Montoya, 2010).
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Actualmente, Colombia cuenta con aproximadamente 135,5 hectareas, de Jatropha,
distribuidas en los departamentos de Vichada, Choco, Santander, Cauca, Antioquia,
Cesar y Narifio (Olea, 2012).

El porcentaje de aceite en la semilla de Jatropha curcas L varia entre 21% y 38%
dependiendo de las condiciones y de manejo en las que se encuentre el cultivo
(Sanchez & Salinas, 2010).

3.4 Combustibles fosiles

Los combustibles fosiles son fuentes de energia no renovable originada de materia
organica enterrada en estratos internos de la capa terrestre y que se encuentra
transformada quimicamente bajo condiciones anoxicas (sin oxigeno) en los actuales
tipos de combustibles fésiles: carbon, petréleo y gas natural. Los tres tipos de
combustibles ocasionan los mismos tipos de contaminantes fisicos atmosféricos
generados por su uso industrial y urbano como centrales térmicas, lineas de
distribucion eléctricas, industrias, vehiculos de locomocion, etc. Estos combustibles
fésiles también generan contaminantes quimicos como CO2, NOx, SO2, particulas,
CO, sustancias quimicas peligrosas, que se originan al momento de generar su
combustion (Tortajada, et al, 2001), las cuales se encuentran adheridas y forman el
MP que continuamente es respirado tanto por humanos como por animales y
plantas, afectando la salud de los organismos, por medio de la alteracion de sus
organos y desencadenando enfermedades.

La ignicién de combustibles fosiles genera impacto medioambiental negativo en los
ecosistemas aéreos, terrestres y acuaticos, afectando directa e indirectamente las
poblaciones humanas (Gonzales, 2004). Segun el Banco Mundial en 2010, se
produjo 7.515.150,3 toneladas de CO2 y 2.859.833,5 toneladas de Oxido de
Nitrégeno (NOx) en el mundo. Colombia produjo entre 2011 a 2015 cerca de 72.423
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toneladas de CO2 del cual el 85% es originado de la combustion de combustibles
fosiles y 25.140 toneladas métricas de NOx (El Grupo Banco Mundial, 2015).

3.4.1 Diésel

El diésel o gasoleo es una mezcla compleja de hidrocarburos que se derivan de la
destilacion del petréleo crudo, la mayoria de ellos tienen cadenas entre 10 y 22
carbonos, estos hidrocarburos son de tipo parafinicos, naftdlenicos o aromaticos
gue en su estado inicial contiene aceite, azufre, plomo, acido sulfarico. Esta ultima
se elimina en gran parte debido a que la gran cantidad de esta sustancia en el
petréleo puede generar dafios en el motor, ademas, es un compuesto que al ser
inhalado causa la muerte, debido a que cuando los vapores ingresan al organismo
causan irritacion en las vias nasales, alteran el pH intracelular, produciendo cambios
estructurales en las proteinas, destruccion de las células y aumenta la
permeabilidad capilar, también produce inflamacion de las vias respiratorias,
afectando la respiracion, lo cual genera ruptura de la membrana alveolo-pulmonar
ocasionando asi enema pulmonar e insuficiencia respiratoria aguda y en ocasiones
la muerte (Caballero, 2006; Gonzales, 2004). Posteriormente este vuelve a ser
refinado para eliminar el plomo, sin que se logre eliminar totalmente, por lo que
contribuye al potencial carcinogénico (De Vita et al.,, 1990), junto con los
compuestos téxicos que se desprenden de la combustién, al ser inhalados se alojan
en el tracto respiratorio generando afecciones en la salud de la poblacion (WHO,
2014).

En Colombia el consumo de Diésel ha aumentado 6,6% anualmente desde el afio
2000 alcanzando ventas en el 2009 de 108,357 BDC (Barriles diarios de consumo).
El Diésel es empleado con diferentes fines, siendo el 69,7% destinado para el sector
del transporte, y el 30,1% destinado a usos comerciales, agroindustriales,

residenciales, generacion de electricidad, etc. (Biocombustibles en Colombia,
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2009). Actualmente, Colombia consume un promedio de 110.000 barriles diarios de
Diésel (Vanguardia, 2015).

3.5 Material particulado y el efecto en la salud

Las particulas atmosféricas, generadas por combustion de carburantes,
biocarburantes, biomateria, aerosoles, entre otros, constituyen uno de los
contaminantes ambientales mas perjudiciales debido a que contienen compuestos
con conocida actividad genotoxica, mutagénica y/o carcinogénica, como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HPA) y sus derivados, metales pesados,
oxidos de azufre y nitrégeno (Guimares et al.,, 2000). Contienen ademas
compuestos provenientes del combustible como el carbono que no es oxidado en el
proceso de combustién, (en forma tanto elemental como organica) y sulfatos o 4cido
sulfdrico provenientes del azufre (Rojas, 2005).

El material particulado respirable, contiene dos tipos de particulas; las primarias que
son emitidas directamente al aire, y las particulas secundarias que son las formadas
en la atmosfera por transformaciones de emisiones gaseosas como los 6xidos de
azufre y nitrégeno y los compuestos organicos volatiles (Pilinis et al., 1987). El
material particulado se clasifica segun su tamafio, en PM2.5 con un diametro menor
de 2.5um y PM10 con un diametro aerodinAmico menor de 10um (Ferreyra &
Arancibia, 2008). Las particulas de 10um se originan principalmente de procesos
mecanicos como resuspension de polvo de caminos, construcciones, vientos; y las
particulas de 2.5um se generan principalmente de la combustion de material
organico (World Health Organization, 2012). EI PM10 se deposita principalmente en
la nariz, garganta, traquea y bronquios; mientras que el PM2.5, conocidas como
particulas ultrafinas, logran alcanzar todas las areas del tejido pulmonar como
bronquios y alveolos, asi como también en diferentes tejidos epiteliales del cuerpo
(American Lung Association, 2011). La mayoria de estos compuestos una vez

emitidos al aire se condensan y son absorbidos en la superficie de particulas
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respirables de hollin y cenizas que, al ingresar al tejido pulmonar son transformados
a metabolitos activos, generando procesos inflamatorios, y a su vez interactian con
macromoléculas celulares como el ADN, causando lesiones en su estructura,
generando errores en los procesos de division celular y causando posiblemente la

muerte celular (Calderdn et al., 2004).

Debido a esto el material particulado respirable es asociado con el desarrollo de
enfermedades y aumento de la mortalidad, las cuales son atribuidas a la inhalacion
cronica de hidrocarburos aromaticos policiclicos que forman parte del material
particulado, determinando el aumento de la mortandad por afecciones
cardiovasculares y cancer pulmonar (Brook et al., 2002; Ostro et al., 1996). En la
grafica 1, se observan los niveles de exposicion a PM10 a los que se encuentra

expuesta la poblacién mundial.

Los valores de referencia de PM2.5 establecidos en la Guias de Calidad de Aire de
la OMS son de 10 pg/m3 media anual y 25ug/m?3 promedio en 24 horas y los niveles
para PM10 son 20ug/m® media anual y 50ug/m3 promedio en 24 horas (OMS,
2005). En Colombia, segun lo establecido en la resolucién No. 610 del 24 de marzo
de 2010 el nivel maximo permisible de PM10 es de 50ug/m®/afio y 100ug/m3/24hy
para PM2.5 es de 25ug/m3/afio y 50ug/m3/24h (Ministerio De Ambiente, Vivienda y

Desarrollo Territorial, 2010).

Exposure to particulate matter with an aerodynamic diameter of 10 uym or less (PM10)
in 1600 urban areas*, 2008-2013

Annual mean PM10 (ug/m3)
20

20-20

2013 (OMS, 2014).
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3.6 Biotransformacion de compuestos xenobidticos

Algunos compuestos quimicos son reactivos y pueden formar lesiones directas en
el ADN como aductos, oxidacion de bases, rupturas o entre cruzamiento de
cromatidas (Quijano et al., 2015). Se trata de compuestos electrofilicos en mayor o
menor medida, los cuales reaccionan con los centros nucleofilicos presentes en el
ADN, como pueden ser los epoxidos, N-O0xidos aromaticos, alquilnitrosoureas, etc;

se les considera compuestos genotoxicos directos (Bello et al., 2001).

