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RESUMEN

Los Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HAP) son compuestos reconocidos por la IARC como
cancerigenos, se forman principalmente por la combustién incompleta de la materia organica. EI Comité Mixto de la
FAO/ OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, 2005) y el Grupo de Expertos de Contaminantes de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2008) han determinado que 16 HAP son indiscutiblemente
genotdxicos y carcinégenos para las personas. Ademas, los hidrocarburos Policiclicos aromaticos son compuestos
organicos persistentes, la mayoria de estos son cancerigenos y téxicos para los organismos vivos, en especial pueden
bioacumularse en tejidos grasos de organismos acuaticos, y mantenerse en sedimentos del lecho acuatico o ser
movilizados por particulas suspendidas en el agua, llegando asi a incorporarse a los peces del ecosistema. Bajo este
contexto la acumulacién de contaminantes en el pescado es cada vez mas preocupante debido a los problemas de
seguridad alimentaria y los riesgos potenciales para la salud humana, sumado al tipo de procesamiento del alimento
Ilegando a tener una influencia significativa en los niveles de HAP presentes en este tipo de matrices alimentarias. El
presente estudio se llevd a cabo en el municipio de Pamplona, las muestras fueron recolectadas en las empresas
trucheras de la regién de Mutiscua, en la vereda Tapagua, y fueron procesadas y analizadas en el Laboratorio de
Control de Calidad de la Universidad de Pamplona. Los anélisis se realizaron mediante la técnica de cromatografia de
gases con detector de llama de ionizacion FID, ademas las muestras de trucha fueron sometidas a tres tratamientos de
coccidn: en agua, fritura en aceite de oliva y fritura aceite de canola y girasol, y se aplicé el ensayo Cometa para
establecer el potencial de genotoxicidad. Esta investigacion permitié determinar la presencia de hidrocarburos
aromaticos policiclicos tales como: acenaftileno, acenafteno, fluoranteno, pireno, benzo(a) antraceno, benzo(a)pireno
y benzo (g) perileno; una vez se verificé la presencia de estos compuestos, se pudo establecer el grado de genotoxicidad
desde segun el porcentaje de ADN en la cola: 0 cuando no habia dafio (< 5 %); 1 cuando este era bajo (5-20%); 2
cuando era moderado (20-40%); 3 elevado (40-80%), y 4, extremo (> 80%), se establecieron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos aplicados y las variables longitud y altura del cometa que

evidencias el grado de genotoxicidad.

Palabras Claves: Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos, Trucha arco iris, Cromatografia, Genotoxicidad.
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ABSTRACT

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) are compounds recognized by the IARC as carcinogens, they are
mainly formed by the incomplete combustion of organic matter. The Joint FAO / WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA, 2005) and the Group of Contaminant Experts of the European Food Safety Authority (EFSA,
2008) have determined that 16 PAHSs are indisputably genotoxic and carcinogenic to people . In addition, polycyclic
aromatic hydrocarbons are persistent organic compounds, most of these are carcinogenic and toxic to living organisms,
especially they can bioaccumulate in fatty tissues of aquatic organisms, and remain in sediments of the waterbed or
be mobilized by particles suspended in the water, thus becoming incorporated into the fish of the ecosystem. Under
this context, the accumulation of contaminants in fish is increasingly worrying due to food safety problems and
potential risks to human health, added to the type of food processing, having a significant influence on the levels of
PAH present. in this type of food matrices. The present study was carried out in the municipality of Pamplona, the
samples were collected in the trout companies of the Mutiscua region, in the Tapagua village, and were processed and
analyzed in the Quality Control Laboratory of the University of Pamplona. The analyzes were performed using the
gas chromatography technique with FID ionization flame detector, in addition the trout samples were subjected to
three cooking treatments: in water, frying in olive oil and frying canola and sunflower oil, and He applied the Comet
test to establish the potential for genotoxicity. This investigation allowed to determine the presence of polycyclic
aromatic hydrocarbons such as: acenaphthylene, acenaphthene, fluorantene, pyrene, benzo (a) anthracene, benzo ()
pyrene and benzo (g) perylene; Once the presence of these compounds was verified, the degree of genotoxicity could
be established based on the percentage of DNA in the tail: 0 when there was no damage (<5%); 1 when it was low (5-
20%); 2 when it was moderate (20-40%); 3 high (40-80%), and 4, extreme (> 80%), statistically significant differences
were established between the treatments applied and the variables length and height of the comet that show the degree

