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Glosario

MUTAGENO: Sustancias que producen mutaciones en el material genético y, por consiguiente,
alteran el control de la actividad celular, desde la produccion de energia hasta su reproduccion, lo
que conduce a un funcionamiento inadecuado de la célula (Zuluaga, Valencia, & Ortiz, 2009).
MIGRACION: Describe un proceso de difusion y transferencia de componentes que puede estar
fuertemente influenciado por una interaccion entre el alimento con el material de empaque
durante su almacenamiento o preparacién (Arvanitoyannis & Bosnea, 2004; Hotchkiss, 1988).
MUTACION: Es la alteracion en la informacion genética que ocurre como resultado de
pequefios cambios (pérdida, adicién o reemplazo de bases) alterandose asi la secuencia del ADN
y afectando la fidelidad del mensaje genético (Trossero, Caffarena, Hure, & Rizzotto, 2006).
PLASTICOS: Son materiales organicos constituidos por macromoléculas y producidos por
transformacion de sustancias naturales o por sintesis directa, a partir de productos extraidos del
petréleo, del gas natural, del carbén o de otras materias minerales (Baldomero, Santos, Escudero,
& Escudero, 2005).

TEST AMES: Ensayo de mutacion bacteriano que emplea Salmonella typhimurium como
bacteria indicadora para la deteccion de mutagenos, siendo quizas la mas difundida de las
pruebas para detectar, en forma simple, rdpida y econémica, la capacidad mutagénica de diversas

sustancias (Trossero et al., 2006).
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Resumen

La presencia de sustancias mutagénicas en los materiales plasticos usados en la vida cotidiana,
particularmente en aquellos destinados al contacto con alimentos y bebidas, puede llegar a
representar una problematica para salud publica y el medio ambiente, debido a los efectos
adversos en la salud humana relacionados principalmente con dafios al ADN, problemas
cardiovasculares, afectaciones en la fertilidad, alteraciones neuroldgicas, entre otras
enfermedades, asi como la degradacion del suelo, fuentes hidricas subterraneas y la alteracién de

receptores ambientales como microorganismos, plantas y animales.

Desde esta problematica, la presente investigacion evalué el indice de mutagenicidad de agua
en contacto con recipientes plasticos de bajo costo, empleados para el transporte,
almacenamiento y calentamiento comercializados en la ciudad de Villavicencio Meta, en funcion
del uso y tipo de recipiente. Se utilizo el test Ames como método de identificacion del indice de
mutagenicidad de las muestras obtenidas. Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizo la
prueba t de Student y el andlisis de varianza ANOVA con prueba HSD de Tukey.

El test Ames se efectué con Salmonella typhimurium, siguiendo el protocolo descrito por
Ames et al. (1975). El test incluyd controles positivos y negativos y fue llevado a cabo sin
activacion metabolica. Todas las pruebas fueron aplicadas en triplicado. Las tasas de reversion
espontanea obtenidas se mantuvieron dentro de los valores normales. Se obtuvieron indices de
mutagenicidad que oscilaron entre 0,74 y 1,52, valores considerados como "No mutagénicos” o
"Ligeramente mutagénicos" seguin la escala de andlisis. Se pudo inferir que el indice de
mutagenicidad puede llegar estar relacionado con el desgaste del material al que se exponen
estos recipientes, debido a la relacion entre el nimero de calentamientos aplicado y el indice de
mutagenicidad obtenido. De igual forma, se comprobd estadisticamente la influencia de las
caracteristicas fisicas del recipiente en el aumento en el indice de mutagenicidad, considerando
como mas adecuados los recipientes fabricados con polipropileno, transparentes y que en su

etiqueta se enuncien como libres de BPA.

Palabras clave: Test Ames, mutagenicidad, recipientes plasticos, migracion.
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Abstract

The presence of mutagenic substances in the plastic materials used in everyday life, specifically
in those intended for contact with food and beverages, may become a problem for public health
and the environment, due to adverse effects on the human health mainly related to DNA damage,
cardiovascular problems, fertility disorders, neurological disorders, among other diseases, as well
as soil degradation, underground water sources and the alteration of environmental receptors

such as microorganisms, plants and animals.

Due to this problem, the present investigation evaluated the mutagenicity index of water in
contact with low-cost plastic containers, used for transport, storage and heating, commercialized
in the city of Villavicencio (Meta), in contrast with use and type of container. The Ames test was
used as a method of identifying the mutagenicity index of the obtained samples. For the
statistical treatment of the data, the Student'’s t-test and the analysis of variance ANOVA with the

Tukey's HSD test were used.

The Ames test was carried out with Salmonella typhimurium, following the protocol described
by Ames et al. (1975) The test included positive and negative controls and was carried out
without metabolic activation. All tests were applied in triplicate. The spontaneous reversion rates
remained within normal values. Mutagenicity index ranged between 0.74 and 1.52, obtaining
values labeled as "Non-mutagenic™ or "Slightly mutagenic™ according to the analysis scale. it can
be inferred that mutagenicity index can be related to the normal wear to which these recipients
are exposed, based on the relationship between the number of heating applied and the
mutagenicity index obtained. Likewise, the influence of the physical characteristics of the
container on the increase in the mutagenicity index was statistically verified, considering that
containers made with polypropylene, transparent and labeled as BPA-free, are the most

appropriate.

Key word: Ames test, mutagenicity, plastic containers, migration.
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Capitulo 1: Preliminares

Introduccion

El plastico es un material sintético de elevada masa molecular, producido a través de la
polimerizacion de moléculas de mondmeros derivados del carbon, petréleo o gas natural
(Okunola, Adewale, & Yetunde, 2019, p. 1; Selukar, Lande, & Ingole, 2014, p. 98). Debido a la
adaptabilidad y versatilidad del plastico, su produccion mundial ha aumentado sustancialmente
de 1,5 millones de toneladas en 1950 a 348 millones de toneladas, aproximadamente para el afio
2017 (Plastics Europe, 2018, p. 18), ocupando un papel importante en todos los aspectos de la
vida humana, incluyendo aplicaciones comerciales, industriales y medicinales (Okunola et al.,
2019, p. 1; Pawar, Shirgaonkar, & Patil, 2016, p. 42).

En aplicaciones més cotidianas, los materiales plasticos se han posicionado como una de las
mejores alternativas para el almacenamiento de alimentos y bebidas, en términos de costo y
efectividad (Hotchkiss, 1988, p. 2). De hecho, para el afio 2017, casi el 40% del plastico
transformado en Europa se destin6 para tal fin (Plastics Europe, 2018, p. 24). Sin embargo, en la
fabricacion de dichos materiales se involucran aditivos, estabilizantes, lubricantes y
antioxidantes, sustancias que pueden migrar de los materiales plasticos de envasado a los
alimentos, después de someterlos a diferentes factores de exposicion, como altas temperaturas,
radiacion UV vy radiacién de microondas (Arvanitoyannis & Bosnea, 2004, p. 67; Bach et al.,
2013, pp. 672-673; Chang et al., 2018, p. 142; Cooper, Kendig, & Belcher, 2011, pp. 943-944;
Duck Soo, Seung Jun, Kyu Bong, Hyung Sik, & Byung Mu, 2009, p. 1285; Suhrhoff & Scholz,
2015, p. 84; Xue & Shu, 2013, p. 929).

Dichas sustancias han demostrado ser perjudiciales para la salud aun en pequefias dosis por su
caracter mutagenico, interactuando con el ADN vy alterando significativamente el material
genético de los individuos (Nepalia, Singh, Mathur, Kamath, & Pareek, 2018, p. 391; Romana,
1993, p. 17). Puntualmente, una de las sustancias més utilizadas para la fabricacion de
recipientes plasticos es el Bisfenol A (BPA), un conocido aditivo que brinda estabilidad y

firmeza al recipiente; no obstante, diversas investigaciones alrededor del mundo han
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documentado la migracion de dicha sustancia desde los revestimientos plasticos a los alimentos y
sus consecuencias en el detrimento de la salud humana (Cooper et al., 2011, pp. 943-944; Duck
Soo et al., 2009, pp. 1285-1287; Garcia et al., 2017, pp. 441-443; Mansilha et al., 2013, pp.
6012-6016; Nepalia et al., 2018, pp. 393-399; L. N. Vandenberg, 2014, pp. 426-429; Laura N.
Vandenberg, Hauser, Marcus, Olea, & Welshons, 2007, pp. 139-173; Xue & Shu, 2013, pp.
929-932).

Por esta razdn, la presente investigacién enmarcada en el macroproyecto "Analisis de riesgo a
partir de recipientes plasticos de bajo costo en contacto intermitente con alimentos en la ciudad
de Villavicencio (Meta)", se desarrolla con el objeto de evaluar la mutagenicidad de sustancias
migradas de recipientes plasticos para almacenar, transportar y calentar alimentos en la ciudad de
Villavicencio, a través del test Ames como método indirecto para la identificacion de
mutagenicidad. Asi, se contribuye al reconocimiento de una problematica real enmarcada en el
area de salud ambiental, y a su vez se genera informacion base para la elaboracién de nuevas

investigaciones, que orienten la toma de decisiones en cuanto a la salud de la poblacion.

Planteamiento del problema

Los materiales plasticos son ampliamente usados en todo el mundo y se consideran
extremadamente convenientes para el almacenamiento, la preparacion y el consumo de alimentos
(Mansilha et al., 2013, p. 6007). Sin embargo, numerosos estudios han encontrado que los
envases plasticos contienen diversos aditivos, mondémeros no reaccionados, auxiliares de
procesamiento como Bisfenol A (BPA), metales pesados y plastificantes como di(2-
etilhexil)ftalato (DEHP) en sus revestimientos superficiales (Arvanitoyannis & Bosnea, 2004, p.
63; Ballesteros, Rubio, & Pérez, 2009, p. 450; Chang et al., 2018, p. 142; Erler & Novak, 2010,
pp. 400-407; Nepalia et al., 2018, p. 392; Suhrhoff & Scholz, 2015, p. 84; L. N. Vandenberg,
2014, pp. 424-429; Laura N. Vandenberg et al., 2007, pp. 139-177; Xue & Shu, 2013, p. 929).
Dichos compuestos pueden transportarse masivamente desde los componentes del empaque a los
alimentos (proceso conocido como migracion), cuando estos son sometidos a altas temperaturas
0 a otros factores fisico-quimicos, incumpliendo la garantia de seguridad al consumidor puesto
que estas sustancias son potencialmente dafiinas y pueden generar efectos mutagénicos (Bach et
al., 2013, p. 672; Lopez et al., 2007, pp. 95-96; Nepalia et al., 2018, p. 391).
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Las sustancias mutagénicas pueden ocasionar dafios al ADN, alterando a largo plazo la
informacion genética del individuo, siendo una importante causa de mortalidad y morbilidad en
sociedades avanzadas (Mortelmans & Zeiger, 2000, p. 29; Romana, 1993, p. 25). Diferentes
estudios asocian la presencia de sustancias mutagénicas y disruptores endocrinos® a diferentes
enfermedades como el cancer, diabetes, obesidad, criptorquidia, afectaciones en la fertilidad,
dafios cardiovasculares, modificaciones del comportamiento y desarrollo, déficit cognitivo,
alteraciones neuroldgicas, entre otras (Cooper et al., 2011, p. 943; Mansilha et al., 2013, p. 6008;
J. Muncke et al., 2017, p. 1; Jane Muncke, 2011, p. 119; Omran, Gaber, Mostafa, Abdel, &
Salah, 2018, p. 188; L. Vandenberg, Luthi, & Quinerly, 2015, pp. 374-375).

Aunque el aseguramiento de la calidad de los productos plasticos es relevante, Colombia no
posee una normatividad especifica que permita regular estrictamente los materiales plasticos,
generando incertidumbre y permisividad en la comercializacion. Puntualmente, los recipientes
plasticos para almacenar, calentar y transportar alimentos (coloquialmente denominados “cocas”,
“portacomidas”, "tupper", “fiambreras”, entre otros), se comercializan a bajo costo en los
principales sectores comerciales de las ciudades, llegando a los consumidores sin cumplir, en

diversas ocasiones, con los requerimientos minimos de etiquetado (Mufioz & Santos, 2019).