Los compuestos genotdxicos indirectos por el contrario, necesitan ser activados
metabdlicamente a metabolitos electrofilicos por la accidén de sistemas enzimaticos
presentes en las células de mamiferos. Esto ocurre fundamentalmente con las
oxigenasas de funcién mixta o sistema citocromo P450, localizado en la superficie
del reticulo endoplasmatico de células hepéticas principalmente durante la fase |,
donde ocurren reacciones oxidativas, reductoras o hidroliticas, cuyo principal
objetivo es identificar el grupo polar de la estructura quimica primaria del compuesto
extrafio. Estas enzimas en la fase Il afladen un atomo de oxigeno a la molécula y
convierten compuestos liposolubles y no polares en otros mas polares e
hidrosolubles para facilitar su excrecion, pero antes pueden presentar reacciones
de conjugacion con moléculas enddgenas (Bello et al., 2001). Esta actividad celular,
tiene como principal objetivo facilitar la eliminacién de xenobiéticos, los cuales son
compuestos extrafios que ingresan al organismo interactuando con las diferentes
moléculas y 6rganos del cuerpo (Delgado et al., 2003), en especial con el ADN.
Estas particulas son resultado de reacciones en cadena y tienen como efecto la
produccion de pequefias moléculas que interactuan con el ADN conocidas como
especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales son moléculas con atomos de
oxigeno en su estructura como Oz, HO, NO; que son muy reactivas y tienen un
electrén no apareado que les atribuye inestabilidad fisica. Este tipo de particulas
dan lugar a la aparicién de moléculas electrofilicas y reactivas con el ADN (Ames et
al., 1973).
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Dentro de las especies ROS, se incluyen moléculas precursoras de radicales libres
como H202 y HONO:2. Estas moléculas participan en procesos fisiolégicos del
organismo, pero cuando la produccion de ROS supera los mecanismos de
inactivacion, se presenta un estado metabdlico conocido como estrés oxidativo, el
cual se caracteriza por causar dafios moleculares y celulares, estos conducen a
predisposicion o modificacion de padecimientos cronico-degenerativos, entre las
gue se encuentras enfermedades pulmonares y cardiovasculares (Sierra et al.,
2004).

3.7 Activador metabdlico

Para evaluar la actividad metabdlica y la identificacion de compuestos directos e
indirectos en sistemas in-vitro es posible obtener preparaciones enzimaticas
activas, a partir de tejidos ricos como el higado para la fraccion microsomal S9. El
meétodo consiste en obtener una suspension que contiene sobrenadante con las
membranas del reticulo endoplasmatico, los ribosomas, enzimas solubles y los
cofactores enddgenos del tejido hepatico, esto se conoce como fraccion S9.
Adicionalmente, se pueden obtener fracciones S9 con actividad metabdlica alta
tratando animales con compuestos quimicos que estimulan la sintesis hepatica de
monooxigenasas como fenobarbital, 3-metilcolantreno o Aroclor 1254 (mezcla de
bifenilos policlorados), inductor mas empleado para la elaboracion de la fraccién S9

utilizado en ensayos de genotoxicidad (Ames et al., 1973).

3.8 Genotoxicidad y mutacion

Todas las sustancias con conocida actividad mutagénica son genotoxicas, pero no
todas las sustancias genotoxicas son mutagénicas, pues las lesiones primarias
causadas por agentes genotoxicos pueden ser reparadas o pueden causar la

apoptosis celular, procesos que evitan la formacién de mutaciones. Los eventos que
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se manifiestan por la accién de este tipo de sustancia causan genotoxicidad y
mutagenicidad.

Genotoxicidad, es el proceso mediante el cual agentes naturales y sintéticos son
capaces de inducir alteraciones en el ADN, dando lugar a cambios en la estructura
y por ende en la informacién contenida en la molécula, causando una mutacion que
al acumularse pueden iniciar enfermedades como el cancer (UNAD, 2015). Dentro
de estos agentes capaces de provocar este tipo de dafio estan las particulas
aerodindmicas suspendidas en la atmosfera, tales como HPA con conocida
actividad genotéxica, las cuales al ingresar al organismo pueden causar dafio
directo en el ADN de las células y por procesos de reparacion erronea pueden

generar mutaciones y transformacion celular (Knaapen et al., 2004).

El potencial genotoxico de las particulas respirables esta determinado por las
caracteristicas fisico-quimicas y su capacidad de generar compuestos oxidantes en
las células. El grado de lesiones genotoxicas y proliferativas causadas por las
particulas respirables seran determinados por las vias de biotransformacion,
antioxidantes enzimaticos, la eficiencia de los mecanismos de desintoxicacion y la

capacidad de reparacion del material genético (Schins, 2003).

Una mutacion, es un cambio hereditario en el material genético, el cual no ha sido
reparado o se ha reparado errbneamente antes de la division celular, se presenta
de manera espontanea o inducida por agentes fisicos, quimicos y biolégicos, los
cuales actian directa e indirectamente con el ADN por medio de procesos
metabdlicos (De la Rosa & Ruiz, 1997). Este proceso inicia con la aparicion de una
lesion primaria, que es un dafo en la molécula de ADN por un agente externo, el
cual se adhiere causando alteraciones en la estructura, dando origen a una
mutacion. La mutagénesis permite identificar la interaccion y el mecanismo de
accion de agentes quimicos y fisicos (Trossero et al., 2006) conocidas como

mutagenos, los cuales son sustancias extrafias al organismo, que por inhalacion,
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ingestion o penetracion cutanea, ingresan al cuerpo afectando 6rganos, la viabilidad

celular y el material genético. Existen diferentes tipos de mutaciones, que se pueden

clasificar segun su morfologia o funcién (Solari, 2004).

Segun su morfologia, las mutaciones pueden ser:

a)

b)

d)

Puntuales, consisten en cambios en la estructura quimica de una base, lo
gue determina que al replicarse el ADN, incorpore en su estructura una base
incorrecta en vez de la correcta. Las mutaciones puntuales son sustituciones
de base y a su vez se clasifican en transiciones, y transversiones, (Solari,
2004).

De extensién variable o segmentaria (cuando pueden afectar mas de una
base). Estas mutaciones pueden ser deleciones, inserciones, 0 expansiones

de repeticiones de tripletes (Solari, 2004).

Cromosoémicas, son mutaciones donde se afecta una parte de uno o varios
cromosomas, asi como también puede ocurrir un reordenamiento o
traslocacion. Las mutaciones cromosémicas se originan por la recombinacion
no homologa entre los cromosomas. Este tipo de mutaciones se clasifica en
tres tipos: reordenamientos desequilibrados, reordenamientos equilibrados,

y traslocaciones (Oliva, 2004).

Gendmicas, son aquellas que implican ganancia o pérdida de un cromosoma
0 varios cromosomas completos, es decir hay un cambio en el numero de
cromosomas por ceélula. Este tipo de mutacion puede ser causada por la
accion de mutagenos indirectos. Cuando el nimero de cromosomas es
multiplo exacto del nUmero haploide se denomina con la terminacion ploidia

(triploidia, tetraploidia). Cuando el nimero de cromosomas no es multiplo
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exacto del numero haploide, se denomina aneuploidias (trisomia,

monosomia) (Oliva, 2004).

Segun su funcion las mutaciones pueden ser:

a) Silenciosas, este tipo de mutaciones no muestra cambios en el fenotipo.