of genotoxicity.

Key Words: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Rainbow Trout, Chromatography, Genotoxicity.
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, se ha venido investigando la presencia de Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (HAPs), en diferentes matrices, tales como aire, suelo, agua entre otras;
sin embargo, en los ultimos 5 afios la presencia de estos compuestos en alimentos ha cobrado
cierta relevancia, pero no con la profundidad que esta requiere, por tratarse de un concepto
integral, que involucre la seguridad e inocuidad alimentaria. Los HAPs, se forman
principalmente por procesos piroliticos, especialmente la combustidon incompleta de materia
organica a través de procedimientos naturales y antropogénicos, como incendios forestales,
procesamiento de carbén, petroleo crudo, trafico de vehiculos, calefaccion residencial,
generacion de energia industrial, cocinar, fumar y asi entre otras actividades de la vida diaria.

(Tamakawa, 2018).

En lo que corresponde al marco normativo, a nivel mundial existen organizaciones que
han regulado y establecido rangos permisibles asociados a la presencia de HAPs en alimentos. El
parlamento europeo establece junto con la agencia de proteccion ambiental de los Estados
Unidos (EPA) dieciséis HAP, que han sido seleccionados como sustancias prioritarias para el
monitoreo ambiental. Estos HAP incluyen: Antraceno, Benzo(a) antraceno, Benzo(a)pireno,
Benzo (b)fluoranteno, Benzo(e)pireno, Benzo(ghi) perileno, Benzo (j)fluoranteno, Benzo (k)
fluoranteno, criseno, Dibenzo(ah)antraceno, Dibenzo (ah) pireno, Fluoranteno,
Indeno(1,2,3)pireno, Naftaleno, Fenantreno y Pireno. (Regulation (EC). Estos HAP fueron
seleccionados con base a su clasificacion por tener "probables "o "posible” propiedades

carcinogénicas para los humanos (Environmental Health Criteria (EHC) Genova-Italial998)



En este sentido, la Agencia Internacional para la investigacion del cancer (IARC, 2003),
describe en algunas monografias que la mayoria de los estudios para evaluar el potencial
carcinogénico de los HAP fueron realizados por exposicion dérmica, subcutanea o por
inhalacién. Solo hay un nimero limitado de estudios que trataron sobre la administracion oral.
(Tamakawa, 2018); como el cancer a menudo esta relacionado con el dafio en el ADN, es
importante evaluar la genotoxicidad de estos compuestos quimicos para estimar el potencial
carcinogénico como lo describe (Quijano y Meléndez, 2011). Para evaluar la genotoxicidad de
los quimicos, se han desarrollado una variedad de pruebas a corto plazo entre ellos, el ensayo
cometa siendo una prueba bien conocida (EPA, 1993). Se adelantara analisis a una matriz de
alimentos, que en este caso es la trucha arcoiris, para poder establecer dentro de la inocuidad del

producto si es causal de enfermedad el consumo de este alimento.