Particularmente, Villavicencio no cuenta con informes o estudios toxicoldgicos accesibles que
reporten la relacién entre el uso de estos recipientes plasticos y sus posibles efectos nocivos a la
salud. No obstante, en el afio 2019, Mufioz y Santos se realizaron 1064 encuestas para conocer
las preferencias de compra y uso de recipientes plasticos de la poblacion de Villavicencio,
obteniendo que el 46.71% de los encuestados reportan que el principal criterio de compra es el
precio y el 57,7% no pagarian méas de $5.000 por estos recipientes. Con respecto al uso, el 81%
emplean recipientes plasticos para transportar y calentar alimentos y el 90% no tienen
conocimiento sobre el BPA o sus efectos nocivos en la salud (Mufioz & Santos, 2019, pp. 51—
54).

El panorama anterior genera preocupacion en cuanto al tipo de producto que se esta

comercializando en la ciudad, puesto que el desconocimiento general de la poblacién y el mal

! Sustancias que trastornan la reproduccién, el crecimiento y la supervivencia al cambiar la funcién normal del
sistema endocrino
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uso de este tipo de recipientes puede generar a largo plazo problemas de salud debido a las

sustancias liberadas por los plasticos.

Por tanto, y como parte del macroproyecto en ejecucién "Andlisis de riesgo a partir de
recipientes plasticos de bajo costo en contacto intermitente con alimentos en la ciudad de
Villavicencio (Meta)", se plantea la presente propuesta buscando determinar el indice de
mutagenicidad de las sustancias liberadas por los recipientes plasticos utilizados y
comercializados a bajo costo (entre $1.000 y $20.000) en la ciudad, con el uso de una
metodologia sencilla y practica como el test Ames, permitiendo obtener resultados confiables, y
que puedan ser tomados como punto de partida para la toma de decisiones relacionadas con la

salud de la poblacién.

En este sentido, la presente investigacion busca responder a la siguiente formulacion: (Cémo
varia el indice de mutagenicidad determinado por test Ames, de una muestra de agua destilada en

contacto con recipientes plasticos de bajo costo, en funcion del uso y tipo de recipiente?

Objetivos

Objetivo general

Determinar la mutagenicidad de las sustancias presentes en los recipientes plasticos de bajo costo
empleados para transportar, almacenar y calentar alimentos en la ciudad de Villavicencio (Meta)

a partir de la aplicacion del test AMES.
Objetivos especificos

e Caracterizar mediante variables cualitativas los recipientes plasticos comercializados a

bajo costo en las principales zonas comerciales de Villavicencio.

e Evaluar el indice de mutagenicidad de las sustancias migradas desde los recipientes
plasticos hacia una matriz de agua, después de exponerlos a calentamiento en microondas

mediante la aplicacion del test AMES.

e Analizar la variacion del indice de mutagenicidad en funcion de las variables cualitativas

y el nimero de calentamientos de los recipientes plasticos.
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Justificacion

Desde la década de los 50, se ha presentado un desarrollo significativo de materiales sintéticos
para ser implementados en productos de consumo, produciendo plasticos de todo tipo e
incorporandolos en diferentes articulos cotidianos, especialmente aquellos destinados al
almacenamiento, preparacion y consumo de alimentos (Mansilha et al., 2013, p. 6007; L.
Vandenberg et al., 2015, p. 373). Sin embargo, en los plasticos se encuentran sustancias
potencialmente dafinas utilizadas en su fabricacion, las cuales pueden migrar del material y
liberarse en matrices de agua y alimentos. Dicha migracion es generada por diversos factores de
exposicion en condiciones normales de uso (pasteurizacion, esterilizacion o calentamiento con
microondas), luz ultravioleta (UV) y por propiedades de los alimentos, tales como la
composicion inorganica o la presencia de bacterias (Bach et al., 2013, p. 672; Mansilha et al.,
2013, p. 6008).

Generalmente, los consumidores se enfrentan a este tipo de sustancias en bajos niveles de
exposicion durante toda su vida, las cuales se relacionan con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, obesidad, diabetes, cancer y efectos neurolégicos (Jane Muncke, 2011, p. 119).
Ademas, algunos estudios han asociado las sustancias liberadas de los materiales plasticos con
efectos mutagénicos y alteraciones en el ADN (Nepalia et al., 2018, p. 391; Okunola et al., 2019,
p. 1). Los efectos adversos relacionados con el uso extendido de recipientes plasticos, soportan la
necesidad de reconocer esta problematica en el marco de la salud ambiental, y el consecuente
desarrollo de investigaciones encaminadas a determinar la seguridad de los productos para
contacto con alimentos, que sirvan como punto de partida para la toma de decisiones sobre la

salud de la poblacién.

Particularmente en Villavicencio, el desarrollo econémico de los ultimos afios se ha generado
a partir de la dinamica del sector comercio, hoteles y restaurantes (41% del empleo local y 10%
del PIB Departamental) (Camara de Comercio de Villavicencio, 2017, p. 5), lo cual ha permitido
la comercializacion de productos provenientes de diferentes partes del pais y del mundo, de los
cuales en diversas ocasiones se desconoce su calidad, seguridad e inocuidad. Especificamente, en
la ciudad se comercializa a bajo costo gran variedad de recipientes plasticos para calentar,

almacenar y transportar alimentos, que no cumplen con los requisitos establecidos por la
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normatividad colombiana para este tipo de productos (Ministerio de Salud y Proteccién Social,
2012b, pp. 1-16).

Por lo anterior, y debido al uso extendido de dichos recipientes en el area de estudio para el
transporte de alimentos a lugares de trabajo y estudio, la presente investigacion pretende generar
informacion documentada sobre los recipientes plasticos comercializados en Villavicencio y los
posibles efectos mutagénicos derivados, toda vez que no existen reportes accesibles por parte de
las autoridades competentes con informacion técnica, especifica y cientifica en torno a dichos
recipientes en la ciudad. Asi, la presente investigacion representa un punto de partida para el
desarrollo de estudios posteriores con un mayor grado de especializacion, que puedan ser
presentados ante las autoridades sanitarias para la formulacion de estrategias encaminadas a

prevenir dafios en la salud de la poblacion.
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Capitulo 2: Antecedentes

Se han realizado diversos estudios en todo el mundo acerca de las sustancias presentes en los
materiales plasticos y materiales para contacto con alimentos, entre las que destacan el Bisfenol
A (BPA) y otras sustancias mutagénicas, y los riesgos asociados a la salud debido a su
exposicién. Las concentraciones migradas de Bisfenol en matrices de agua y alimento han sido
evaluadas bajo diferentes condiciones y diferentes tipos de plasticos, encontrando resultados
positivos (Duck Soo et al., 2009; Garcia et al., 2017; Nepalia et al., 2018; Wolstenholme,
Goldsby, & Rissman, 2013; Xue & Shu, 2013) y negativos (Cooper et al., 2011) para migracion.

Otros autores han descrito, mediante diferentes métodos y revisiones del tema, los efectos a
la salud humana debido a la exposiciébn de BPA, disruptores endocrinos y sustancias
mutagénicas, encontrando relacion con la aparicion de enfermedades como cancer, diabetes,
obesidad, criptorquidia, afectaciones en la fertilidad, dafios cardiovasculares, modificaciones del
comportamiento y desarrollo, déficit cognitivo, alteraciones neurologicas, entre otras (Ballesteros
et al., 2009; Cooper et al., 2011; Erler & Novak, 2010; Mansilha et al., 2013; Monneret, 2017; J.
Muncke et al., 2017; Jane Muncke, 2011; Omran et al., 2018; L. Vandenberg et al., 2015; L. N.
Vandenberg, 2014; Laura N. Vandenberg et al., 2007). Entre los métodos mas utilizados para la
deteccion de sustancias mutagénicas se encuentra la cromatografia de gases, la cromatografia
liquida, el test Ames, el test SOS/umu, el test cometa, el test ELISA, entre otros. El test Ames ha
sido utilizado por diversos autores como una pantalla inicial para determinar la mutagenicidad de
sustancias presentes en fuentes de agua (Guan et al.,, 2017; Romana, 1993) y compuestos
quimicos (ABmann, Emmrich, Kampf, & Kaiser, 1997; Chung, Kirkovsky, Kirkovsky, &
Purcell, 1997; Gonzélez et al., 2004; Hiramoto, Hiromi, Kato, & Kikugawa, 1995; Kier,
Yamasaki, & Ames, 1974; Trossero et al., 2006).

En un estudio realizado por Nepalia et. al (2018) se evalu6 la mutagenicidad de los alimentos
listos para consumir por bebés (0 - 3 afios) y las sustancias migradas (BPA, plomo y DEHP) de
los pléasticos usados para el alimento de bebés mediante dos bioensayos basados en Salmonella
typhimurium (ensayo de reversion bacteriana de Ames y ensayo de fluctuacion) y el uso de

cromatografia de gases y espectrometria de masas. Se encontraron moderados niveles de BPA y
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altos niveles de DEHP migrados de los plasticos a las muestras recolectadas, los cuales
aumentaban con la exposicion del recipiente a altas temperaturas (Nepalia et al., 2018). Asi
mismo, (Okunola et al., 2019) evalud el potencial mutagenico y genotdxico de lixiviados
provenientes de un vertedero de desechos plasticos utilizando el test de mutagenicidad de Ames
con dos cepas de Salmonella typhimurium TA98 y TA100, encontrando resultados positivos para

mutagenicidad en todas las concentraciones probadas (Okunola et al., 2019).

Por otro lado, Bach et. al (2013) investigo el impacto de la temperatura en la liberacion de los
componentes de la botella de PET en el agua y evalu6 el posible peligro para la salud mediante
bioensayos in vitro con bacterias y lineas celulares humanas. En dicho estudio se encontraron
sustancias que no estan en la lista positiva del Reglamento de la Union Europea para fabricacion
de plasticos pero no se hallaron resultados positivos de actividad mutagénica en los bioensayos
(Bach et al., 2013).

En Colombia, no hay registros accesibles acerca del uso del test Ames para determinar
mutagenicidad de sustancias migradas desde recipientes plasticos. Sin embargo, existen registros
sobre el uso del test Ames en otros contextos y la determinacion de sustancias provenientes de

productos plasticos con otros métodos entre los que se destacan:

Respecto al uso de plésticos se evaluo, a través de cromatografia de gases y espectrometria de
masas, la liberacion de sustancias utilizadas en la fabricacion de productos de poliestireno
expandido después de exponerlos a altas temperaturas, encontrando al menos 30 compuestos que
pueden ser perjudiciales para la salud humana (Pajaro, Caballero, & Olivero, 2014). Asi mismo,
se evalud la presencia de disruptores endocrinos en diferentes tipos de agua embotellada
comercializada en Bogota, encontrando concentraciones significativas de BPA y DEHP en
contraste con los niveles permisibles por organizaciones internacionales como la Agencia de
Proteccién Ambiental (EPA) (Enriquez, 2017).

En cuanto al test Ames, ha sido utilizado para la determinacion de actividad mutagénica y
genotoxica del material particulado PM2,5 en ciudades como Cucuta, Pamplona y Villa del
Rosario, demostrando el potencial mutagénico de dicho contaminante y los riesgos para la salud
de las personas que habitan en estas ciudades (Belefio, Quijano, & Melendez, 2013; Melendez,

Martinez, & Quijano, 2012; Melendez, Quintero, & Quijano, 2016). De igual forma, se ha
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utilizado para evaluar la mutagenicidad de metales pesados en muestras de agua del rio Cauca en
la ciudad de Cali y en la curtiembre Tasajero en Cucuta, encontrando un alto indice de

mutagenicidad en ambos casos (Quijano, Castillo, & Melendez, 2015; Vivas et al., 2015).

Asi mismo, el test Ames se ha empleado para determinar la mutagenicidad de extractos de
plantas del genero Sapindus utilizadas para el tratamiento de leishmaniasis y trypanosomas y de
los géneros Artemisia, Eupatorium y Solanum para el tratamiento de Malaria sin encontrar
actividad mutagénica o genotdxica en ninguno de los casos, reafirmando la seguridad para el
tratamiento de dichas enfermedades (Barbosa, Muskus, Orozco, & Pabén, 2017; Navarro,
Bonilla, Trujillo, & Upegui, 2006; Pabdn, Blair, Carmona, Zuleta, & Saez, 2003; Pabon, Lopera,
Carmona, & Blair, 2001). Finalmente, en el sector agricola, se ha empleado el test Ames para la
determinacion de mutagenicidad de un insecticida organofosforado usado ampliamente en el pais
para la fumigacion de cultivos de café, encontrando un alto potencial mutagénico y la capacidad
de generar aberraciones cromosomicas; y de esteres de sacarosa proveniente de la planta
Physalis peruviana sin encontrar actividad mutagénica (Ocampo, Caro, Rivera, & Franco, 2017;
Sierra et al., 1998).
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Capitulo 3: Marco referencial

En la década de 1950 y 1960, hubo un desarrollo significativo de materiales sintéticos para ser
implementados en productos de consumo. Se produjeron plasticos de todo tipo y desde entonces
se han incorporado a innumerables materiales. Los productores de estos quimicos y materiales
supusieron que la baja exposicion de los seres humanos o la vida silvestre, mantendria bajo el
riesgo a padecer efectos negativos sobre su salud, pero, actualmente se consideran
extremadamente convenientes para el almacenamiento, la preparacion y el consumo de
alimentos, de tal forma que, a partir de los estudios de campo, los experimentos controlados con
animales de laboratorio y la epidemiologia ha desafiado esta suposicion (L. Vandenberg et al.,
2015, p. 373).