Corresponde a cambios de base en regiones no codificantes (Oliva, 2004).

b) Cambio de encuadre (por delecidn o insercién). Son cambios en el “marco”
de lectura de los tripletes por la pérdida o adicién de una o dos bases (Oliva,
2004).

c) Sin sentido, son mutaciones que corresponden a cambios de una base que
convierte un triplete codificante en uno sin sentido, que al ser reconocido por
los factores de terminacidn produce la interrupcion de la cadena polipeptidica
(Oliva, 2004).

d) Cambio de sentido, son los cambios producidos por sustituciones de pares
de bases (Oliva, 2004).

e) Elementos de control, son mutaciones que afectan secuencias tales como un

promotor, un intensificador u otras secuencias reguladoras (Oliva, 2004).

3.9 Test de Ames

Es una prueba que se basa en detectar compuestos que pueden causar mutaciones
génicas por corrimiento en el marco de lectura (frameshift), o por sustitucion en los
pares de bases del ADN. Para su evaluacion se utilizan cepas de la
bacteria Salmonella typhimurium (TA97, TA98, TA100, TA102, TA1535, etc.), las

cuales han sido genéticamente modificadas (mutadas) en el operon histidina, para
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inhibir la capacidad de sintetizar el aminoacido histidina que es esencial para su
supervivencia, y de esta manera las sustancias con capacidad mutagénica revierten

dicha mutacion (Villasana, 2006) y las bacterias proliferan en medio sin histidina.

Para evaluar la capacidad mutagénica de determinadas sustancias, se emplea el
test de Ames una prueba descrita por Bruce Ames y su grupo de trabajo de la
Universidad de California, a principios de 1970 (Villasana, 2006).

Adicionalmente el método empleado permite que las cepas de Salmonella
typhimurium puedan ser sometidas a muestras con y sin activacion metabdlica S9,

para detectar compuestos indirectos y directos respectivamente (Villasana, 2006).

Las cepas presentan ademas, las siguientes mutaciones que les permite tener

mayor sensibilidad en la deteccion de sustancias mutagénicas.

Mutacién urv-B: Consiste en la delecion en el gen uvr-B que elimina el mecanismo
de reparacion por escision de bases, permitiendo la induccion de mutaciones en el
ADN. La presencia de la mutacién uvr-B se confirma al demostrar la sensibilidad de
las cepas ante la luz U.V. en la cual sélo creceran colonias revertantes en la zona
no irradiada de la placa. Es una modificacion presente en todas las cepas excepto
en la cepa TA102 (Ames et al, 1973).

Mutacién rfa o lipopolisacarido modificado (LPS): Esta mutacién confiere
modificacién estructural a la capa de polisacaridos que recubre la superficie
bacteriana, haciéndola mas permeable y permitiendo asi la entrada de sustancias
con mayor facilidad; caracter que puede ser evaluado por la sensibilidad de la cepa
ante el cristal violeta. Se evalla como positiva cuando aparece una zona de
inhibicion de crecimiento alrededor del cristal violeta, cuya aparicion indica la
presencia de la mutacion rfa, la cual permite la entrada del cristal violeta a través de

la membrana por la muerte de la bacteria (Ames et al, 1973).
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Introduccion de plasmido pKM101: Se presenta en cepas TA1535 y TA1538, y
las correspondientes lineas isogénicas TA100, TA98. Contiene un gen para
resistencia a la ampicilina. Su presencia confiere a la bacteria mayor sensibilidad a

mutagenos, obteniendo resultados mas confiables (Ames et al, 1973).

Cada cepa tiene una frecuencia espontanea de mutaciones conocida como “valores
de control histérico”, producto de la estandarizacion de la prueba en cada
laboratorio (Cann et al., 1975).

3.10 Caracteristicas de las cepas empleadas en el estudio

Las cepas de Salmonella typhimurium empleadas en el test de Ames presentan
diferentes caracteristicas genéticas, las cuales determinan el tipo de mecanismo
empleado por sustancias mutagénicas, que afectan el material genético. Las cepas

empleadas en este estudio fueron:

Cepa TA98

La cepa TA98, contiene el plasmido, pKM101 con una mutacién en el operén
HisD3052 que codifica para la histidina deshidrogenasa. Esta cepa presenta el
factor-R que le confiere resistencia a la ampicilina y presentan genes muc, los
cuales se encuentran en contacto con el medio ambiente externo y actian frente a
sustancias contaminantes y toxicas, esta caracteristica aumentan la frecuencia de
mutacion tanto de manera espontanea como inducida al afectar el sistema de
reparacion que esta presente en estos organismos. En esta cepa se produce
reversion a his*, la cual detecta diversos mutagenos que producen corrimiento del
marco de lectura (frameshift) que implica la insercion o la pérdida de pares de bases
(Meléndez et al., 2012; Maron & Ames 1983).
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Cepa TA100

La cepa TA100 presenta el plasmido pKM101, que confiere resistencia a la
ampicilina y aumenta la probabilidad de duplicacién con error en el ADN. Posee una
mutacion en el codén HisG46, que codifica para la primera enzima de la biosintesis
de la histidina; en esta cepa se detectan mugatenos que generan reversion por

sustitucion de pares de bases (Meléndez et al., 2012; Ames et al., 1975).
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4 ANTECEDENTES

En los ultimos afios la preocupacion por reducir los niveles de contaminacion
atmosférica, producto de la combustion de combustibles fosiles como el diésel,
petréleo y carbon, ha desencadenado la necesidad de elaborar combustibles
renovables y mas limpios, como los hoy conocidos biocombustibles, elaborados a
partir de fuentes naturales de origen vegetal. En el afio 2000 Stratta, indico que el
uso de biocombustibles reduce entre un 60-80% las emisiones de gases de
invernadero, un 90% la cantidad de hidrocarburos totales no quemados, entre un
75-90% los hidrocarburos aroméaticos y la emanacién de particulas respirables
(Stratta, 2000). Paises como, Brasil, China, India, EE.UU y Colombia, se han
destacado en la produccion continua de biocombustibles a base de extractos
vegetales como, soja, cafia, maiz, aceite de palma, remolacha, arroz, etc; productos
que estan siendo empleados como fuentes alternas de energia. En los Gltimos afios
el aceite de palma se ha convertido en una de las principales fuentes para la
elaboracion de biocombustibles como una alternativa a nuevas energias, siendo
Colombia el quinto productor mundial de aceite de palma y el primero en América.
Los resultados acerca del medio ambiente son inconsistentes en cuanto al beneficio
de los biocarburantes, debido a que se afirman que los biocombustibles reducen en
un 60% la emision de gases de invernadero, sin embargo determinaron que algunos
tipos de biodiesel a base de soja contribuyen a los gases de invernadero en un

160% mas que el petroleo (Gonzales & Horta, 2013).

Adicionalmente otros estudios realizados han revelado que la combustién de
diferentes combustibles (fésiles, biocombustibles y gas natural) empleados en el
sector automotriz y como fuentes alternativas de energia genera gran cantidad de
material particulado respirable PM10 y PM2.5, los cuales afectan la salud; estas
particulas que se desprenden tienen gran cantidad de quimicos que aportan un alto
grado de contaminacion atmosférica. El reporte realizado por la OMS en 2014,

afirma que cerca de 4,7 millones de muertes estan relacionadas con la inhalacion
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de MP, producto de la contaminacién ambiental. Garcia et al (2008), confirmaron el
aumento significativo de micronucleos en linfocitos humanos expuestos al extracto
organico del material particulado colectado en dos ciudades de la provincia de
Cordoba, Argentina (Cordoba y Rio Ceballos) los resultados revelaron ademas, que
la concentracibn de material particulado recolectado en Coérdoba fue
significativamente mayor a la de Rio Ceballos, probablemente debido a diferencias
en la intensidad de transito vehicular en ambas ciudades. De igual modo el estudio
desarrollado por Lingzhi et al (2007), sobre particulas generadas por escape de
Diésel (DEP) en células de Hamster (AL) permitid observar la mayor frecuencia de
mutacion en el locus CD59, directamente proporcional a las dosis evaluadas.