De acuerdo a lo anterior las técnicas de la analitica moderna permiten realizar mediciones
altamente sensibles para la deteccion de HAPs en la atmdsfera, en sedimentos, en agua., en suelo
y en alimentos (Bayram y Miezzinoglu, 1996); Guillen y Sopelana 2004). Asi mismo, las
técnicas disponibles para evidenciar la genotoxicidad, se encuentra el ensayo cometa, el cual se
considera una herramienta ideal en estudios toxicoldgicos (Kuroda, Jain, Tezuka, & Kada, 1992;
Avishai, Rabinowitz, Moiseeva, & Rinkevich, 2002; Collins, 2004). Se destaca por su rapidez,
sencillez, sensibilidad y de bajo costo para la deteccion y el andlisis de roturas en el ADN en las

celulas individuales (Brendler, Hartmann, Pfuhler, & Speit, 2005).

(Tateno, 1998) examino los HAP producidos a partir de verduras asadas, utilizando,

pequefios pimientos dulces, pimiento verde, calabaza, berenjena, cebolla galesa, cebolla, maiz,



papas dulces, papas, hongos shiitake, hongos shimeji y hongos matsutake donde se detectaron
mayores cantidades de HAP carcinogénicos después de asar las verduras. (Zohair, 2006) informé
el efecto de diferentes oxidantes para eliminar los HAP de zanahorias naturalmente
contaminadas. Una solucion de hojas de col fueron los mas eficientes en eliminar los HAP,
seguido de una solucién de H202 y KMnO4. Asi mismo, (Turkdogan et al, 2003). mostro el
papel carcinogénico de los alimentos tradicionales horneados o cocidos con aceite en el este de
Turquia (region de Van), debido a los altos niveles de B [a] P y B [a] A. Dependiendo del tipo
de procesamiento y de preparacion en muestras de alimentos (asar, freir, cocer) como carne a la
brasa o los alimentos asados, puede contener niveles extremadamente altos de HAP, incluidos

los representantes cancerigenos tales como: benzo [a] pireno (B [a] P;) (Lodovici et al. 1995).

Finalmente, la importancia en la presente investigacion es establecer la presencia de
hidrocarburos aromaticos en alimentos de alto consumo en la zona de influencia, como es la
trucha arcoiris y los riesgos asociados a la ingesta, como lo describe Yaging et al,2018, quienes
investigaron la deteccién de HAPs en un lapso de tiempo de 20 afios, y establecieron que pueden
migrar del medio ambiente a los cultivos y alimentos, tales como aceites, frutas y verduras,
mariscos, alimentos ahumados y productos de panaderia (Hong et al., 2016; Silva, Torres,
Almeida, y Sampaio, 2018; Wang et al., 2018). Asi mismo, concluyeron que los procesos de
produccion de alimentos, especialmente aquellos que utilizan altas temperaturas, como hornear,
fumar, freir y asar, aumenta la probabilidad que se generen y acumulen grandes cantidades de
HAP. Incluso, aceites y grasas, como el aceite de oliva han sido objeto de investigaciones, la
mayoria de los HAP son altamente lipéfilos, lo que conduce a la presencia generalizada de HAP
en diversos aceites vegetales. Adicionalmente, entre los aceites contaminados con HAP, los

aceites comestibles, suscita gran preocupacion debido al alto nivel de HAP en aceite de orujo de



oliva; pero la ingesta diaria de estos compuestos si determina la presencia de carcinogenicidad,
por lo tanto el objetivo de esta investigacion fue Identificar los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), en trucha arco iris cruda y sometida a fritura y el efecto genotdxico

producido, la cual fue cultivada en la zona de Mutiscua departamento Norte de Santander



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

¢Existen HAP en extractos de trucha arco iris cruda y sometida a coccion, y si estos

podréan inducir algun tipo de dafio genotoxico en células humanas?

Los problemas generados por inocuidad de los alimentos, evidencian un incremento en
las enfermedades de origen alimentario en las Ultimas tres décadas, la trucha variedad arcoiris se
ha considerado como un producto de alto riesgo y no es la excepcion de este tipo de brotes y
enfermedades. El crecimiento del comercio pesquero internacional evidencid un incremento en
las Gltimas tres décadas, la exportacién se incrementd de 8000 millones de d6lares en 1976 a
102500 millones de dolares en 2010 (FAO, 2012). El pescado destinado para el consumo
humano es comercializado principalmente en las presentaciones: fresco o refrigerado (46,9 %),
seguido del pescado congelado (29,3 %), elaborado o en conserva (14,0 %) y curado (9,8 %)

(FAO, 2012).