Plastico

El concepto de plastico que se evidencia en el texto de (Baldomero et al., 2005) se define de la

siguiente manera:

“Materiales organicos constituidos por macromoléculas y producidos por transformacion de
sustancias naturales o por sintesis directa, a partir de productos extraidos del petréleo, del gas

natural, del carbon o de otras materias minerales” (p. 87).

Este a su vez, se puede moldear en objetos solidos de diversas formas y, por lo tanto, se ha
trasladado rapidamente a todos los aspectos de la vida cotidiana, con una amplia gama de
aplicaciones como peliculas, materiales de envoltura, bolsas de basura y de compras,
contenedores de fluidos, ropa, juguetes, productos domésticos e industriales, y materiales de
construccion, ademds de considerarse extremadamente conveniente para el contacto con
alimentos (Okunola et al., 2019, p. 1). Como resultado de esto, existe hoy en dia una gran
variedad de aplicaciones plasticas representado en una enorme cantidad de productos elaborados
con este material, variando segun la composicion quimica y la estructura, desarrollados a partir
de los requerimientos del mercado (Dalgleish et al., 2008, p. 1). Por lo tanto, ha surgido la
necesidad de clasificarlos segun las resinas que los componen, para de tal forma conocer el uso

con el que se constituyeron y la disposicién final que debe tener.
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Segun el cédigo internacional de identificacion de resinas, existen 7 tipos de plasticos
utilizados en gran variedad de productos cotidianos, representados a través de un tridngulo que
contiene un numero del 1 al 7 segin corresponda, acompafiado en la parte inferior de las siglas

del nombre del pléstico, tal como se aprecia en la figura 1.

ARANIAA
AR YL LR AR Y AA

ARPANA
AAWAAWAR'

Figura 1. Codligo internacional de identificacion de resinas. Adaptado de:Escuela Colombiana de
Ingenieria (2007).

* Polietileno Tereftalato (PET): Tipo de plastico generalmente claro, lavable, que no
absorbe la humedad. Posee buena fuerza y dureza, lo cual lo hace resistente al calor y a la grasa.
Se utiliza principalmente en la elaboracion de botellas plasticas para bebidas, recipientes de
aderezo medicinas, agroquimicos, detergentes, limpiadores, entre otros (Erler & Novak, 2010, p.
6; Escuela Colombiana de Ingenieria, 2007, p. 15).

* Polietileno de Alta Densidad (PEAD): Este polimero posee propiedades mecanicas como
alta resistencia a la tensién, impacto y abrasion debido a su alta densidad. Asi mismo, es
resistente a bajas temperaturas. Su aplicacion esta relacionada con envases para detergentes,
aceites de automotor, lacteos y pintura, tuberias, entre otros (American Society for Testing and
Materials, 2013, p. 3; Erler & Novak, 2010, p. 6; Escuela Colombiana de Ingenieria, 2007, p.
15).

* Policloruro de Vinilo (PVC): Material flexible, claro, elastico, resistente a la humedad y
con propiedades eléctricas favorables. De igual forma, es resistente a grasas, aceites y a algunos
quimicos. A partir de este se elaboran envases cosméticos, tuberias, accesorios de fontaneria,

revestimiento de paredes, laminas de techo, botellas de plastico, empaques de comida, entre otros
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(American Society for Testing and Materials, 2013, p. 3; Erler & Novak, 2010, p. 6; Escuela
Colombiana de Ingenieria, 2007, p. 15).

* Polietileno de Baja Densidad (PEBD): Resina suave, flexible, cerosa, traslucida,
caracterizada por su facilidad de procesar y resistencia a la humedad. Es usado en la manufactura
de peliculas flexibles, tales como bolsas plasticas y publicitarias, también es usado en alambres y
cables por las propiedades favorables para aislamiento eléctrico (Erler & Novak, 2010, p. 6;

Escuela Colombiana de Ingenieria, 2007, p. 15).

* Polipropileno (PP): Es el polimero termoplastico, parcialmente cristalino, con dureza
considerable pero que puede llegar a ser flexible, ceroso, traslucido y resistente a altas y bajas
temperaturas. Es comunmente usado en la elaboracion de recipientes destinados al contacto con
alimentos y bebidas como botellas, biberones, tuppers, empaques y laminas, pitillos, entre otros
(American Society for Testing and Materials, 2013, p. 3; Erler & Novak, 2010, p. 6; Escuela
Colombiana de Ingenieria, 2007, p. 15).

* Poliestireno (PS): Es un plastico muy versatil que puede ser rigido o formado. Es claro,
duro y quebradizo. Es muy poco resistente al vapor de agua, oxigeno Yy tiene relativamente bajo
punto de fusion. Entre sus aplicaciones se encuentra la fabricacion de bandejas de alimentos de
espuma de poliestireno, cartones de huevos, vasos y tazones desechables, recipientes de comida
para llevar y cubiertos de plastico opaco (American Society for Testing and Materials, 2013, p.
3; Erler & Novak, 2010, p. 6; Escuela Colombiana de Ingenieria, 2007, p. 15).

* Otros: El uso de este codigo indica que el empaque en cuestion estd hecho de una resina
diferente a las seis listadas o de mas de una de dichas resinas y que es usado en una combinacion
de varias capas. Se utiliza en botellas de agua reutilizables, algunas botellas de jugos y salsa de
tomate. Asi mismo, embalaje, autopartes, electrodomeésticos, computadoras, electronica,
enfriador de agua botellas, dispositivos médicos (American Society for Testing and Materials,
2013, p. 3; Erler & Novak, 2010, p. 6; Escuela Colombiana de Ingenieria, 2007, p. 15).

Ademas del polimero principal, la mayoria de los plasticos contienen diversos aditivos y
plastificantes, como el Bisfenol A (BPA) y di(2-etilhexil)ftalato (DEHP), para mejorar las
especificaciones del producto como ductilidad, dureza, durabilidad o resistencia a la intemperie
(Suhrhoff & Scholz, 2015, p. 84).
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Bisfenol A
El Bisfenol A se define por (Garcia et al., 2017) como:

“Producto quimico producido en grandes cantidades para su uso principalmente en la
produccion de policarbonato y resinas epoxi. Se usa ampliamente en el envasado de alimentos

y bebidas para protegerlos de los contaminantes y mantener su integridad y calidad” (p. 3).

La exposicion humana a Bisfenol A es extensa y generalmente ocurre por via oral, puesto que
se ha demostrado que se filtra de los contenedores de alimentos y bebidas en condiciones
normales de uso (Montes & Olivero, 2013, p. 312; Laura N. Vandenberg et al., 2007, p. 140).
Asi mismo, existen otras fuentes de exposicion como el contacto con la piel, el agua y el aire,
ademas, en humanos se ha cuantificado en sangre, leche materna, orina, liquido amniotico,
corddn umbilical y placenta (Gomez et al., 2018, p. 68). El Bisfenol A ha sido considerado como
una sustancia extremadamente preocupante debido a sus propiedades de alteracién endocrina,
causantes de probables efectos graves en la salud humana, dando lugar a un nivel de
preocupacién equivalente a las sustancias carcindgenas, mutagenas o toxicas para la

reproduccion (European Chemical Agency (ECHA), 2018).

De igual forma, en los plasticos se encuentra otras sustancias potencialmente dafiinas
inherentes en su fabricacion, las cuales pueden migrar del material y liberarse en matrices de
agua y alimentos (Mansilha et al., 2013). Esta migracion se produce por diversos factores de
exposicion como pasteurizacion, esterilizaciéon o calentamiento con microondas, luz ultravioleta
(UV) vy propiedades fisicoquimicas de los alimentos como la composicién inorganica o la
presencia de bacterias (Bach et al., 2013, p. 672; Mansilha et al., 2013, p. 6008). Por lo tanto, se
hace necesario determinar la mutagenicidad de dichas sustancias y las afectaciones que pueda

llegar a tener el ser humano y los ecosistemas expuestos a estas (Okunola et al., 2019, p. 1).
Mutagenicidad

La mutagenicidad se refiere a la induccién de cambios permanentes transmisibles en la cantidad
0 estructura del material genético de las células u organismos. Estos cambios pueden involucrar

un solo gen o segmento de gen, un bloque de genes o cromosomas. Como resultado de estos
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cambios, se produce una mutacion la cual es causada por un agente denominado mutageno
(Sundar, Jain, & Valani, 2018, p. 191).

De acuerdo con la (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 1985), la mutacion se define de

la siguiente manera:

“Alteracion en la informacion genética que ocurre como resultado de pequefios cambios
(pérdida, adicion o reemplazo de bases) alterandose asi la secuencia del ADN vy afectando la

fidelidad del mensaje genético” (p. 15).

Esta puede presentarse de forma natural o de forma inducida, es decir provocadas
artificialmente con radiaciones, sustancias quimicas u otros agentes mutagénicos
(Kremenchutzky & Vasquez, 2015, p. 2)

Dichos agentes mutagénicos, en algunos casos simplemente llamados mutagenos, son

definidos por (Zuluaga et al., 2009) como:

“Sustancias que producen mutaciones en el material genético Y, por consiguiente, alteran el
control de la actividad celular, desde la produccion de energia hasta su reproduccion, lo que

conduce a un funcionamiento inadecuado de la célula” (p. 38).

Por otra parte, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), Food and Drug Administration
(FDA), asi como otras entidades de caracter gubernamental y cientifico aplican pruebas de
mutagenicidad, con el fin de aprobar y registrar pesticidas, productos farmacéuticos, dispositivos
médicos, asi como el establecimiento de niveles de exposicion aceptables en aire, agua y
alimentos. Lo anterior, para determinar si dichos productos y sustancias, pueden generar
mutaciones en seres humanos o si estos contribuyen a resultados adversos en la salud (Sundar et
al., 2018, p. 191). Entre las pruebas de mutagenicidad mas empleadas se encuentra el test
SOS/umu, el test cometa, el test ELISA y el empleado en el presente estudio, el test Ames,
debido al bajo costo que acarrea y la capacidad en equipamiento de los laboratorios de la

Universidad Santo Tomas sede Villavicencio.
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Test Ames

El test Ames o0 ensayo de mutacion inversa en bacterias se define segin (Trossero et al., 2006)

como:

“Ensayo de mutacion bacteriano que emplea Salmonella typhimurium histidina-dependiente
o Escherichia coli triptéfano-dependiente, como bacterias indicadoras para la deteccion de
mutagenos, debido a que revierten las mutaciones presentes en las cepas de prueba,
restaurando la capacidad funcional del microorganismo para sintetizar un aminoacido
esencial, siendo quizas la mas difundida de las pruebas para detectar, en forma simple, rapida

y economica, la capacidad mutagénica de diversas sustancias” (p. 140).

Fue desarrollado en 1975 por Bruce Ames, como una prueba simple para determinar los
posibles efectos cancerigenos y mutagénicos de los productos quimicos y como estos podian

generar una mutacién en la bacteria Salmonella typhimurium (Watson et al., 2014, p. 321).
De acuerdo con (Barreto, Castillo, & Retamal, 2016), Salmonella spp se define como:

Bacilo Gram negativo de la familia enterobacteriaceae, facultativo que se ha agrupado en las
especies Salmonella enterica y Salmonella bongori, siendo considerada de mayor potencial

patogénico la S. enterica por sus mas de 2600 serotipos descritos hasta la fecha (p. 547).

Salmonella typhimurium es una serovariedad de S. enterica y es la responsable de enfermedad
gastrointestinal en el ser humano, infeccion sistémica en el raton y un cuadro cronico
asintomatico en aves debido a la ingesta de alimentos o agua contaminada (Barreto et al., 2016,
p. 547).