Dentro de los estudios de mutagenicidad de MP de biocombustibles Westphal et al
(2013) evaluaron biocombustibles a base de aceite de Colza, aceite de Jatropha y
un combustible fésil en este estudio concluyeron que los biocombustibles producen
menor cantidad de MP y los resultados del test del Ames demostraron que los
biocombustibles presentan respuesta mutagénica causando corrimiento en el marco
de lectura por insercién o sustitucion de pares de bases, en presencia de S9, al igual
que el combustible fésil. Asimismo investigaciones realizadas por Jigen et al., 2009,
mediante un estudio comparativo evaluaron las emisiones del aceite vegetal de
Colza (Brassica napus), planta herbdcea perteneciente a la familia de las Cruciferas,
este biocombustible fue comparado con petrodiésel y gas natural, empleando el
Test de Ames en cepas TA98 y TA100, donde observaron que el aceite vegetal
presentaba un mayor efecto mutagénico comparado con el gas natural y el

petrodiésel.

Asi mismo la exposicion a MP en Colombia esta siendo tema de estudio desde los
ultimos afios, tal como lo demuestra Mendoza et al (2013) quien desarrollé un
estudio sobre calidad de aire en tres sitios de la ciudad de Medellin- Antioquia
durante tres épocas diferentes del afio (lluvia, transicién y seca), para determinar la

genotoxicidad generada por material particulado PM10 en linfocitos humanos, por
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medio del ensayo Cometa; los resultados revelaron que el MP de los tres sitios
generan genotoxicidad altamente significativa, presentando un dafio mayor durante
la época de transicion, época que se refiere a la baja frecuencia de lluvias con
presencia de dias secos; en este periodo se presentd un incremento de células con
dafno entre 50 y un 93% mayor con respecto al control negativo. Igualmente,
Meléndez et al (2012) realizaron la evaluacion mutagénica y genotoxica del MP2.5,
colectado en una via vehicular en Pamplona, Norte de Santander donde empleando
el test de Ames obtuvo significativa actividad mutagénica directa en las cepas
TA100 y TA98 de Salmonella typhimurium, ademas, presentd significativa
genotoxicidad al emplear el ensayo Cometa. Conjuntamente, se han realizado
estudios que demuestran el deterioro de la salud al estar continuamente expuestos
a microparticulas respirables, tal como lo evidencia el estudio de Estevez, 2010, en
el cual se evalu6 la exposicion a MP10 en policias de transito de la ciudad de
Bogot4, se tuvo en cuenta sintomas respiratorios, examen clinico toxicoldgico,
espirometria y monitoreo personal al MP10, la investigacién reportd mayor

frecuencia de afecciones respiratorias en policias expuestos al material particulado.

Este estudio permite ampliar el conocimiento cientifico sobre los efectos
perjudiciales de las microparticulas respirables y su relacion con las afecciones de
salud en la poblacion humana. El empleo del test de Ames en las cepas TA98 y
TA100, permite determinar que los biocombustibles elaborados a base de aceite de
Palma y aceite de Jatropha a diferentes concentraciones presentan un efecto toxico
y mutagénico al igual que el efecto causado por el MP del Diésel, asi mismo este
estudio permite confirmar que el MP proveniente de biocombustibles esta altamente
relacionado con lesiones genéticas y desarrollo de enfermedades, debido a los
componentes quimicos que conforman en el MP de la ignicibn de los

biocombustibles y combustibles fosiles.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el potencial mutagénico de material particulado (MP) generado por
la combustion de dos biocombustibles elaborados a base de aceite de
Jatropha y aceite de palma africana y del diésel como combustible fésil, por

medio del test de Ames.

5.2 Objetivos Especificos

Evaluar la actividad mutagénica de diferentes concentraciones de MP
producido por la ignicibn de los tres tipos de combustibles (Diésel,

biocombustible a base de aceite de Palma y aceite de Jatropha).

Determinar el caracter directo o indirecto de la mutagenicidad del MP
generado por la ignicibn de los combustibles empleando la fraccion

microsomal S9.
Caracterizar el tipo de mutacién causada por el MP empleando las cepas

TA98 (Mutacion por cambio en el marco de lectura: Frameshift) y TA100

(Mutacién por sustitucion de un par de bases).
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6 MARCO METODOLOGICO

6.1 Conservacion de cepas de Salmonella Typhimurium

Las cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA100 se conservaron en forma de
cultivo activo en cajas de Petri con agar minimo histidina/biotina/ampicilina (cajas
maestras). Esta forma de conservacion consiste en la transferencia de la cepa de la
caja maestra a un medio de cultivo nutritivo (caldo nutritivo) y fresco a intervalos de
24 horas y 37°C que aseguren la viabilidad y crecimiento de bacterias. La
inoculacién se realiz6 a temperatura ambiente (Arrebola et al., 2003).

6.2 Obtencidon de la fraccion microsomal S9

Este proceso se realiz6 siguiendo el protocolo establecido por el laboratorio de
Mutagénesis de la Universidad de Antioquia, basado en el protocolo original del test
de Ames (Ames et al; 1973). Para la obtencion de la fraccion microsomal S9 se
emplearon dos ratas macho de la cepa Wistar rattus norvegicus, donadas por el
Centro de Investigaciones Biomedicas de la Universidad del Cauca (CIBUC). El
peso de los animales fue de 200g cada macho de 3 meses.

Los animales se mantuvieron en cautiverio durante cinco dias para posteriormente
realizar su sacrificio; el primer dia se realiz6 la dilucion de bifenilo policlorado aroclor
1254 a una concentracién de 200 mg/ml en aceite de maiz y los animales fueron
inyectados intraperitonealmente con 1ml de Aroclor 1254, un inductor enzimatico
altamente téxico; al cuarto dia se les retird el alimento mas no el agua y al quinto
dia, las ratas fueron sacrificadas y disectadas para remover el higado,
inmediatamente el peso de cada higado fue registrado (7,29gr y 5,1gr). Este
proceso se realiz6 a 4°C, en cuarto oscuro y bajo condiciones estériles, cada higado
se coloc6 en un beaker, donde se les agregd 1mL de KCI frio 0,15M con el cual se

realizaron lavados para eliminar la hemoglobina que inactiva los citocromos y evitar
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contaminacion. Finalmente el higado fue cortado en trozos de menor tamafio y
homogenizado con un pistilo de teflon para ser centrifugado a 9000g durante 10
minutos (8700rpm), en seguida el sobrenadante se almacend en viales de 1mL a -
70°C hasta su uso (Universidad de Antioquia, 2009).

6.3 Obtencidén de material particulado (MP)

Se evaluaron dos biocombustibles de tipo B100 a base de aceite de Palma y aceite

de Jatropha y un combustible fosil Diésel.

Para generar el MP de los tres tipos de combustibles se emple6é un motor Diésel
con una capacidad de 2.5L turbo alimentado y al cual se le instal6 una esponja de
acero inoxidable que permitid atrapar mayor cantidad el MP, sugerencia realizada
por la Msc. Luz Yaneth Orozco, de la Universidad de Antioquia, modificacién que
permitié colectar cerca de 20g mas de MP. Cada uno de los combustibles se sometid
a este proceso durante ocho horas continuas y el MP se almacend en frascos
debidamente rotulados. Posteriormente 50g de MP de cada combustible fueron
diluidos en 100ml de Diclorometano y llevados a un sonicador sin temperatura
durante 90 minutos aproximadamente para separar todas las particulas adheridas
al MP y luego se pasaron a través un filtro de celulosa de 0.2um. Finalmente cada
sustancia fue llevada a un rotaevaporador, el cual permitié obtener el material
organico extraible de cada uno de los combustibles. El MP de cada combustible se
homogeniz6 con 1ml de buffer fosfato y por medio de una llave de tres vias acoplada
a un sistema de dos jeringas y un filtro de 0.2um, con el fin de obtener una solucién
estéril para cada uno de los ensayos bacterianos. EI homogenizado de cada
combustible fue almacenado en viales de 1ml para posteriormente preparar las
concentraciones empleadas para los ensayos de Ames ("Obtencion de PM", 2013;
Mendoza et al. 2013).
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6.4 Chequeo de marcas

El objetivo de este proceso fue evaluar las cepas bacterianas para garantizar la
presencia de mutaciones, descartar contaminacion de la cepa y anormalidades en
la estructura bacteriana. El chequeo de marcas consta de cuatro marcas
caracteristicas, las cuales fueron evaluadas después de 24 horas de incubacion,
siguiendo el protocolo Ensayo de mutagenicidad en Salmonella typhimurium (Test

de Ames) de la Universidad de Antioquia.