Dentro del contexto nacional son solo tres o cuatro empresas, las cuales han logrado
normalizar la produccidon con calidad constante. Salvo pocas excepciones, los proyectos estan
siendo ejecutados sin cumplir las normas de calidad exigidas en los mercados internacionales
(Espaiia, 2012). En esta perspectiva la falta de compromiso al no cumplir la normatividad para la
exportacion de trucha, genera un alto riesgo para Colombia, pues estos productores no son

conscientes de los alcances, generando el cierre de la frontera comercial. (Espafia, 2012).



A nivel regional la produccidon de trucha arcoiris se da principalmente en el municipio de
Mutiscua, la cual es de aproximadamente 25 toneladas /mes, convirtiéndose en el mayor
productor de trucha del departamento, generando 40 empleos directos y 100 empleos indirectos.

(Colombia, Norte de Santander).

Consecuentemente la contaminacion del agua puede ser un serio problema para la salud
humana y un riesgo para el ecosistema acuatico. A nivel mundial se ha determinado que las
aguas de los rios contaminados presentan propiedades genotdxicas (Ohe et al., 2003), debido a
compuestos tales como las aminas heterociclicas (AHs) (Ohe, 1997), formadas en las partes
quemadas de carnes fritas y asadas, que pueden llegar al agua a través de la orina y heces fecales
(Ushiyama et al., 1991; Sousa et al., 1995); los hidrocarburos policiclicos arométicos (HPA)
formados por la combustion incompleta del material organico (Marston et al 2001; Yang et al

2003), entre otros desechos (Kleinsasser et al., 2000; Vargas et al., 2001).

Estos ultimos los HAPs son compuestos organicos persistentes, la mayoria de estos son
cancerigenos y toxicos para los seres vivos, en especial pueden bioacumularse en tejidos grasos
de organismos acuaticos, y mantenerse en sedimentos del lecho acuético o ser movilizados por
particulas suspendidas en el agua, llegando asi a incorporarse a los peces del ecosistema

(Mastandrea et al., 2005).

En cuanto a las especies de peces sometidos a la acuicultura, la mayoria de los datos
toxicoldgicos proceden de peces silvestres y se centran principalmente en peces de agua dulce,

pero muy poco se sabe de otras especies cultivadas. La dorada (Sparus aurata L.), es la especie



de esparidos econdmicamente mas importante cultivada a lo largo de las costas del Mediterraneo,
y se ha demostrado una especie muy sensible a la aguda exposicion de benzo a pireno. En un
estudio preliminar realizado por (Navia et. al. 2013), en trucha arcoiris producida en Mutiscua,
se detectd benzo(a)pireno el cual es un hidrocarburo policiclico aromatico considerado
cancerigeno y contaminante prioritario segun la (USEPA) y la Agencia Internacional de

Investigacion del Cancer (IARC).

En este sentido, podemos distinguir el proceso de fritura en profundidad; el cual es uno
de los més antiguos de preparacion de alimentos, donde se usan las grasas y aceites como medio
de transferencia de calor (Badui et al.,2006). El producto frito absorbe una elevada cantidad de la
grasa que constituye el medio de fritura, y acumula una cierta proporcion de compuestos de
alteracion. Dichos compuestos, por encima de ciertas concentraciones, pueden afectar la calidad
del alimento y utilizados de forma persistente, generan sustancias toxicas con presumible

potencial carcindgeno (Soriano et al., 2002).