Para el caso del Test Ames, usualmente se emplean las cepas TA98 y TA100 de Salmonella.
typhimurium, las cuales han sido modificadas genéticamente para evitar la biosintesis del
aminoacido histidina, demostrando la eficiencia en la deteccidn de un gran nimero de mutagenos
ambientales (Sandoval, 2007, p. 340). Sin embargo, si las células mutantes se tratan con una
sustancia quimica que es mutagénica, la mutacion se revierte en un pequefio numero de células
mutantes. Esta inversion restaura la capacidad de las células para crecer y formar colonias en un
medio sélido que carece de histidina. Lo anterior, indica que un mutageno mas potente se traduce
en un mayor numero de colonias revertidas (Watson et al., 2014, p. 321).
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Los resultados son expresados a través de la razon de mutagenicidad o indice de
mutagenicidad (IM) que es una razon entre el nimero de revertantes de la placa de prueba
(revertantes espontaneos inducidos) y el numero de revertantes en la placa control (revertantes

espontaneos) (Sandoval, 2007, p. 339).

El test Ames es uno de los métodos mas rapidos y eficientes debido a su rentabilidad,
simplicidad, flexibilidad, reproducibilidad y una base de datos validada considerable (Nepalia et
al., 2018, p. 391). Por lo tanto, el test Ames ha sido designado para la determinacion de
mutagenicidad en diferentes aspectos como fuentes hidricas, contaminacion del aire, compuestos
quimicos, alimentos y agua embotellada, recipientes plasticos, entre otros (Bach, Dauchy,
Chagnon, & Etienne, 2012, pp. 571-583; Bach et al., 2013, pp. 672-680; Belefio et al., 2013, pp.
3731-3737; Enriquez, 2017, pp. 1-238; Guan et al., 2017, pp. 1-15; Mortelmans & Zeiger,
2000, pp. 29-60; Nepalia et al., 2018, pp. 391-399; Pabon et al., 2001, pp. 412-414; Quijano et
al., 2015, pp. 13-20; Vivas et al., 2015, pp. 18-24).

Marco legal

La normatividad legal vigente para Colombia relacionada con la fabricacién, uso vy
comercializacién de materiales plasticos destinados a estar en contacto con alimentos y bebidas

se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Marco legal vigente.
NORMA DESCRIPCION
Por medio de la cual se ejerce control de calidad de los bienes y
servicios ofrecidos a la comunidad, asi como la informacion que debe
X suministrarse al pablico. Por otro lado, determina responsabilidades para
Colombia de 1991 | : - :
; 0s que atenten contra la salud, la seguridad y aprovisionamiento de los
(Articulo 78) . .
consumidores y usuarios.
Ley 9de 1979 del  Por medio de la cual se dictan medidas sanitarias para los equipos,
Congreso de utensilios, empaques, envases 0 envolturas destinados a estar en
Colombia contacto con alimentos y bebidas.
Resolucion 683 del  Por medio de la cual se expide el Reglamento Técnico sobre los
2012 del Ministerio  requisitos sanitarios que deben cumplir los materiales, objetos, envases y
de Salud y equipamientos destinados a entrar en contacto con alimentos y bebidas
Proteccién Social ~ para consumo humano.
Resolucion 4143 del  Por el cual se establece el reglamento técnico sobre los requisitos
2012 del Ministerio  sanitarios que deben cumplir los materiales, objetos, envases y
de Salud y equipamientos plasticos y sus aditivos, destinados a entrar en contacto
Proteccion Social ~ con alimentos y bebidas para consumo humano en el territorio nacional.

Constitucion
Politica de
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Tabla 1. Marco legal vigente (Continuacion).

Resolucion Por la cual se establecen los ensayos de migracion y verificacion del
2014022808 del cumplimiento de los limites de migracion total y especifica
2014 del INVIMA  reglamentados en las resoluciones 4142 y 4143 del 2012,

Se especifica los materiales y buenas practicas de manufactura de
Norma Técnica compuestos y articulos plésticos para contacto con alimentos y bebidas y
Colombiana NTC  usos derivados, de tal forma que en las condiciones normalizadas o
5023 del ICONTEC previsibles de empleo, no presenten migracion hacia los alimentos o
bebidas.
Nota: Normatividad Colombiana relacionada con la fabricacién, uso y comercializacion de
materiales plasticos. Por Alvarez & Novoa, 2020.
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Capitulo 4: Metodologia

Disefo experimental

Las variables a considerar en el disefio experimental se seleccionaron teniendo en cuenta las
caracteristicas fisicas de los recipientes plasticos comercializados en el mercado local de
Villavicencio. Fueron seleccionadas 3 variables con dos opciones de respuesta cada una, tal

como se evidencia en la Tabla 2.
Tabla 2. Variables del disefio experimental.

1 !

Plastico Polipropileno (Numero 5)

2 Otro (Ndmeros 1,2,3,4,6,7)°
. 1 Opaco
Opacidad 2 Transparente
Presencia de BPA segun la etiqueta L Libre de BPA
2 No reporta

Nota: Variables del disefio experimental segun las caracteristicas fisicas de los recipientes
plasticos. Por Alvarez & Novoa, 2020.

El disefio experimental consiste en Bloques Incompletos Balanceados (BIB), en donde todos
los tratamientos no estan representados en cada bloque, y aquellos que si estdn en uno en
particular se ensayan en él una sola vez, garantizando que cada tratamiento ocurre el mismo
namero de veces en el disefio y cada par de tratamientos ocurren juntos el mismo nimero de
veces que cualquier otro par (Lara & Garcia, 1998). Para la elaboracion del disefio experimental
se utilizé el software estadistico R en conjunto con el paquete "Agricolae", el cual permite
realizar procedimientos de analisis de datos experimentales como comparacion de tratamientos y
pruebas de comparacion no paramétricas (De Mendiburu, 2016; Enriquez, 2017). Dentro del
paquete "Agricolae" se utilizé la funcion design.bib, la cual crea disefios por bloques
incompletos balanceados aleatorios y permite obtener el tamafio de muestra minimo del
experimento, de manera que se puedan implementar las herramientas estadisticas pertinentes

para el anlisis de datos.

? Seguin el cdigo internacional de identificacién de resinas: (NGmero 1) Tereftalato de Polietileno-PET, (NGmero 2)
Polietileno de alta densidad-HDPE, (NUmero 3) Policloruro de Vinilo-PVC, (Numero 4) Polietileno de baja
densidad-LDPE, (NUmero 5) Polipropileno-PP, (NUmero 6) Poliestireno-PS, (NUmero 7) Otros-OTHER
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El contraste de hipotesis del disefio por bloques incompletos balanceados enuncia:

Ho = H1=H2=Hs=s=Hs=He=H7=He=H Vs. Hi= i#|l; para algin i#j

Es decir, se contrasta la hipotesis que no hay diferencia en las medias del indice de
mutagenicidad de los tratamientos frente a la alternativa de que al menos una de las medias

difiere de otra.

Los resultados del disefio experimental se presentan en la tabla 3. Para efectos de la presente
investigacion, "Tratamiento™ representa el nimero posible de combinaciones de las variables del
disefio; "lambda™ representa el nimero de veces que cada par de tratamientos estan juntos en el
disefio; "Tamafio de bloque" representa el niUmero de muestras que se pueden procesar al dia
segun la capacidad del laboratorio; "Bloques™ representa el numero de dias destinados al analisis
de las muestras; "Réplicas" representa el nimero de recipientes de cada tratamiento que se deben
adquirir para la extraccion de las muestras; "Factor de eficiencia” representa la eficiencia del
disefio de bloques incompletos en comparacion con el disefio de blogues completos; vy
"Recipientes” representa el total de recipientes que se deben adquirir para extraer

individualmente las muestras destinadas a experimentacion. La matriz del disefio se encuentra en

la Figura 2.
Tabla 3. Parametros del disefio Bloques
experimental 1 2 3 4 5 6 7 8
Pargmetro  Valor I BB - B.E
= - 2 . . . . . . X .
Tratamiento 8 £ 3
s * * L L o L L X
Lambda 6 ‘E 4 . X . ° . L) ° [
~ =
Tamafio de bloque 7 BlS . . . . X e e e
BlOC]UES 8 = 6 ° ° . o . X . .
Réplicas 7 7 o o X . - . . °
Factor de eficiencia 0,9795918 Bl x - c : e s o e
ReCIpIenteS . 56 . ® Tratamientos que si se ensayan en el bloque
NOtaZ ParametrOS del dlseno eXperlmentaI X Tratamientos que no se ensayan en el bloque

por Dbloques incompletos balanceados
obtenidos a partir del software R. Por
Alvarez & Novoa, 2020.

Figura 2. Matriz de distribucion de los
tratamientos en cada bloque segun el disefio
experimental. Por Alvarez & Novoa, 2020.

Las muestras consisten en 100ml de agua destilada contenida en un recipiente plastico y

sometida a calentamiento en horno microondas para el desarrollo del test Ames.
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Segun los resultados del disefio experimental, se obtuvo un total de 8 tratamientos, de ahora
en adelante llamados tipos de recipiente, producto de la combinacién de las variables

seleccionadas. Los tipos de recipientes y sus caracteristicas fisicas se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Tipos de recipientes.

A Polipropileno Opaco Libre de BPA
B Polipropileno Opaco No reporta
C Polipropileno Transparente Libre de BPA
D Polipropileno Transparente No reporta
E Otro Opaco Libre de BPA
F Otro Opaco No reporta
G Otro Transparente Libre de BPA
H Otro Transparente No reporta

Nota: Tipos de recipientes para el desarrollo de la investigacion segln sus caracteristicas fisicas.
Por Alvarez & Novoa, 2020.

Fases metodoldgicas

En el marco del macroproyecto en ejecucion "Analisis de riesgo a partir de recipientes plasticos
de bajo costo en contacto intermitente con alimentos en la ciudad de Villavicencio (Meta)", se
desarrolld la presente investigacion a partir de tres fases metodoldgicas. Fase 1: identificacion de
recipientes plasticos, fase 2: determinacion del indice de mutagenicidad y fase 3: analisis

estadistico de los datos. El diagrama de proceso se presenta en la figura 3.



Evaluacién de mutagenicidad en recipientes plasticos 34

Determinacion de la mutagenicidad de sustancias migradas
desde recipientes plasticos de bajo costo comercializados en

Villavi io (Meta) mediante Test AMES
|
! v v
‘ Fase 1: Identificacién de Fase 2: Determinacion del | Fase 3: Anilisis estadistico
recipientes plasticos | \ indice de mutagenicidad

l | E—

7

Identificacion ~ de  zonas Extraccion de muestras s Aplicacion test Ames | 1. Prueba T de Student.
comerciales en el POT de por cada tipo de recipiente 2 Analisis de Varianza
Villavicencio. l ANOVA con prueba
J
_ . — - - HSD (Honestly
/" L.Calentamiento de los recipientes /- ™ Significant Difference)
- / \ [ .y . \ B
I‘/ Defimicid ™ con 100 ml de agua durante un 1. Preparacion y siembra de de Tukev.
efinicion y ; S i
el minuto en microondas. agar medio minimo y agar
_“-1'_30 cccion de 2. Reposo durante 30 minutos a de superficie.
Inlormacion en temperatura ambiente. 2. Conteo de colonias
es[ab]ecm}lemos 3. Los numerales 1y 2 se repiten revertantes.
\ comerciales Y, cinco o veinte veces mds segin el 3. Caleulo del indice de
caso. | mutagenicidad.
4. Extraccion de una muestra de | A /
\ ! )] N _/
. agua de cada recipiente. S
'8 ™
El proceso se repite segun el disefio

experimental

Figura 3. Diagrama de proceso de la metodologia del proyecto. Por Alvarez & Novoa, 2020.

Fase 1: Identificacion de recipientes plasticos

En primer lugar, se utiliz6 el mapa de uso del suelo del Plan de Ordenamiento Territorial (POT)
de la ciudad de Villavicencio (Concejo Municipal de Villavicencio, 2015) para identificar las
areas clasificadas como "zonas comerciales” y delimitar el area de estudio, tal como se observa
en la figura 4. En cada zona se realizo un reconocimiento de los establecimientos que
comercializan recipientes plasticos, en donde se registraron coordenadas con un GPS (Garmin
eTrex 30x), para posteriormente generar un mapa con la ubicacion de cada establecimiento a

través del software ArcGis 10.4.