Marca 1. Mutacion histidina. La confirmacion de esta marca se realiz6 sembrando
bacterias de las cepas (TA98 y TA100) en cajas de Petri con agar minimo y agar
minimo/histidina/biotina por separado, cajas que se dejaron en incubacion durante
48 horas y se pudo observar crecimiento de bacterias en cajas con agar
minimo/histidina/biotina y ausencia de crecimiento en cajas con agar minimo, lo cual
permitié confirmar la mutacién en el operdn histidina, tal como se evidencia en la

fotografia 1.

Fotografia 1. Requerimiento de histidina (A) No hubo crecimiento en agar Minimo.

(B) Hubo crecimiento de ambas cepas en agar minimo/histidina/biotina

Marca 2. Mutacion rfa (mutacion en la estructura de polisacéaridos de la pared
celular). Para confirmar esta marca se realiz6 la siembra de bacterias de las cepas
TA98 y TA100 en cajas de Petri con agar nutritivo, adicionalmente se agregd un

disco de papel filtro de 0.6mm impregnados con 10uL de cristal violeta, que produce
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un halo de inhibiciobn de crecimiento bacterial alrededor de este, confirmando la
presencia de la mutacion, debido a que incrementa la permeabilidad de la pared
celular de la bacteria, tal como se ve en la fotografia 2 después de incubar durante
24 horas a 37°C.

Fotografia 2. Resultado de la mutacion rfa, se observan halos de inhibicion de

crecimiento que permiten confirmar la mutacion rfa.

Marca 3. Mutacion uvrB, sensibilidad a la luz ultravioleta (UV). Para confirmar
esta mutacion realizd la siembra de las cepas TA98 y TA100 de Salmonella
typhimurium en cajas de Petri con agar nutritivo, posteriormente la mitad de cada
caja de Petri fue cubierta con papel aluminio y expuesta durante 10 minutos a luz
ultravioleta (fotografia 3A) y se dejaron en incubacién durante 48 horas a 37°C.
Como resultado se pudo observar ausencia de crecimiento bacterial en la zona
directamente expuesta a la luz uv y la zona que se encontraba cubierta por aluminio
durante la exposicion a la luz presentd crecimiento bacterial, tal como se muestra
en la fotografia 3B. Esto permitié confirmar la mutacion uvrB en la bacteria, la cual
es causada por la delecién de genes responsables de la reparacién de escision, que
impide a una bacteria reparar algunos tipos de dafios causados en el ADN,
torndndose mas sensible a agentes mutagénicos. La delecién del gen uvrB afecta
gen biotina y, las cepas se tornaron auxoétroficas para biotina (bio-) (Sandoval,
2006).
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Fotografia 3. Montaje para la confirmacion de la mutacion uvrB. A). Cajas de Petri
expuestas a luz uv. B). Resultado de la mutacién uvrB. Donde se observa
crecimiento de la bacteria en la parte cubierta con papel aluminio y ausencia de

crecimiento en la parte expuesta a luz ultravioleta.

Marca 4. Mutacion factor R, resistencia al antibidético Ampicilina. Para confirmar
esta marca se sembraron bacterias de las cepas TA98 y TA100 en cajas de Petri
con agar minimo histidina/biotina/ampicilina, empleando el método de “siembra
francesa” como se muestra en la fotografia 4. Los cultivos fueron incubados durante
48 horas y se evaluo el crecimiento bacterial. Las cajas fueron almacenadas a 4°C

y empleadas como cajas maestras (fotografia 4).

Fotografia 4. Confirmacion del factor R. Cajas maestras.

6.5 Determinacion de ladosis experimental de MP de combustible fésil (Diésel)

y biocombustibles (Aceite de Palmay Jatropha).

Se preparé una solucibn madre de 50mg/equivalentes por mililitro de solucién

acuosa de cada uno de los homogenizados del MP de cada combustible, de la cual
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se prepar6 una solucion de trabajo de 0.5 pg/equivalentes por mililitro, basandose
en el protocolo realizado por Mendoza et al, 2013. Posteriormente se hicieron
soluciones con un factor de dilucion de 2x2 para obtener dosis de: 500, 250, 125,
62.5, 31.2 y 15.6 pg/equivalentes/ml de cada uno de los combustibles (Diésel, aceite

de Jatropha y aceite de Palma).

6.6 Controles empleados en la prueba de Ames.

Los controles positivos, permiten evaluar las caracteristicas especificas de
reversion de cada cepa, asi como la efectividad del sistema de activacion
metabdlico, para obtener resultados confiables. El control empleado para evaluar la
accion de la fraccion S9 fue 2- Aminofluoreno y los controles empleados en ausencia
de S9 son azida de sodio (AzNa), para la cepa TA100; 4NQO y daunomicina para
la cepa TA98.

Los controles negativos, se realizan inoculando la cepa en placas de agar minimo
con histidina con y sin fraccion microsomal S9. A través de los controles negativos
se verifica la tasa de reversion espontanea. El control negativo empleado durante la
prueba fue Buffer fosfato a 0.15M.

6.7 Disefio experimental para la prueba de Ames

Para realizar el estudio, se realizaron dos experimentos:

Experimento # 1. Se realizaron dos ensayos por duplicado con las 6
concentraciones del MP de cada uno de los combustibles mas los controles
positivos azida de sodio (AzNa), 4NQO y daunomicina y los controles negativos

agua estéril y buffer fosfato. Con el conteo del nimero de revertantes se eligieron

tres concentraciones que presentaron actividad mutagénica igual o 50% mayor a
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los controles negativos, clasificandolas en alta, media y baja para la seleccion de
las dosis experimentales del MP de cada uno de los combustibles.

Experimento # 2: Para detectar el potencial mutagénico del MP de los tres tipos de
combustibles se realizaron tres ensayos por duplicado con las concentraciones
seleccionadas en el experimento #1, los controles positivos: 2-aminofluoreno,
daunomicina, 4NQO y azida de sodio, los controles negativos: agua estéril y buffer,

en presencia y ausencia de la activacion metabdlica (fraccion mricosomal S9).

6.8 Tratamiento

En un tubo de ensayo se mezcl6é 100ul de Buffer fosfato, 10ul de tratamiento (control
+, control — o [MP]) y 100ul de bacterias (TA98 y TA100). Para los ensayos en los
que se empled S9 como activador enzimético, la mezcla fue: 100ul de fraccién S9,
10pl de tratamiento (control +, control — o [MP]) y 100ul de bacterias. Posteriormente
los tubos se agitaron en vortex y se sometieron a un periodo de pre-incubaciéon a

37°C por 30 minutos.

Dentro de los controles positivos empleados para realizar el test de mutagenicidad
de Ames estuvieron: azida de sodio (AzNa), 4ANQO y daunomicina (sin S9) y 2-
Aminofluoreno (con S9). El control negativo usado en cada ensayo fue Buffer

fosfato.