Los hallazgos encontrados a partir de este ensayo, permitiran establecer cuéles son los
factores de riesgo asociados a la cria de la trucha arcoiris, a la deteccion de HAP en la zona de
crianza y asi establecer la seguridad alimentaria asociada al consumo de este alimento de alto
valor nutricional, relacionado con la prevencién de enfermedades cardiovasculares, considerando
que es un producto de gran demanda en el departamento de Norte de Santander, y en otros

lugares de la geografia colombiana.



3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Como lo contempla la Constitucion politica de Colombia en su articulo 44 el cual
establece el derecho a la alimentacion equilibrada como un derecho fundamental de los nifios y,
en cuanto a la oferta y la produccion agricola, los articulos 64, 65 y 66 de la Constitucion
establecen los deberes del Estado en esta materia. Dentro de estos deberes esta formulado en el
Plan Nacional de Desarrollo 2006-2010 reconocer la importancia de formular una politica de
seguridad alimentaria y nutricional como una de las estrategias para lograr la garantia de los
derechos fundamentales, econdmicos y sociales; el fortalecimiento del capital humano, de las
condiciones regionales de desarrollo y paz, de la institucionalidad del Estado y la reduccién de la
pobreza. Asi, prevé acciones estratégicas enmarcadas en la promocion social y el manejo social

del riesgo (MSR) CONPES 113 de 2007.

Como se ha sefialado, la seguridad alimentaria como politica del estado es una prioridad
para establecer el desarrollo de las comunidades y de la inocuidad de los productos alimenticios

a ser consumidos de manera efectiva.

El decreto 3075 de 1997 contempla la definicion de alimento de mayor riesgo en salud
publica: “Alimento que, en razon a sus caracteristicas de composicion especialmente en sus
contenidos de nutrientes, (Aw) actividad acuosa y pH, favorece el crecimiento microbiano y por
consiguiente, cualquier deficiencia en su proceso, manipulacién, conservacion, transporte,

distribucion y comercializacion, puede ocasionar trastornos a la salud del consumidor” Decreto



3075 de 1997. Segun esta definicién la trucha arcoiris esta enmarcada dentro de todas las

caracteristicas de este concepto por lo que se explica las condiciones generales de este producto.

3.1 Trucha arco iris

La trucha arco iris tiene una distribucion amplia que va desde Alaska hasta la Patagonia

en sur América, en el cuadro 1 se observa la clasificacion taxonomica. Se introdujo en aguas de

todos los continentes excepto la Antartica, algunas con fines recreacionales y otras para la

acuicultura, esta distribucién permitié el desarrollo de varios linajes o cepas locales

domesticadas

Tablal

Clasificacion taxondmica la Trucha Arcoiris
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase Pisces
Clase Osteichthyes
Subclase Actinopterygii
Orden Salmoniformes
Familia Salmonidae
Genero Onchorhynchus
Especie Mykiss
Nombre Cientifico Onchorhynchus mykiss
Nombre Comun Trucha arco iris

Fuente: Padron et. al., 2010
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3.1.1 Rasgos Bioldgicos.

Cuerpo de forma alargada, fusiforme con 60-66 vértebras, 3-4 espinas dorsales, 10-12
rayos dorsales blandos, 3-4 espinas anales, 8-12 rayos anales blandos, 19 rayos caudales.
Aleta adiposa presente, usualmente con borde negro. Sin tubérculos nupciales, pero
ocurren cambios menores en la cabeza, boca y color de los machos desovantes.
Coloracién azul a verde oliva sobre una banda rosada a lo largo de la linea lateral y
plateada por debajo de ella. Lomo, costados, cabeza y aletas cubiertas con pequefios
puntos negros. La coloracion varia con el habitat, tamafio, y condicion sexual. Tendencia
de los residentes en corrientes y de los desovantes a ser mas oscuros con color mas
intenso, mientras que los residentes de lagos son mas brillantes y mésplateados.

http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Oncorhynchus_myekiss/es.