En cada establecimiento visitado se diligencié un formato de recoleccion de informacion
(Anexo A) para identificar y cuantificar los recipientes plasticos comercializados en
Villavicencio de acuerdo a los tipos establecidos en la Tabla 4. Asi mismo, de acuerdo al disefio
experimental, se realizo la compra de 56 recipientes plasticos (7 réplicas por cada uno de los 8
tipos de recipientes) para llevar a cabo el test Ames. Es preciso sefialar que solamente se tuvieron

en cuenta los recipientes plasticos cuyo precio estuviera comprendido entre $1.000 y $20.000,
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puesto que la presente investigacion esta encaminada a evaluar el indice de mutagenicidad de

agua en contacto con recipientes de bajo costo.

LOCALIZACION INFORMACION /
GEOGRAFICA 7

““““ .| cCONVENCIONES 7

L Vias Principales
[ Zona Comercial POT
F Villavicencio Meta

| 5 50 0 A 1 b Rios Principales

RIO GUATIQUIA

s s i Cuerpos Hidricos

CIUDAD PORFIA

Figura 4. Areas clasificadas como "zonas comerciales" segin el plan de ordenamiento territorial
de Villavicencio. Adaptado de (Concejo Municipal de Villavicencio, 2015); por Alvarez &
Novoa, 2020.

Fase 2: Determinacién del indice de mutagenicidad
Activacion y mantenimiento de la cepa

Para el desarrollo del test de mutagenicidad Ames se tom6 como principal referente el protocolo
utilizado por Ames, Maccann & Yamasaki (1975, p. 350). Se utilizo la cepa de Salmonella
enterica subsp. enterica serovar tphimurium (ATCC® 13311™) liofilizada y almacenada en un

pellet kwik-stik a 4+2°C hasta el momento de su activacion.

Tras la recepcion de la cepa, se procedié a preparar placas con medio de cultivo "agar
MacConkey" y "agar Salmonella-Shigella (SS)" para su activacion y almacenamiento. Para la

elaboracion del medio de cultivo MacConkey, se disolvieron 10,3gr del medio de cultivo en
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200ml de agua destilada; posteriormente, la mezcla se homogeniz6 en una placa de
calentamiento con agitacion magnética y se esterilizé en autoclave a 121°C por 15 minutos. Para
la elaboracion del medio de cultivo Salmonella-Shigella (SS) se disolvieron 12gr del medio de
cultivo en 200ml de agua destilada estéril; posteriormente, la mezcla se homogenizd y calentd
con agitacion frecuente, manteniendo en punto de ebullicion durante un minuto (sin autoclavar).
Ambos medios de cultivo se vertieron en placas de petri previamente esterilizadas,

almacenandolas en refrigeracion hasta el momento de su uso.

Para la activacion de la cepa se realizaron siembras por agotamiento en los medios de cultivo
MacConkey y SS manteniendo siempre condiciones estériles. Las placas de MacConkey se
incubaron a 37°C entre 24 y 48 horas y las placas de SS se incubaron a 37°C entre 18 y 24 horas,

tiempo después del cual se mantuvieron en refrigeracion a 4+2°C.

Asi mismo, se procedi6 a realizar un subcultivo de la cepa en caldo nutritivo para el desarrollo
del test Ames. Para la elaboracion del caldo nutritivo se pesaron 0,65gr de caldo nutritivo y se
disolvieron en 50ml de agua destilada, para luego esterilizar en autoclave a 121°C durante 15
minutos. Posteriormente se inocularon 50ml de solucion salina estéril al 0,085% con una
densidad celular de 6x10°® células/ml y se agregaron 12,5ml al caldo nutritivo previamente
preparado. Finalmente, el caldo nutritivo se incuba a 37°C durante 18 horas para alcanzar una

densidad celular de 1,2x10° células/ml, después de lo cual se mantuvo en refrigeracion a 4+2°C.

Preparacién de soluciones

Posterior a la activacion y mantenimiento de la cepa se procedié a preparar los medios y
soluciones necesarias para efectuar el test Ames. En primer lugar, se prepard el agar medio
minimo, el cual consiste en una mezcla de solucion agar, solucion glucosa y solucion medio
Vogel-Bonner “E” 10X.

Para la preparacion de la solucién agar, se pesaron 7,5gr de agar y se diluyeron en 300ml de
agua destilada. Por otro lado, para la preparacion de la solucién glucosa, se pesaron 10gr de
glucosa y se diluyeron en 100ml de agua destilada mediante agitacién. Finalmente, para la
preparacion de la solucion medio Vogel-Bonner "E" 10X, se pesaron y agregaron en orden 10gr

de sulfato de magnesio Heptahidratado, 100gr de acido citrico monohidratado, 500gr de fosfato
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de potasio dibasico anhidro, 175¢gr de fosfato de sodio y amonio tetrahidratado y se disolvieron
en 1000ml de agua destilada contenida en frasco ambar; posteriormente, se tomaron 10 ml de la
solucion preparada y se adicionaron a 90ml de agua destilada. Las tres soluciones previamente

preparadas se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Para la preparacion de agar medio minimo se mezclaron 300ml de solucién agar, 100ml de
solucion glucosa y 100ml de medio Vogel-Bonner, homogenizando y manteniendo en todo
momento condiciones estériles. La mezcla se distribuyd en placas de petri de 100x15mm

previamente esterilizadas y se mantuvieron en refrigeracion (4+2°C) hasta el momento de su uso.

A continuacion, se prepard el agar de superficie y la solucion histidina-biotina. Para el agar de
superficie se pesaron 18gr de agar, 15gr de Cloruro de sodio y se disolvieron en 100ml de agua
destilada fria. Posteriormente, para la solucion histidina-biotina se pesaron 0,117gr de histidina y
0,138gr de biotina y se disolvieron en 1000ml agua destilada en punto de ebullicion. Ambas
soluciones se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Finalmente, se agregaron
10 ml de la solucion histidina-biotina al agar de superficie. La solucién histidina-biotina se

almacend en refrigeracion (4+2°C) durante un periodo maximo de 45 dias.

Finalmente, para los controles positivos se preparo solucion de dzida de sodio que actué como
agente mutagénico. Para preparar dicha solucion se pesaron 0,00125gr de azida de sodio y se
disolvieron en 500ml de agua destilada estéril. La solucion se almacend en refrigeracion (4+2°C)

hasta el momento de su uso.

Extraccion de muestras

Se procedid a realizar la extraccion de las muestras de agua de los recipientes plasticos en las
instalaciones de la Universidad Santo Tomaés, sede Villavicencio, especificamente en el
laboratorio de Toxicologia y Biotecnologia. Las muestras de agua fueron extraidas bajo dos
condiciones diferentes y consecutivas, para evaluar si existe desgaste suficiente del material que

propicie la liberacion de sustancias mutagénicas durante sus primeros usos:

* Condicién 1: cada uno de los recipientes, segun la distribuciéon de los tratamientos por
bloque del disefio experimental, fue llenado con 100ml de agua destilada y se sometio a

calentamiento en horno microondas convencional (LG MS0936GIR) durante 1 minuto; luego se
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dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posterior al reposo, y sin desechar el
agua contenida, se repitio el proceso hasta alcanzar 5 calentamientos, lo que representa una
semana de uso en manos del consumidor (frecuencia considerada por los 5 dias habiles de la
semana). El agua destilada restante después de los 5 calentamientos se tomo para ser analizada a
través del test Ames.

Posteriormente, y con base en el protocolo de lavado de materiales de laboratorio
(Colombiana de salud S.A., 2004, p. 7), se realiz6 el lavado de los recipientes con el fin de
recrear las condiciones de uso que suelen tener en las manos de los consumidores (Mansilha et
al., 2013, p. 6008).

* Condicion 2: Los mismos recipientes de la condicion 1, fueron llenados con 100ml de agua
destilada y se sometieron a calentamiento en horno microondas convencional (LG MS0936GIR)
durante 1 minuto, luego se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posterior
al reposo, y sin desechar el agua contenida, se repiti6 el proceso hasta alcanzar 20
calentamientos, lo que representa cuatro semanas de uso en manos del consumidor (frecuencia
considerada por los 5 dias habiles de la semana). El agua destilada restante después de los 20

calentamientos se extrajo para ser analizada a través del test Ames.

Tanto en la condicion 1 como en la 2, el agua contenida en los recipientes plasticos se
mantuvo entre cada calentamiento, puesto que se pretendia determinar el efecto mutagénico de la
concentracion acumulada de las sustancias liberadas por dichos recipientes. Los reposos entre
cada calentamiento se realizaron para evitar la evaporacion del agua, lo cual podria llevar a una

pérdida por arrastre de las sustancias liberadas por el material (Gallardo & Mallo, 1864, p. 297).

Se obtuvo un total de 112 muestras de agua (56 muestras en cada condicion de calentamiento,
en concordancia con el nimero de recipientes segun el disefio experimental) que fueron
analizadas a través del test Ames. Es preciso aclarar que, el calentamiento de los recipientes y la
extraccion de las muestras de agua se realizd paulatinamente segun fuera requerido para aplicar
el test Ames, y de acuerdo a los tratamientos establecidos para cada dia de analisis de muestras

(blogue) en el disefio experimental.
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Aplicacion del test Ames

Posterior a la preparacion de las soluciones y la extraccion de las muestras se procedié a aplicar
el test Ames para evaluar el indice de mutagenicidad de dichas muestras de agua. Es importante
sefialar que para cada muestra fue necesario efectuar el test Ames por triplicado, con el fin de
garantizar mayor confiabilidad en los resultados y evitar pérdida de informacién por posible
contaminacion de las placas. Asi pues, segun el disefio experimental, para el desarrollo del test
Ames en cada uno de los 8 dias destinados al analisis de muestras (bloques), se dispuso en bafio
seroldgico a 50°C, 21 tubos de ensayo 13x100ml con tapa rosca, los cuales contenian por
triplicado los extractos y el agar de superficie previamente preparado para evitar su

solidificacion.

Establecido el montaje, se adicioné a los tubos de ensayo (por triplicado y en orden), 2ml de
agar de superficie, 0,1ml de caldo de cultivo nutritivo inoculado con una densidad celular de
1,2x10° células/ml y 1ml de la muestra de agua extraida. Cada tubo se agité por 3 segundos con
un vortex, vertiendo el contenido en las placas de agar minimo previamente preparadas,
realizando movimientos circulares a cada placa garantizando la distribucién uniforme sobre el
medio de cultivo. Las placas fueron dispuestas sobre una superficie plana durante 15 minutos
hasta la solidificacion del medio; posteriormente, se incubaron en forma invertida a 37°C durante
66 horas.

Asi mismo, fue necesario realizar controles positivos y negativos de las pruebas para
contrastar finalmente los resultados. Para los controles positivos, se realizd el mismo
procedimiento de la prueba normal, con la variante de reemplazar la muestra de agua a analizar
por 2 ml de la solucion &zida de sodio previamente preparada. Los controles positivos se
realizaron como placa de contraste para corroborar que la cepa presentara condiciones éptimas
para el desarrollo del test Ames. Por otro lado, para los controles negativos, se realizé el mismo
procedimiento de la prueba normal, con la variante de reemplazar la muestra de agua a analizar
por 1 ml de agua destilada estéril. Los controles negativos permitieron obtener el nimero de
colonias revertantes espontaneas de la cepa. Las placas de los controles positivos y negativos se

incubaron de forma invertida a 37 °C durante 66 horas.
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Seguidamente a la incubacion, se procedio al conteo de las colonias revertantes de cada una
de las placas que contenian las muestras a analizar (revertantes inducidas), los controles
negativos (revertantes espontaneas) y los controles positivos (placa de contraste), a través de un
cuenta colonias E&Q - CCD. La morfologia de las colonias de S. typhimurium es muy
caracteristica, son blancas, transldcidas, con superficie lisa y bordes regulares (Sandoval, 2007),

tal como se observa en las figuras 5 y 6.

Figura 5. Ejemplo 1 morfologia colonias Figura 6. Ejemplo 2 morfologia colonias
S. typhimurium. Por Alvarez & Novoa, S. typhimurium. Por Alvarez & Novoa,
2020. 2020.