6.9 Incorporacién de los tratamientos (bacterias, + S9, [ ]) a las cajas

Al contenido de cada tubo (bacterias, [MP], S9 o buffer) se le agregé 3ml de top
agar liquido, se agitd en vortex y se vertio en cajas de Petri con agar minimo (sin
histidina). Finalmente fueron llevados a la incubadora a 37°C durante 72 horas,
después de las cuales se realizd el conteo de las colonias revertantes de manera

manual empleando un cuenta colonias.
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Cepa TA 98 TA100
Tratamientos -59 +59 -59
Contl o0 00 o
Contl- o0 %0 o0
Diesel [Baja] . . . . . .
00 00 00
[Media]
Diesel [Ala o0 00 00

Palma [Baja]

00000000000 .

Lo
00000000000

e o0 00 00
[Media]

Paima [Ala) 0 00 00
Y oon 0 00 00
[Baja]

e 00| 00 00
[Media]

e o0 00 00
[Alta]

Grafica 2. Montaje por ensayo. Se realizaron tres ensayos con duplicado.
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| Mezcla:
100uL Buffer o mezcla S9

. 10uL de mutageno Se incuba a 37°C durante 30 minutos
100uL de bacterias

| (TA100 0 TA98)

$

/':) 3mL Top agar
/

-

. Lamezcla + el top agar se
agrega a la caja de petrl y
se deja solidificar por 10
minutos

Las cajas e petri son incubadas durante 48 horas a 37°C

His* Colonias revertantes.
Actividad mutagenica positiva

Grafica 3. Protocolo de establecimiento de cultivos para la prueba de mutagenicidad
de Ames (Ames et al. 1973).
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6.10 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sistematizados y analizados con el paquete estadistico
SPSS version 22.0 para Windows (SPSS Inc. Chicago). Se consideraron como
variables independientes: las concentraciones del MP de cada uno de los
combustibles y la fraccion microsomal S9 y como variable dependiente la razén de

mutagenicidad (RM).

Los datos se expresaron en IM que corresponde a la proporcion del nimero de
colonias revertantes de la placa de prueba (revertantes espontaneos inducidos) y el
namero de revertantes en la placa control (revertantes espontaneos), segun la

formula:

Donde:
RM = Razo6n de mutagenicidad
RI| = Revertantes inducidos

RE = Revertantes esponténeas

Los resultados fueron analizados aplicando estadistica descriptiva, donde se tuvo
en cuenta los valores de la media y desviacion estandar de los valores obtenidos de
colonias revertantes. Ademas se realizaron curvas dosis-respuesta para cada uno

de los combustibles bajo las diferentes condiciones.
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7. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados de la prueba de mutagenicidad en las
cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA100, obtenidos de tres ensayos por
duplicado para cada una de las concentraciones de PM de los diferentes
combustibles Diésel y biocombustibles a base de aceite de Palma y aceite de
Jatropha, los cuales fueron evaluados con y sin activacion metabdlica (S9).

La tabla 1, muestra los datos de mutagenicidad inducidos por cada uno de los
combustibles en las cepas TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium, con y sin S9.
Los resultados obtenidos permitieron identificar una respuesta positiva por parte de
los compuestos estudiados, se pudo evidenciar mayor sensibilidad en la cepa
TA100, debido a que presentd mayor numero de revertantes; ademas se logro
identificar una respuesta positiva en tratamientos con S9 debido a la presencia de
colonias revertantes, pero se presentd mayor actividad mutagénica en los
tratamientos sin S9. El Diésel presentd un promedio de revertantes de 52.3+ 16.5
colonias con S9 a una concentracion de 31,2mg/eq y 37+ 13.2 sin S9 a 125mg/eq
en la cepa TA98; para la cepa TA100 se obtuvo una media de 179.7+ 39.5
revertantes con S9 a 31,2mg/eq y 154.7+13.6 sin S9 a 125mg/eq. Para el MP de
aceite de Palma se present6 una media de 51+ 11.1 colonias revertantes con S9y
32.3+ 2.1 revertantes sin S9 a 31,2 mg/eq en la cepa TA98 y para cepa TA100 la
media de revertancia fue de 166+ 7 a 125mg/eq con S9y 160.7+ 9.9 a 31,2mg/eq.
El promedio de colonias revertantes obtenidas con el aceite de Jatropha fue 53.3%
14 colonias con S9 y 29.3+ 8 sin S9 a una concentracion de 125mg/eq en la cepa
TA98 y para la cepa TA100 tuvo una media de 169.3+ 42.4 colonias revertantes con
S9y 146.7+ 2.5 colonias revertantes sin S9 a 31,2mg/eq. Ademas, en esta tabla, el
control positivo 2-Aminofluoreno presentd una revertancia significativa, comparada
con el control negativo (Buffer), ya que la media de mutaciones (his+ revertantes)
alcanzada por el control positivo fue de 265+ 27.8 en la cepa TA98 y de 693.3+ 50.3
en la cepa TA100, permitiendo confirmar la eficiencia de las enzimas activadoras

47



(P450), presentes en la fraccibn microsomal S9. Por otro lado, el numero de
revertantes espontaneas registradas por el control negativo (buffer-P) fue de 53+
4.3 con S9y 31+ 7.8 sin S9, para la cepa TA98, y de 180.3+ 36.9 con S9 y 138.7+
4.7 sin S9, para la cepa TA100. A partir de estos valores se considero el potencial
mutagénico del PM producto de la ignicion de los tres combustibles empleados,
resultados que fueron comprobados con la presencia de colonias revertantes, tal

como se muestra en la fotografia 5.

Tabla 1. Mutagenicidad del PM en las cepas TA98 y TA100 de Salmonella
typhimurium de Diésel (combustible fésil), aceite de Palma y aceite de Jatropha

(biocombustibles), con y sin S9.
Media His+ reverteantes por Tto (¥DS§)"
TAS8 TA100
Concentracion
de MP por +59 -59 +59 -59
Compuesto plato (ugleq)
H20 0 70+87 36 +145 168,3+ 317 1147 +47
Buffer 0 53+43 3M1+78 180,3 +36,9 1387+ 47
Diésel 31,2 523+165 263+31 179,7£39,5 1393+ 7.4
625 476+38 31,7+89 168 £ 13,2 132 £1
125 39+8 37+£13.2 143,3+£145 1547 £ 13,6
Aceite de Palma 312 51+111 323+21 157,3+ 26,7 160,86+ 99
62,5 34+53 306+31 163,7+31.7 147 +£1.8
125 376135 26+53 166 £ 7 151,3+61
Aceite de
Jatropha 31,2 31,3159 213+086 169,3+ 424 1467+25
625 3B+36 263+25 166,3 +23.0 1303+ 42
125 53,3+140 293+80 156 + 17 4 134 £ 12
4NQO 0,5 2950+ 8686 .
Dauncmicina 6 . 1618+6356 ...
AzNa o5 9667+ 577
2AF 10 266+278 6933+503 .

*Los valores son medidas de tres experimentos realizados, cada uno por duplicado.
Buffer: Control negativo.

4ANQO: 4- Nitroquinolina-oxido, control positivo.

Daunomicina: Control negativo.

AzNa: Azida de sodio, control positivo.

2AF: 2- aminofloreno, control positivo.

48



Salmonella typhimurium, cepa TA100

P

Fotografia 5. Mutagenicidad inducida por MP en Salmonella typhimurium.

El analisis de correlacién entre la actividad mutagénica y las diferentes dosis
evaluadas se muestran en las graficas de la 4 a la 9, las cuales revelan la actividad
mutagénica en cada una de las cepas de Salmonella typhimurium. El coeficiente de
correlaciéon R?, permite observar la curva dosis-respuesta del PM de los
combustibles a diferentes concentraciones (buffer, 125ug/eq, 62.5ug/eq, 31,2ug/eq)
vs el promedio de revertantes espontaneas en presencia y ausencia de la fraccion

microsomal S9 para cada una de las cepas TA98 y TA100.