llustracion 1. Trucha arcoiris
Padron et. al., (2010)

3.1.1 Héabitat y Biologia.

Segun la FAO (2013), en su programa de informacidn de especies acuaticas manifiesta
que la trucha arco iris es un pez resistente y facil de desovar, de crecimiento rapido, tolerante a
una amplia gama de ambientes y manipulaciones; los alevines grandes (que usualmente comen
zooplancton) pueden ser iniciados facilmente en la alimentacion con una dieta artificial. La

trucha arco iris es capaz de ocupar muchos habitats diferentes, que abarcan desde un ciclo de
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vida anadromo (que vive en el océano, pero desova en rios y corrientes con fondos de grava,
flujos rapidos y bien oxigenados) hasta habitar de manera permanente en lagos. La cepa o linaje
anadromo es conocida por su crecimiento rapido, alcanzando 7-10 kg dentro de 3 afios, mientras
que la cepa de agua dulce s6lo puede alcanzar 4.5 kg en el mismo lapso. La especie puede
soportar amplias gamas de variacion de temperatura (0-27 °C), pero el desove y crecimiento

ocurren en una gama mas estrecha (9-14 °C).

La temperatura 6ptima del agua para el cultivo de trucha arco iris esta por debajo de 21
°C. Como resultado, la temperatura y disponibilidad de alimento influencian el crecimiento y la

maduracion, haciendo que la edad de madurez varie; aunque por lo general es 3-4 afios.

Asimismo, el Departamento de pesca y Agricultura de la FAO (2013), argumenta que las
hembras son capaces de producir hasta 2000 huevos/kg de peso corporal. Los huevos son de
didmetros relativamente grandes (3-7 mm). La mayoria de los peces desova sélo una vez, en
primavera (enero-mayo), aunque la crianza selectiva y el ajuste del fotoperiodo ha producido
cepas de criadero que pueden madurar mas temprano y desovar todo el afio. La seleccion de
caracteristicas superiores también se logra por entrecruzamiento, aumentando las tasas de
crecimiento, resistencia a las enfermedades, fecundidad y mejorando la calidad y sabor de la
carne. La manipulacién genética de los cromosomas sexuales del embrion produce hembras
triploide estériles, evitando asi la mandibula ‘ganchuda’ que no agrada al cliente y asegurando

que los individuos introducidos/escapados no puedan reproducirse.

Las truchas no desovaran naturalmente en sistemas de cultivo; de modo que los juveniles

deben ser obtenidos ya sea por desove artificial en un hatchery o por recoleccion de huevos de
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poblaciones silvestres. Las larvas estan bien desarrolladas al momento de la eclosion. En la
naturaleza, las truchas adultas se alimentan de insectos acuaticos y terrestres, moluscos,
crustaceos, huevos de peces y otros peces pequefios, pero el alimento mas importante son los
camarones de agua dulce, que contienen los pigmentos carotenoides responsables del color
rosado-naranja en la carne. En acuicultura, la inclusion en los alimentos de los pigmentos

sintéticos astaxantina y cantaxantina causa que se produzca esta coloracién rosada (cuando sea

deseada).

La trucha arco iris en su ambiente natural, es un pez que habita espacios acuaticos con
aguas no contaminadas Y cristalinas, con cauces que presentan marcados desniveles topograficos
que originan rapidos, saltos y cascadas que son muy comunes en los rios de alta montafia, son
estos rapidos con una pronunciada velocidad de corriente y suelo pedregoso los mas

frecuentados por las truchas.
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lustracion 2. Ciclo de Produccion de trucha.
Programa de informacion de especies acuaticas, (2013)
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La practica mas comun para el cultivo de trucha es el monocultivo, sus requerimientos se
exponen en el cuadro 2, para hacer mas atractiva economicamente la operacion es preciso utilizar
los sistemas intensivos. Un sitio potencial para la produccién comercial de trucha debe tener un
suministro de agua de alta calidad durante todo el afio (sin aireacién - 1 I/min/kg de trucha sin
aireacion o 5 I/seg/tonelada de trucha con aireacién), que satisfaga un namero de criterios:(Segun

Programa de informacion de especies acuaticas de la FAO (2013)

Tabla 2

Requerimientos para la produccion de Trucha

02 disuelto: Cerca de la saturacion.