Posterior al conteo, se procedi6 a obtener la media del nimero de colonias revertantes de los
triplicados, para calcular finalmente el indice de mutagenicidad de cada muestra (Romana,
1993). Para el calculo del indice de mutagenicidad se utilizd la siguiente formula, en donde RI
corresponde al nimero de colonias revertantes inducidas y RE al nimero de colonias revertantes

espontaneas (Ames et al., 1975):

RI

IM = —
RE

Para la interpretacion del indice de mutagenicidad, se consideran mutagénicos aquellos
valores mayores o iguales a 2 (IM>2), ligeramente mutagénicos a los valores comprendidos entre

1,5 y 2 (1,5<IM<2) y no mutagénicos a los valores menores a 1,5 (IM<1,5).
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Fase 3: Analisis estadistico

Después de obtener los valores del indice de mutagenicidad para cada uno de los tratamientos, se
procedid a realizar el andlisis estadistico de los datos a través del software IBM SPSS Statistics
25. En primer lugar, se aplicé la prueba t de Student para comparar las medias del indice de
mutagenicidad de las dos condiciones de calentamiento, con el fin de determinar si hay una
diferencia significativa entre ellas. Asi mismo, se llevo a cabo un andlisis de varianza ANOVA
con el fin de determinar si los valores medios del indice de mutagenicidad de los tratamientos

eran diferentes entre si y determinar la influencia de los tratamientos en dicho indice.

Posteriormente, y habiendo verificado la diferencia de los valores medios, se aplicé la prueba
HSD (Honestly Significant Difference) de Tukey para realizar comparaciones entre las medias
de los tratamientos e identificar subconjuntos homogéneos de las medias que no se diferencian
entre si, determinando asi los tipos de recipientes que poseian un indice de mutagenicidad medio
maés elevado 0 mas bajo para seleccionar los tipos de recipientes plasticos mas seguros para su

uso en contacto con alimentos.

Asi mismo, teniendo en cuenta que las 3 variables del estudio (Tipo de plastico, Opacidad y
Presencia de BPA) poseen un comportamiento dicotomico (dos opciones de respuesta), se aplicd
la prueba t de Student para comparar las medias del indice de mutagenicidad en cada variable,
buscando determinar si existe relacion entre las caracteristicas del recipiente y el indice de

mutagenicidad obtenido.
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Capitulo 5: Resultadosy analisis

5.1. Seleccidén de establecimientos comerciales

A partir del mapa del uso del suelo del plan de ordenamiento territorial (POT) de Villavicencio,
se identificé un total de 49 establecimientos que comercializan recipientes plasticos para el
almacenamiento, calentamiento y trasporte de alimentos, ubicados en el centro de la ciudad y en
los sectores aledafios a la avenida 40, la carrera 22 (via Puerto Lopez), la avenida Catama y

ciudad Porfia, en contraste con las zonas comerciales de la ciudad, tal como se evidencia en la

figura 7.

LOCALIZACION INFORMACION
GEOGRAFICA
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Figura 7. Establecimientos que comercializan recipientes plasticos dentro de las areas
clasificadas como "zonas comerciales" segun el plan de ordenamiento territorial de
Villavicencio. Adaptado de (Concejo Municipal de Villavicencio, 2015); por Alvarez & Novoa,
2020.
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Tal como se observa en la figura 7, la mayor parte de los establecimientos que comercializan
recipientes plasticos se encuentran en la zona centro de la ciudad, con un total de 27
establecimientos, seguido de la Avenida 40 (en donde se encuentran los principales almacenes de
cadena) con 10 establecimientos, Ciudad porfia con 5 establecimientos, Via Puerto Lépez con 4

establecimientos y Avenida Catama con 3 establecimientos.

Es importante indicar que la presente investigacion considerd el total de la poblacion de
establecimientos ubicados dentro de las zonas comerciales sefialadas en el plan de ordenamiento
territorial de Villavicencio, sin incluir aquellos ubicados fuera de dichas areas, debido a que no
representan una cantidad significativa en contraste con la totalidad de la poblacién. Asi mismo,
los almacenes de cadena fueron tenidos en cuenta una sola vez dentro del estudio, a pesar de
contar con diferentes puntos de venta dentro de la ciudad, en vista de que los productos

comercializados no difieren significativamente entre cada almacén.

5.2. lIdentificacion de recipientes plasticos

Posteriormente, en cada uno de los establecimientos comerciales se realizd la identificacion y
clasificacion de los recipientes plasticos, en donde se identificd un total de 302 recipientes
diferentes, de los cuales la mayor parte pertenece al tipo C (polipropileno, transparente y libre de
BPA) con un 27%, seguido del tipo D (polipropileno, transparente y no reporta ausencia de

BPA) con un 21%, tal como se evidencia en la figura 8.
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Figura 8. Distribucién porcentual de los recipientes plasticos comercializados en Villavicencio
segun el tipo de recipiente. Por Alvarez & Novoa, 2020.

Tal como se muestra en la figura 9, en cuanto el tipo de plastico, la mayor parte de los
recipientes (56%) son fabricados con polipropileno, frente al 44% que son fabricados con otro
tipo de plastico o no lo enuncian, siendo esta proporcion un indicador que se presume positivo de
la seguridad de los recipientes plasticos comercializados, puesto que el polipropileno es el
material mas adecuado para la fabricacion de recipientes destinados a estar en contacto con
alimentos segun la FDA (US Food and Drug Administration, 2012, p. 34).

Por otro lado, en cuanto a la opacidad, el 70% de los recipientes comercializados son
transparentes, frente al 30% que son opacos, siendo esta proporcion un indicador cuestionable
puesto que, si bien se ha demostrado que la transparencia propicia la degradacion del material
plastico al permitir una mayor exposicion del recipiente a rayos UV, los aditivos necesarios para
brindar opacidad al material pléstico pueden ser altamente perjudiciales para la salud humana
(Bach et al., 2012, p. 579, 2013, p. 672; Escuela Colombiana de Ingenieria, 2007, p. 12; Jane
Muncke, 2011, p. 120; Suhrhoff & Scholz, 2015, p. 85).

Finalmente, en cuanto a la presencia de BPA, tan solo el 42% de los recipientes
comercializados reportan ser libres de BPA, frente al 58% de los recipientes que no lo hacen,
siendo esta una cifra preocupante debido a la multitud de estudios que asocian al BPA con
diversas enfermedades debido al caracter mutagénico y de disruptor endocrino de dicha sustancia
(Cooper et al., 2011, pp. 943-944; Duck Soo et al., 2009, pp. 1285-1287; Garcia et al., 2017, pp.
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441-443; Mansilha et al., 2013, pp. 6012-6016; Nepalia et al., 2018, pp. 393-399; L. N.
Vandenberg, 2014, pp. 426-429; Laura N. Vandenberg et al., 2007, pp. 139-173; Xue & Shu,
2013, pp. 929-932), ademas de ser prohibida en el territorio nacional para procesos de

manufactura (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2012a, pp. 1-11).

Tipo de Plastico Opacidad Presencia de BPA

u Polipropileno Otro Transparente M Opaco M Libre de BPA No Reporta

Figura 9. Distribucion porcentual de los recipientes plasticos comercializados en Villavicencio
segun las variables de estudio. Por Alvarez & Novoa, 2020.

En cuanto a la distribucion de los precios de los recipientes, los resultados se organizaron de
acuerdo a 4 intervalos de precios con un rango de $5.000 tal como se evidencia en la figura 10.
Asi pues, en el intervalo mas bajo (0 - $4.900) se comercializan en su mayoria recipientes de los
tipos F, H y D, recipientes que en su mayoria no poseen etiqueta o informacion alguna de la
trazabilidad del producto, ademas de presentar algunos rayones, deformidades o imperfecciones
en su estructura fisica. En cuanto al segundo intervalo ($5.000 - $9.900) se comercializan
grandes cantidades de los recipientes tipo D y C, disminuyendo considerablemente la oferta de
los recipientes tipo F y H. Asi mismo, en el tercer intervalo ($10.000 - $14.900) la oferta de
recipientes plasticos tipo C se mantiene elevada en comparacién con los demas tipos de
recipientes cuya oferta disminuye. Finalmente, en cuanto al cuarto intervalo ($15.000 - $20.000)
se observa que, aunque la cantidad comercializada de recipientes tipo C disminuy6, aun se
mantiene elevada en comparacion con los otros tipos, siendo estos recipientes Unicamente

comercializados en almacenes de cadena y centros comerciales.

Del mismo modo, se observa una tendencia a la disminucion de la cantidad de recipientes

comercializados conforme aumenta el intervalo de precio, encontrandose 113 recipientes
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plasticos en el primer intervalo, 108 en el segundo intervalo, 52 en el tercer intervalo y 29 en el

ultimo intervalo.
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Figura 10. Distribucion de recipientes plasticos comercializados en Villavicencio por rango de
precio. Por Alvarez & Novoa, 2020.

5.3. Test de mutagenicidad de Ames

En las tablas 5 y 6 se presentan los resultados del indice de mutagenicidad por tipo de recipiente
para 5y 20 calentamientos respectivamente.
Tabla 5. Resultados del indice de mutagenicidad por tipo de recipiente para 5 calentamientos.

1 2 3 4 5 6 7 8 Media Interpretacion

A 094 083 081 - 094 084 101 095 0,91 NM
B 1,10 108 109 0,99 117 1,04 - 1,12 1,08 NM
C 080 064 0,78 073 068 0,78 0,77 - 0,74 NM
D 0,91 - 08 074 086 084 09 0,88 0,85 NM
E 100 086 0,98 1,02 - 0,96 1,08 1,05 0,99 NM
F 1,11 125 1,19 1,17 1,16 = 1,19 131 1,20 NM
G 0,76 0,64 - 0,72 08 084 089 0,86 0,79 NM
H - 1,13 111 112 123 106 1,20 1,06 1,13 NM

Nota: NM: No mutagénico. Indice de mutagenicidad segun el tipo de recipiente (tratamiento) y
dia de analisis de las muestras de agua (bloque) después de 5 calentamientos. Adaptado de
"Software IBM SPSS Statistics™; Por Alvarez & Novoa, 2020.
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Tabla 6. Resultados del indice de mutagenicidad por tipo de recipiente para 20 calentamientos.

1 2 3 4 5 6 7 8 Media Interpretacién

A 1,18 1,14 1,14 - 1,27 114 127 1,15 1,18 NM
B 1,44 153 138 138 140 1,40 = 1,40 1,42 NM
C 092 081 097 092 091 09 0,97 - 0,92 NM
D 1,14 = 1,20 100 1,15 116 119 112 1,14 NM
E 135 140 136 1,30 - 1,29 137 122 1,33 NM
F 1,40 154 151 150 1,58 = 156 154 1,52 LM
G 1,13 1,05 - 199 110 1,11 111 1,08 1,08 NM
H = 154 150 152 154 142 153 145 1,50 LM

Nota: NM: No mutagénico. LM: Ligeramente mutagénico. Indice de mutagenicidad segun el tipo
de recipiente (tratamiento) y dia de analisis de las muestras de agua (bloque) después de 20
calentamientos. Adaptado de "Software IBM SPSS Statistics™; Por Alvarez & Novoa, 2020.

Tal como se observa en las tablas 5y 6, los recipientes tipo H (Plastico otro, transparente y no
reporta ausencia de BPA) y tipo F (Plastico otro, opaco y no reporta ausencia de BPA) son los
que presentaron un indice de mutagenicidad medio mas alto en las dos condiciones de
calentamiento (5 y 20 calentamientos) en comparacién con el resto de los recipientes. Asi pues,
las muestras extraidas de ambos recipientes resultaron "No mutagénicas™ (NM) para la primera
condicion y "Ligeramente mutagénicas” (LM) para la segunda. Por otro lado, los recipientes con
los indices de mutagenicidad medios mas bajos fueron el tipo C (Polipropileno, transparente y
libre de BPA) y el tipo G (plastico otro, transparente y libre de BPA) en las dos condiciones de
calentamiento, siendo "No mutagénicas" (NM) en ambos casos. Asi mismo, se destaca que los
resultados obtenidos para el indice de mutagenicidad medio para 20 calentamientos (tabla 6)
aumentaron entre 0,18 y 0,37 en comparacion con los resultados obtenidos para 5 calentamientos
(tabla 5).

5.4. Analisis estadistico

Partiendo de la necesidad de determinar la influencia del numero de calentamientos en el indice
de mutagenicidad obtenido en cada muestra, se aplicd la prueba t de Student, buscando
diferencias significativas entre los indices obtenidos en ambos calentamientos y asi comprobar la
influencia de la temperatura y el desgaste de los revestimientos superficiales de los recipientes en
el indice de mutagenicidad obtenido. Los resultados de la prueba t de Student se presentan en la
tabla 7.
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Tabla 7. Prueba t de Student del indice de mutagenicidad por nimero de calentamientos.