Las gréaficas para la cepa TA98 tratadas con PM de Diésel con S9 (grafica 4) y
tratadas con PM de aceite de Palma sin S9 (grafica 5), presentaron una curva dosis-
respuesta con una pendiente positiva, lo cual indica que la mutagenicidad de estas
sustancias es directamente proporcional a las concentraciones usadas, ademas
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presentan un valor R=0,3279 y R=0,34 respectivamente, indicando, que el 32% de
las colonias revertantes es causada por la accidén del MP del Diésel y el 34% de la
actividad mutagénica esta relacionada con el PM del aceite de palma. Por el
contrario, los resultados obtenidos con el PM de aceite de Jatropha con y sin S9
(grafica 6), trazaron una curva dosis-respuesta con una pendiente negativa, la cual
permitié determinar la disminucion de la mutagenicidad a medida que aumentaba la

concentracion.

Para las gréficas pertenecientes a la cepa TA100, se pudo identificar que el MP
procedente del Diésel en presencia y ausencia de activador metabdlico (grafica 7),
y el biocombustible elaborado a base de aceite de Palma, tratado sin S9 (grafica 8),
asi como también el biocombustible a base de aceite de Jatropha tratado con y sin
S9 (grafica 9) presentaron una respuesta mutagénica positiva, la cual fue
determinada por una curva dosis-respuesta ascendente, que permitié identificar el
incremento de colonias revertantes a medida que aumentd la concentracion del MP.
Estos valores lanzaron un valor R, el cual permitié determinar el porcentaje de
relacion encontrado entre las colonias revertantes y el MP de los combustibles,
presentando el Diésel un R=0,20, es decir el 20% de las colonias revertantes se
debe a la accion realizada por el PM del Diésel, mientras que el biocombustible a
base de aceite de Palma presenté un R= 0,73, indicando que el 73% de la respuesta
mutagénica esta relacionada con el PM del aceite de palma y para el aceite de
Jatropha se presentd un R=0,30 en presencia de S9 y R=0,20 en ausencia de S9,
en el cual el 30% y 20% respectivamente de PM se encuentran relacionados con la

respuesta mutagénica.
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Adicionalmente se calcularon los valores de indice mutagenicidad (IM) para cada
uno de los combustibles evaluados (combustible fésil y biocombustibles) a
diferentes concentraciones. Los valores obtenidos se clasificaron segun el IM
obtenido, si el IM<1 la sustancia de estudio se clasifica como téxica, pero si por lo

contrario la sustancia presenta un IM>1, esta se clasifica como mutagénica.

En la tabla 2 se exponen los valores del IM para cada una de las concentraciones
de MP de los combustibles evaluados con la cepa TA98 y TA100 y el uso o no del
activador metabdlico S9. Dentro de los resultados obtenidos, se puede determinar
que el MP del Diésel, aceite de Palma y aceite de Jhatropha presentan una
respuesta toxica a las concentraciones empleadas, ya que mostraron un IM<1. Pero
solo se presenté respuesta mutagénica con el MP originado del Diésel y del aceite
de Palma, debido a que registraron in IM>1. Los resultados obtenidos de MP de
Diésel presentaron respuesta mutagénica en la cepa TA98 con S9 cuando fueron
expuestas a una concentraciéon de 125mg/eq y en la cepa TA98 y TA100 para
31,2mg/eq sin S9. Dentro de los biocombustibles empleados fue el MP obtenido de
aceite de Palma el Unico que presentd una respuesta mutagénica, efecto registrado
en las cepas TA98 y TA100 a una concentracion del25mg/eq en ausencia del
activador metabdlico y a 31,2mg/eq en la cepa TA100 con activador metabdlico.

Tabla 2. Valor de la razon de mutagenicidad de los diferentes combustibles a

diferentes concentraciones.

IM COMBUSTIBLE

DIESEL ACEITE DE PALMA ACEITE DE
JATROPHA
TA98 TA100 TA98 TA100 TA98 TA100
+S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9
BUFFER 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
125 1,1 0,8 1 1 1 117 08 16 06 08 1 1
62,5 1 1 09 09 0,6 1 0,9 1 0,7 09 09 09
31,2 o7 12 08 11 0,7 09 1,1 0,9 1 1 0,9 1
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8. DISCUSION

El aumento de los niveles de polucién ambiental a causa de la produccion del PM
originado de la combustion de diferentes tipos de combustibles, se ha convertido en
un problema de salud publica, ya que los diferentes componentes quimicos que
forman parte de PM reaccionan con el material genético de las células por medio de
mecanismos de defensa y reparacion, una vez el PM ingresa al cuerpo, se genera
el metabolismo de sustancias quimicas transformandolas en metabolitos mas
toxicos, los cuales reaccionan con el ADN de las células basales cuando se
depositan en los diferentes tejidos del cuerpo como la piel y vias respiratorias
(American Lung Association, 2011; Brook et al., 2002), dafios que afectan la calidad
de salud de la poblacibn humana desencadenando alergias, enfermedades
respiratorias y diferentes tipos de cancer (Zmirou D., et al. 2000; Mills N., et al.
2005). Ademas, la mutagenicidad del MP esta relacionada con la fuente y
concentracion de los lipidos que contienen los combustibles fésiles y
biocombustibles, que durante la combustion la fraccién lipidica varia el nivel de
toxicidad generado por las particulas (Hsiao et al., 2000). La presencia de lipidos en
el PM es una caracteristica asociada a los combustibles ya que de esta manera se
obtuvo el extracto del PM procesado, presentando mayor densidad los extractos del

PM de aceite de Palma y aceite de Jatropha.

Esta problemética ha desencadenado el interés de diferentes areas de investigacion
con el fin de encontrar soluciones a dicho inconveniente, muchos estudios se han
centrado en la evaluacion de PM de combustible fosil y otros en evaluar el PM de
biocombustibles, ademas la mayoria de los estudios se han enfocado en el impacto
ambiental generado por estas particulas, siendo pocos los relacionados con efectos
en la salud principalmente por combustibles fosiles; por esta razon adn son
desconocidas los efectos tdxicos y el mecanismo de accién del MP proveniente de

biocombustibles.
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Actualmente existen gran cantidad de ensayos destinados a predecir el riesgo
toxico, genotoxico y mutagénico de productos quimicos a los que se encuentra
expuesto continuamente el hombre. La existencia de tantos ensayos dirigidos a
identificar la genotoxicidad o mutagenicidad, indica claramente que ninguno de
ellos, por si solo, puede suministrar todos los datos necesarios para establecer
dicho riesgo, siendo indispensable el uso de un conjunto de test o pruebas in vivo
y/o in vitro (Vicente A, et al. 1995).

El test de Ames, una prueba in vitro, permite determinar mutaciones génicas. En
este caso permitié identificar el dafio generado por los combustibles, ademés se
pudo reconocer el mecanismo de accion generado por xenobidticos y si su accién

es directa o indirecta por medio del uso de la fraccién microsomal S9.

En esta investigacion se evalué la capacidad mutagénica del MP de tres
combustibles diferentes Diésel, aceite de Palma y aceite de Jatropha, mediante tres
ensayos con duplicado, usando tres concentraciones diferentes de cada
combustible (31.2, 62.5 y 125 ug/eq). Como referencia para cada ensayo se
tomaron los “valores histéricos” de colonias revertantes para cada cepa, rangos
establecidos por el Laboratorio de Mutagénesis de la Universidad de Antioquia; para
la cepa TA98 con y sin S9, las revertantes se encuentran entre 20-35 y para la cepa
TA100 con y sin S9, el nUmero de revertantes referencia se encuentra entre 75-90
(Universidad de Antioquia, 2009). Los resultados obtenidos permitieron observar
que el nimero de revertantes varia segun el tipo de cepa bacteriana empleada, esto
se presenta porque cada una de las cepas usadas se diferencian segun el lugar de
mutacion en el operdn histidina, ademas de esta alteracién las cepas también
presentan otras modificaciones que generan variabilidad en el numero de
revertantes espontaneas (Trossero C., et al. 2006). En este caso la cepa TA100 es
la que presentd mayor sensibilidad al registrar gran cantidad de colonias