Estadistica de grupo Prueba t de Student
Numer(_) de 5 calentamlfantos 56 0,963 0,169 0,299 0,000
calentamientos 20 calentamientos 56 1,262 0,209

Nota: p: Significancia estadistica. Prueba t de Student del indice de mutagenicidad de muestras
de agua por nimero de calentamientos. Adaptado de "Software IBM SPSS Statistics"; Por
Alvarez & Novoa, 2020.

Como se evidencia en la tabla 7, se obtuvo una diferencia de medias de 0,299 y un nivel de
significancia p<0,05, lo que denota que existen diferencias significativas de los resultados del
indice de mutagenicidad entre ambas condiciones de calentamiento. Por lo anterior, como
respuesta a la primera parte de la pregunta problema referente a la variacion del indice de
mutagenicidad en funcién del uso del recipiente (expresado por el nimero de calentamientos
aplicados), se comprueba que existe una diferencia estadisticamente significativa entre los
indices de mutagenicidad obtenidos de las muestras de cada condicién de calentamiento, en
donde dicho indice aumenta en funcién del aumento del nimero de calentamientos de recipiente.
Asi pues, es posible afirmar que el incremento en el indice de mutagenicidad medio entre las dos
condiciones de calentamiento, esta fuertemente relacionado con el desgaste del material al que se
exponen los recipientes, con el cual se van perdiendo los revestimientos superficiales que
aseguran su calidad y seguridad, puesto que al someter los recipientes plasticos a un aumento de
temperatura prologado o estrés mecanico, puede generar migracion de los compuestos utilizados
para su fabricacién (Fasano, Bono-Blay, Cirillo, Montuori, & Lacorte, 2012, p. 132; Nepalia et
al., 2018, p. 391).

Asi mismo, se obtuvieron valores medios del indice de mutagenicidad de 0,963 y 1,262 para 5
y 20 calentamientos respectivamente, valores que son considerados como "No mutagénicos"
dentro de la escala de evaluacion del test Ames; sin embargo, surge la necesidad de analizar cada
condicion de calentamiento por separado para determinar si existen diferencias entre indice de
mutagenicidad obtenido para cada tipo de recipiente.

Posteriormente, teniendo en cuenta la normalidad de los datos y los requerimientos
especificos del disefio experimental utilizado, se realizé un analisis de varianza ANOVA para

determinar diferencias significativas en los indices de mutagenicidad obtenidos, partiendo de la



Evaluacién de mutagenicidad en recipientes plasticos 49

hipotesis nula (Ho) de que las medias del indice de mutagenicidad son iguales, en contraste con
la hipdtesis alternativa (H;) de que al menos una de las medias difiere de las demas. Por
consiguiente, tal como se observa en las tablas 8 y 9, para ambas condiciones de calentamiento
se obtuvo un nivel de significancia p<0,05, rechazando la igualdad de medias de la hipotesis
nula, lo que denota diferencias significativas en las medias del indice de mutagenicidad de los 8
tratamientos (tipos de recipientes), pudiendo inferir asi que las caracteristicas inherentes a cada
tipo de recipiente influyen significativamente en el indice de mutagenicidad obtenido y, por

ende, en la calidad y seguridad de los mismaos.

Tabla 8. ANOVA del indice de mutagenicidad para 5 calentamientos.

ANOVA
Entre grupos 1,343 7 0,192 40,388 0,000
Dentro de grupos 0,228 48 0,005
Total 1,570 55

Nota: p: Significancia estadistica. Analisis de varianza ANOVA del indice de mutagenicidad de
muestras de agua después de 5 calentamientos. Adaptado de "Software IBM SPSS Statistics";
Por Alvarez & Novoa, 2020.

Tabla 9. ANOVA del indice de mutagenicidad para 20 calentamientos.

ANOVA
Entre grupos 2,251 7 0,322 100,514 0,000
Dentro de grupos 0,154 48 0,003
Total 2,405 55

Nota: p: Significancia estadistica. Analisis de varianza ANOVA del indice de mutagenicidad de
muestras de agua después de 20 calentamientos. Adaptado de "Software IBM SPSS Statistics";
Por Alvarez & Novoa, 2020.

Seguidamente, y tras determinar que existen diferencias significativas en los datos, se realiza
la prueba HSD de Tukey para comparar las medias de los indices de mutagenicidad entre
tratamientos, agrupando los recipientes con indices de mutagenicidad estadisticamente similares
y ordenandolos ascendentemente en subconjuntos. Los resultados de la prueba de Tukey se

presentan en las tablas 10 y 11.
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Tabla 10. Prueba HSD de Tukey del indice de mutagenicidad para 5 calentamientos.

HSD Tukey?
_ 1 2 3 4 5

0,066 0,074 0,265 0,236 0,069

Nota: p: Significancia estadistica. Prueba HSD de Tukey del indice de mutagenicidad de
muestras de agua después de 5 calentamientos. Adaptado de "Software IBM SPSS Statistics";
Por Alvarez & Novoa, 2020.

C 7 0,7411

G 7 0,7947 0,7947

D 7 0,8537 0,8537

A 7 0,9054 0,9054

E 7 0,9938 0,9938

B 7 1,0846 1,0846
H 7 1,1326
F 7 1,1963
p

Tabla 11. Prueba HSD de Tukey del indice de mutagenicidad para 20 calentamientos.

HSD Tukey?®

1 2 3 4 5 6
C 7 0,9234
G 7 1,0804
D 7 1,1369 1,1369
A 7 1,1849
E 7 1,3278
B 7 1,4182 1,4182
H 7 1,5020 1,5020
F 7 1,5191
p 1,000 0,577 0,756 0,077 0,126 0,999

Nota: p: Significancia estadistica. Prueba HSD de Tukey del indice de mutagenicidad de
muestras de agua después de 5 calentamientos. Adaptado de "Software IBM SPSS Statistics";
Por Alvarez & Novoa, 2020.

Al aplicar la prueba HSD de Tukey a los resultados del indice de mutagenicidad de los
recipientes para 5 calentamientos, se obtuvo un total de 5 subconjuntos de las medias del indice
de mutagenicidad de cada recipiente, agrupando las medias que no poseen diferencias
estadisticamente significativas. Asi pues, tal como se observa en la tabla 10, en el primer

subconjunto se encuentran agrupados los recipientes con el indice de mutagenicidad medio més
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bajo (recipientes C, D y G) y cuyas medias no poseen una diferencia estadisticamente
significativa (p>0,05), siendo estos tres tipos de recipientes similares en cuanto a calidad y
seguridad para el consumidor. Asi mismo, en los subconjuntos 2, 3 y 4 se encuentran los
recipientes con un indice de mutagenicidad que puede ser considerado como intermedio, entre
los que se encuentran los tipos A y E. Finalmente, en el quinto subconjunto se encuentran
agrupados los recipientes con el indice de mutagenicidad medio mas alto (recipientes B, Fy H) y
cuyas medias no poseen una diferencia estadisticamente significativa (p>0,05), lo que indica la

posibilidad de que el uso de dichos recipientes pueda ser perjudicial a largo plazo.

Esta misma tendencia se observa en los resultados del indice de mutagenicidad para 20
calentamientos (tabla 11), en donde los resultados se encuentran agrupados en 6 subconjuntos,
haciendo especial énfasis en el primero de ellos en el que solamente se encuentra el tipo de
recipiente C y el ultimo subconjunto en el que se encuentran los recipientes F y H (p>0,05). Asi
pues, la prueba de tukey arroja los primeros indicios de la seguridad de los recipientes, al
ordenarlos estadisticamente de acuerdo al indice de mutagenicidad medio obtenido, permitiendo
asi afirmar que, en términos generales, el recipiente tipo C (Polipropileno, transparente y libre de
BPA) es el mas adecuado para estar en contacto con alimentos y bebidas, seguido del recipiente
tipo G (Plastico otro, transparente y libre de BPA), seglin los resultados del indice de
mutagenicidad obtenido en ambas condiciones de calentamiento. Asi mismo, los recipientes tipo
F (Plastico otro, opaco y no reporta ausencia de BPA) y H (plastico otro, transparente y no
reporta ausencia de BPA) pueden ser sefialados como los menos recomendados para el contacto
con alimentos y bebidas, debido a los elevados indices de mutagenicidad obtenidos,

especialmente en la segunda condicion de calentamiento.

Finalmente, y basado en las caracteristicas fisicas asignadas a cada tipo de recipiente (Tabla
4), se realizo la prueba t de Student para comparar las medias del indice de mutagenicidad de
cada variable, determinando asi las caracteristicas fisicas méas favorables de los recipientes en
cuanto a calidad y seguridad para el consumidor. Los resultados de la prueba t de Student se

presentan en las tablas 12 y 13.
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Tabla 12. Prueba t de Student del indice de mutagenicidad por variable para 5 calentamientos.

Estadistica de grupo Prueba t de Student

Tipo de Polipropileno 28 0,892 0,141
plastico Otro 28 1,026 0,170 0.134 0,002

. Opaco 28 1,045 0,128
Opacided . sparente 28 0,880 0,166 0,165 0,000

Presencia de Libre de BPA 28 0,858 0,123
0,209 0,000

BPA No reporta 28 1,066 0,143

Nota: p: Significancia estadistica. Prueba t de Student del indice de mutagenicidad de muestras
de agua por variable después de 5 calentamientos. Adaptado de "Software IBM SPSS Statistics";
Por Alvarez & Novoa, 2020.

Tabla 13. Prueba t de Student del indice de mutagenicidad por variable para 20 calentamientos.

Estadistica de grupo Prueba t de Student

Tipo de Polipropileno 28 1,166 0,188
plastico Otro 28 1,357 0,186 0.191 0,000

. Opaco 28 1,362 0,137
Opacidad Transparente 28 1,160 0,221 0,202 0,000

Presencia de Libre de BPA 28 1,129 0,159
BPA Noreporta 28 1,394 0,165 UAss B

Nota: p: Significancia estadistica. Prueba t de Student del indice de mutagenicidad de muestras
de agua por variable después de 20 calentamientos. Adaptado de "Software IBM SPSS
Statistics"; Por Alvarez & Novoa, 2020.

Tal como se observa en las tablas 12 y 13, los recipientes fabricados con el tipo de pléstico
polipropileno obtuvieron un indice de mutagenicidad medio mas bajo en comparacién con
aquellos fabricados con otros tipos de plasticos, con un nivel de significancia p<0,05 para ambas
condiciones de calentamiento. Asi mismo, en cuanto a la opacidad, los recipientes transparentes
obtuvieron un indice de mutagenicidad medio menor en comparacion con los recipientes opacos,
con un nivel de significancia p<0,05 para ambas condiciones de calentamiento. Finalmente, en
cuanto a la presencia o ausencia de BPA segun la informacién de la etiqueta, los recipientes
plasticos que enunciaban ser libres de BPA obtuvieron un menor indice de mutagenicidad medio
en comparacion con aquellos que no lo enunciaban o no poseian informacion alguna en su

etiqueta, con un nivel de significancia p<0,05 para ambas condiciones de calentamiento.
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Asi mismo, se observa un aumento en la diferencia de medias de cada variable entre los
resultados de las tablas 12 y 13, permitiendo inferir que el desgaste del material, aumenta la
dependencia del indice de mutagenicidad medio obtenido hacia las caracteristicas fisicas propias
de cada recipiente. Por lo anterior, la eleccion del consumidor frente a las caracteristicas fisicas

del recipiente toma mayor importancia conforme aumenta el uso del recipiente.

Asi pues, como respuesta a la segunda parte de la pregunta problema referente a la variacion
del indice de mutagenicidad en funcion del tipo de recipiente, se comprueba que existen
diferencias significativas entre los indices de mutagenicidad obtenidos de los diferentes tipos de
recipientes, en donde las caracteristicas fisicas (tipo de plastico, opacidad y presencia de BPA)
inherentes a cada tipo juegan un papel determinante en el indice de mutagenicidad obtenido y

por ende en la seguridad y calidad del recipiente.
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Discusion

Los resultados obtenidos a partir de la presente investigacion, permitieron determinar el indice de
mutagenicidad de muestras de agua en contacto con diferentes tipos de recipientes plasticos,
evidenciando cuales resultan mas adecuados para el almacenamiento, calentamiento y transporte
de alimentos y bebidas, analizando las caracteristicas fisicas y seleccionando los atributos mas
recomendables de dichos recipientes; lo anterior en el marco de los objetivos planteados y la
problematica general del desconocimiento de la poblacion en cuanto al uso y seguridad de los

recipientes plasticos.

Asi mismo, dichos resultados pueden ser facilmente contrastados con otras investigaciones en
las que se ha utilizado el test Ames, esencialmente porque los valores del indice de
mutagenicidad (IM) obtenidos estdn comprendidos dentro de la escala establecida para la
interpretacion de resultados del test Ames (MT: mutagénico (IM>2), LM: ligeramente
mutagénico (1,5<IM<2) y NM: no mutagénico (IM<1,5)) (Ames et al., 1975). Particularmente,
en términos del uso del test Ames para evaluar mutagenicidad en materiales plasticos, los indices
de mutagenicidad medios obtenidos de las muestras de agua analizadas en la presente
investigacion, son significativamente mas bajos en comparacion con los valores obtenidos por
(Nepalia et al., 2018) al evaluar la mutagenicidad en muestras de agua en contacto con materiales
plasticos, donde se obtuvieron indices de mutagenicidad superiores a 2 en mas del 40% de las
muestras; asi como también los resultados obtenidos por (Okunola et al., 2019) al evaluar
mutagenicidad de los lixiviados crudos y lixiviados simulados de un vertedero de materiales

plasticos, donde se obtuvieron indices de mutagenicidad superiores a 2 en todos los casos.

Es importante destacar que, cada fase del protocolo de procesamiento de la muestra influye en
la exactitud y precision de la misma; por tanto, los bajos indices de mutagenicidad obtenidos se
podrian robustecer al emplear una técnica de obtencion del extracto de mayor sensibilidad,
puesto que la aplicada responde a disponibilidad de materiales, equipos y reactivos ofrecidos por
los laboratorios de la Universidad Santo Tomas sede Villavicencio. De la misma manera, se

destaca que en condiciones controladas de calentamiento en horno microondas y lavado de
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material, se reportan estos bajos indices, deduciendo que la manipulacion real de éstos
recipientes por parte de la comunidad, generaria un desgaste superior relacionado directamente

con la migracion de sustancias mutagénicas a los alimentos.

Por otra parte, la presente investigacion permitié demostrar que las caracteristicas propias de
cada recipiente influyen significativamente en el indice de mutagenicidad obtenido y, por ende,
en la calidad y seguridad de los recipientes para los consumidores. Asi pues, partiendo de la
tendencia observada en las tablas 12 y 13, los recipientes plasticos mas adecuados para estar en
contacto con alimentos y bebidas, en términos del indice de mutagenicidad obtenido, son
aquellos fabricados en polipropileno, transparentes o que enuncian en su etiqueta o rotulado que
son libres de BPA. Sin embargo, lo anterior no significa que dichos recipientes no representen un
riesgo para la salud humana a largo plazo, pues también se ha documentado evidencia cientifica
en donde se asocian dichas caracteristicas con alteraciones en la salud humana, sino que

representan la opcion menos perjudicial para la salud del consumidor.

Particularmente, las muestras provenientes de recipientes fabricados con polipropileno
arrojaron un indice de mutagenicidad estadisticamente significativo menor que las muestras
provenientes de recipientes fabricados con otros tipos de plasticos. Este resultado es concordante
con las regulaciones de la FDA, la cual establece al polipropileno como el material mas
adecuado para la fabricacion de recipientes destinados a estar en contacto con alimentos y
bebidas (US Food and Drug Administration, 2012, p. 34); sin embargo, también existe evidencia
cientifica de la migracion de sustancias quimicas toxicas provenientes de los revestimientos de
polipropileno hacia simuladores de alimento al exponerlos a diferentes temperaturas (Chang et
al., 2018).

Por otro lado, las muestras obtenidas de recipientes opacos resultaron en un indice de
mutagenicidad estadisticamente mayor que las muestras obtenidas de recipientes transparentes,
esencialmente por la posible migracion de las sustancias quimicas y aditivos utilizados para
brindar opacidad al material plastico, los cuales se han documentado como altamente
perjudiciales para salud humana (Bach et al., 2012); sin embargo, también se han generado
estudios en los que se ha relacionado la transparencia de los materiales para contacto con
alimentos, con la degradacion del material debido a la exposicion del recipiente a rayos UV
(Bach et al., 2012; Jane Muncke, 2011; Suhrhoff & Scholz, 2015).
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Por lo anterior, la eleccion del tipo de recipiente a utilizar para el almacenamiento,
calentamiento y transporte de alimentos toma un papel fundamental en la salud de la poblacion;
sin embargo, existen factores externos que pueden influenciar dicha eleccién, tales como el

precio o la estética de los recipientes plasticos.

Particularmente en cuanto al precio, segun la investigacion realizada por (Mufioz & Santos,
2019), el principal criterio de compra de los habitantes de la ciudad a la hora de adquirir un
recipiente plastico es el precio, situacion que resulta poco favorable debido a que los recipientes
mas econdmicos (figura 10) y mas accesibles al consumidor, son los tipos F y H, catalogados por
el presente estudio como los menos seguros para estar en contacto con alimentos en términos del
indice de mutagenicidad obtenido. Sumado a esto, existen establecimientos que comercializan
recipientes plasticos ubicados fuera de las zonas comerciales establecidas por el Plan de
Ordenamiento Territorial y que, por lo tanto, no fueron contempladas por el presente estudio, lo
cual podria incrementar considerablemente el porcentaje de recipientes tipo F y H
comercializados en la ciudad y, de tal forma, aumentar la exposicion de la poblacién de

Villavicencio a la posible migracion de sustancias mutagénicas provenientes del plastico.



Evaluacién de mutagenicidad en recipientes plasticos 57

Conclusiones

Se encontraron indices de mutagenicidad significativamente méas elevados en las muestras de
agua de la segunda condicién de calentamiento para todos los tratamientos, en donde el aumento
oscilaba entre 0,18 y 0,37 en comparacion con los resultados de la primera condicion de
calentamiento, demostrando asi la influencia de la temperatura en la liberacién y migracion de

sustancias desde los revestimientos superficiales del recipiente.

Las muestras de agua contenidas en los recipientes de los tipos F (pléstico otro, opaco y no
reporta ausencia de BPA) y tipo H (plastico otro, transparente y no reporta ausencia de BPA)
demostraron un indice de mutagenicidad estadisticamente superior a los demas tipos de
recipientes en ambas condiciones de calentamiento, alcanzando valores clasificados como
"ligeramente mutagénicos" para la segunda condicion de calentamiento. Asi mismo, las muestras
de agua contenida en los recipientes tipo C (Polipropileno, transparente y libre de BPA) y G
(Plastico otro, transparente y libre de BPA) demostraron un indice de mutagenicidad inferior a
los demas tipos de recipientes y son considerados como los mas adecuados para el contacto con

alimentos y bebidas.

En cuanto a las variables de estudio, se encontré que las muestras contenidas en recipientes
fabricados con polipropileno, transparentes o que enunciaban ser libres de BPA, arrojaron un
indice de mutagenicidad medio inferior a sus contrapartes en ambas condiciones de
calentamiento. Asi mismo, se presentd un aumento significativo en la diferencia de medias de
cada variable entre las dos condiciones de calentamiento, por lo que se concluye que al aumentar
el desgaste del material, aumenta la dependencia del indice de mutagenicidad medio obtenido

hacia las caracteristicas fisicas propias de cada recipiente.

Si bien ninguno de los indices de mutagenicidad obtenidos arrojé valores superiores a 2 para
ser considerados "mutagénicos”, se recomienda desincentivar el uso de este tipo de recipientes
para el transporte, calentamiento y almacenamiento de alimentos y bebidas, debido a la evidencia
cientifica que asocia el uso de estos recipientes con diferentes afectaciones en la salud humana,

asi como las implicaciones ambientales que acarrea una inadecuada disposicion final de los
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mismos y de tal forma, incentivar la implementacion de recipientes elaborados a partir de vidrio
u otro tipo de material inocuo, cuyo uso genere un menor impacto a la salud humana y el medio

ambiente.

Tan solo el 35% de los recipientes ofertados en la ciudad, poseen las caracteristicas
consideradas por el presente estudio como aptas para el transporte, almacenamiento y
calentamiento de alimentos y bebidas, razon por la cual se hace necesario establecer politicas
publicas encaminadas a ejercer control en el tipo de mercancia comercializada en la ciudad, en

aras de evitar posibles repercusiones en la salud de la poblacion.

La informacion recolectada en la presente investigacion y los resultados obtenidos a partir de
la aplicacion del test Ames arrojan un primer diagndstico de la situacion a la que se enfrenta la
poblacion de Villavicencio, sirviendo como insumo inicial en la formulacién e implementacion
de medidas por parte de las autoridades competentes para hacer frente a una problematica cuyos

efectos son cada dia mas evidentes.
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Recomendaciones

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se recomienda aplicar
métodos de extraccion y concentracion de la muestra de mayor sensibilidad, con el fin de

incrementar la precision para la obtencién de los indices de mutagenicidad.

Asi mismo, en caso de contar con los recursos necesarios, aunque se han realizado diversos
estudios empleando una sola cepa bacteriana, la Administracion de Medicamentos y Alimentos
de Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés), recomienda emplear cepas diferentes de
Salmonella typhimurium (TA98, TA100, TA1535, TA1537, TA97, TA97a, TA1538, TA102 y
otros), asi como Escherichia coli (WP2(uvrA) y otros), principalmente debido a la sensibilidad
que presenta cada cepa, para determinar aquellas que se ajusten mejor a las muestras que se
pretenden analizar. De igual forma, el mantenimiento de la cepa es prioritario, para la presente
investigacion se conservaron con glicerol (20%) como crioprotector, no obstante, se recomienda

la optimizacion de la técnica que permita conservar la viabilidad y condiciones genéticas.

Del mismo modo, el presente estudio aporta informacion base que permite detectar la
mutagenicidad de una mezcla de sustancias, algunas de estas no son mutagénicas hasta que son
activadas enziméaticamente por el metabolismo de mamiferos; por tanto, y con el animo de
robustecer los resultados obtenidos, se recomienda incluir en la prueba el uso del activador
enzimatico “fraccion microsomal de higado de rata S9”, empleado para imitar el metabolismo de
mamiferos, induciendo una transformacién enzimatica que permite que se una al ADN y por

ende provoque mutaciones.

Por otro lado, se sugiere incluir un mayor nimero de calentamientos en horno microondas y
otros métodos de calentamiento y procesos de desgaste (uso de diferentes detergentes, alcoholes,
entre otros), que ocasionen mayor degradacion de los revestimientos superficiales de los
recipientes plasticos, presumiendo que al aumentar la degradabilidad del material se

incrementara considerablemente el indice de mutagenicidad.

Igualmente, se recomienda identificar los compuestos quimicos migrados presentes en las

muestras extraidas, asi como las cantidades puntuales de los mismos, y de tal forma, identificar
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la sustancia especifica que esta generando la accion mutagénica y la dosis que pueden estar

siendo ingerida por la poblacién de Villavicencio.

Se recomienda ampliar este tipo de investigaciones hacia otros elementos de uso cotidiano
destinados a estar en contacto con alimentos y bebidas, ya sean estos fabricados a partir de
plastico u otros materiales, con el fin de garantizar la seguridad e inocuidad de los productos que
llegan a manos de los consumidores en la ciudad de Villavicencio. Finalmente, se sugiere
informar a las autoridades competentes los resultados obtenidos, con el fin de divulgar y sentar
precedentes cientificos necesarios para fortalecer los controles en la comercializacion y uso de

productos plasticos, que representan un riesgo para la salud publica.
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Anexo A. Formato de recoleccion de informacion de recipientes plasticos

DETERMINACION DE LA MUTAGENICIDAD DE SUSTANCIAS MIGRADAS DESDE RECIPIENTES PLASTICOS DE BAJO COSTO ;echfa:
COMERCIALIZADOS EN VILLAVICENCIO (META) MEDIANTE TEST AMES P?r?.
agina:

Nombre del investigador

Tipo de Recipiente

p=4
o

Lugar (almacén)

Plastico
(Polipropileno/otro)

Opacidad (Opaco /
Transparente)

Presencia de BPA
(Libre de BPA/No
reporta)

Marca

Observaciones
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