revertantes.
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Los resultados confirmaron que el PM de Diésel es mutagénico, debido a que
presentd un IM mayor a 1, esta sustancia se caracterizO por actuar de manera
directa e indirecta con el ADN al encontrarse en presencia o no de un activador
metabdlico, causando dafio en el material genético y produciendo corrimiento en el
marco de lectura por la ganancia o sustitucion de un par de bases. Este efecto se
presentd en concentraciones de 125mg/eq en la cepa TA98 con S9y en 31,2mg/eq
en ambas cepas sin S9, ademas, el PM perteneciente al Diésel también presentd
una respuesta toxica en todas las concentraciones tratadas; resultados que
coincidieron con estudios anteriormente realizados por Zmirou D., et al. 2000 y Mills
N., et al. 2005, donde se afirma que el PM originado del Diésel es un contaminante
altamente peligroso, debido a sus propiedades cancerigenas y tiene la capacidad
de causar problemas respiratorios y cardiovasculares asi como reacciones
alérgicas. Conjuntamente, la toxicidad de los combustibles fésiles se debe también
a que son sustancias que presentan una serie de compuestos altamente toxicos y
peligrosos para la salud entre los que se encuentran transformacion de metales e
incineracion de residuos de Plomo (Pb), Cadmio (Cd), Zinc (Zn), Cobre (Cu), Niquel
(Ni), Vanadio (V), Antimonio (Sb) (Gao et al., 2002).

También se puede determinar que entre los biocombustibles el aceite de Palma es
el que presenté mayor actividad mutagénica al registrar un IM mayor a 1 en ambas
cepas, la respuesta mutagénica se presentd bajo concentraciones de 125mg/eq en
ambas cepas sin S9 y a una concentracion de 31,2mg/eq en la cepa TA98 con S9,
generando corrimiento en el marco de lectura por la insercion de pares de bases, lo
cual afecta la molécula de ADN. Pero el PM del biocombustible elaborado a base
de aceite de Jatropha no mostré respuesta mutagénica, esta sustancia presento
una respuesta toxica en todas sus concentraciones, en presencia y ausencia del
activador metabdlico, al igual que el combustible a base de aceite de Palma. Estos
resultados coinciden parcialmente con los realizados por Westphal., et al. 2014, en
el cual indica que combustibles a base de aceite de Jatropha y aceite de Colza

presentan una alta mutagenicidad en las cepas TA98 y TA100 en presencia de S9,
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asi como también lo demuestra la investigacion realizada por Jugen., et al. 2009, en
la cual se demuestra mayor efecto mutagénico del biocombustible a base de aceite
de colza y un efecto menor con gas natural y petrodiésel en las cepas TA98 y TA100
de Salmonella typhimurium, pero resultan contradictorios con investigaciones
anteriormente realizadas, por autores como Eckl P., et al. 2012, quienes sefialan
que los combustibles a base de extractos vegetales disminuyen la mutagenicidad al
ser comparados con combustibles fosiles como Diésel en la cepa TA98 y TA100, de
igual manera estudios ambientales también afirman que los biocombustibles
reducen la produccion de material particulado y sus efectos toxicos en la salud
(Rojas N., 2004).

Al mismo tiempo, dentro de los valores registrados para los tratamientos con S9 se
pudo observar que en los tres tipos de combustibles el numero de colonias
revertantes disminuia, esto se presentd posiblemente a que los mutdgenos que
forman el PM, presentan propiedades electrofilicas, lo cual les permite conjugarse
con ciertas proteinas metabdlicas presentes en la mezcla S9, causando la pérdida
de su actividad mutagénica asi como también el citocromo P450 presente en la
mezcla S9 puede perder su actividad metabdlica y disminuir su efecto tal como se
evidencia en estudios ya realizados por Cortes J., et al 2014 y Meléndez |I. et al.,
2001.

Estudios han demostrado que los combustibles fésiles generan mayor dafio tanto al
medio ambiente como a la salud y afirman que los biocombustibles son menos
perjudiciales, al causar menor cantidad de PM y un menor impacto en el organismo.
Pero nuestro estudio permite afirmar que tanto los combustibles fésiles como los
biocombustibles son perjudiciales para la salud debido a que las aeroparticulas
respirables originadas por la combustion de los carburantes evaluados causan dafio
en el ADN, lo cual se evidenci6 por la respuesta tdéxica y mutagénica obtenida de
los tres combustibles evaluados, esta respuesta se generd debido a que el PM de

ambos tipos de carburantes (fésiles y biocombustibles) contiene gran cantidad de
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compuestos quimicos y biolégicos como hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP), 6xidos de nitrégeno (NOXx), diéxido de azufre (SO2), monodxido de carbono,
benzo(a)pireno, metales pesados, dioxinas, derivados nitro-aroméatico, nano-
particulas de carbono, sales, materiales carbonosos, compuestos organicos
volatiles (COV) y endotoxinas (Murillo J., 2003); sustancias que permiten al MP
tener la habilidad para revertir la mutacion histidina en la bacteria, permitiendo

evidenciar su toxicidad y mutagenicidad (Billet et al., 2007).

Esta investigacion determiné el mecanismo de accion del PM con el ADN, pues el
PM evaluado actia de manera directa e indirecta con el material genético y generan
dafio en la célula al originar mutaciones por sustitucién e insercién de pares de
bases, lo cual causa corrimiento del marco de lectura de la cadena de ADN.
También, los resultados de esta investigacion contribuyen con los objetivos
planteados en el area de toxicologia genética, debido a que confirman los resultados
positivos de estudios anteriormente realizados sobre el dafio y la capacidad
mutagénica del PM de combustibles, efectos generados por factores ambientales

gue afectan la calidad de salud humana.
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9. CONCLUSIONES

El MP originado de combustible fésil (Diésel) y los biocombustibles (Aceite
de palma y Aceite de Jatropha), causan afecciones en el material genético y
por ende en la calidad de la salud humana, debido a que el MP de estos
combustibles contienen gran cantidad de sustancias quimicas, las cuales

afectan y ponen en peligro la calidad de vida de la poblacion.

Las aeroparticulas respirables, originadas de la combustion de carburantes
generan en la cadena de ADN adicion y pérdida de pares de bases, causando
corrimiento en el marco de lectura, lo cual ocasiona posiblemente afecciones

en la salud.

El PM de los diferentes combustibles empleados, son sustancias que
interacttan de manera directa sin necesidad de la intervencion de un
activador metabdlico, o pueden ser sustancias de caracter indirecto, las
cuales necesitan de un activador metabodlico para ser metabolizados e

interactuar con el ADN, afectando asi su estructura molecular.

Los compuestos presentes en el MP, producto de la combustién incompleta
de diésel, aceite de palmay aceite de Jatropha, generan dafios en el material
genético afectando su estructura, asi mismo afectan la respuesta metabdlica

de proteinas, al disminuir o anular su efecto.

El incremento en el uso de combustibles alternos ha incrementado los casos
de enfermedades respiratorias crénicas y aparicion de cancer de pulmén,

debido a la continua combustion de los carburantes.
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10. RECOMENDACIONES

Hacer un estudio empleando cepas diferentes como TA102, TA97, las cuales
permitirdn obtener resultados més detallados acerca del mecanismo de
accion generado por el MP de los combustibles.

Realizar la evaluacion del MP de los combustibles (fésiles y biocombustibles),
empleando diferentes biomarcadores como la técnica de micronucleos,
cometa, aberraciones cromosémicas, etc. Este tipo de técnicas permitiran
tener un conocimiento mas cercano al efecto generado por el material

particulado en el ADN.

Evaluar el efecto generado por el MP originado por otros tipos de
biocombustibles y biomasa, tanto por medio del test de Ames como

empleando diferentes técnicas.

Realizar monitoreo de calidad de aire y salud humana, como consecuencia
de la continua produccion y altas concentraciones de MP generado por la

combustion de diferentes tipos de combustibles.
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