CO2: <2.0 ppm.

Temperatura: 12-21°C.

pH: 6.5-8.5.

Alcalinidad (como CaCO3): 10-400 mg/litro.

Manganeso: <0.01 mg/litro.

Hierro <1.0 mg/litro.

Zinc: <0.05 mg/litro.

Cobre: <0,006 mg/litro en agua blanda 0 <0.3

mg/litro en agua dura.
Nota: Tomado del Programa de informacién de especies acuaticas, (2013)

3.2 Hidrocarburos policiclicos aromaticos

Los hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAP), representan un subgrupo de la clase de
compuestos aromaticos policiclicos (PAC) que contienen dos o0 més anillos fusionados, en una

configuracion lineal o angular que se han denominado benzo aromaticos (Tamakawa,2018).
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La mayoria de los estudios para evaluar el potencial carcinogénico de los HAP se
realizaron mediante exposicion dérmica, subcutanea o por inhalacion. S6lo hay un nimero
limitado de estudios que trataron sobre la administracion oral. (Culp et al, 1998); Cuando se
administran en la dieta, los HAPs producen tumores en el tracto gastrointestinal, higado,
pulmones y glandulas mamarias de ratones y ratas (Tamakawa,2018), adicionalmente cuando se
administré por sonda, B [a] P Benzo a pireno, indujo tumores benignos y malignos de estomago

de ratones y hamster, y tumores mamarios en ratas hembras. (Culp et al, 1998)

Uno de los primeros estudios adelantados y dados a conocer a la comunidad cientifica se
adelanto en Turkia, donde (Turkdogan et al; 2001) establecieron presencia de Benzo(a)pireno y
Benzo(a) antraceno en alimentos cocidos, y revelaron, que los alimentos tradicionales, que se
hornean o cocinan con estiércol o aceite de combustible, estan altamente contaminados por HAP

considerandose un actor de riesgo en esta region.

Asi mismo, (Emerole, 1980) informd que la presencia de HAP en alimentos ahumados
podria ser un factor alto que contribuye al cancer de estémago estudio adelantado en algunas
comunidades nigerianas. En estudios similares, (Bally, 1958), (Thorsteinsson, 1969) y
(Thorsteinsson y Thordanson, 1968) demostraron la relacion entre la presencia de niveles altos
de HAP en el pescado ahumado islandés y la prevalencia de cancer estomago en esta zona
geografica. (Roth et al 1998) estudio el caso en Linxian, Chin, informarton que los altos niveles
de HAP presentes en los alimentos podrian contribuir a la incidencia elevada de cancer esofagico

en la region.
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El gobierno de Catalufia, en el afio 2008 a través de su sistema de salud, emitié un estudio
relacionado con contaminantes quimicos y su presencia en la dieta total de Catalufia;
argumentando que los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) constituyen una amplia clase
de substancias, que se componen de dos 0 mas anillos aromaticos fusionados. Se forman
principalmente por la combustion incompleta de la materia organica y en diversos procesos
industriales. Las personas estan expuestas por diferentes vias. Mientras que para los no
fumadores la principal via de exposicion es el consumo de alimentos, para los fumadores la
contribucion del humo de tabaco es muy importante. La presencia de HAP en los alimentos se
debe a una contaminacién ambiental o bien a una contaminacion originada por los tratamientos

térmicos a los que se somete el alimento durante su elaboracion.

Se han identificado cerca de 100 HAP potencialmente cancerigenos. EI Comité Mixto de
la FAO/ OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, 2005) y el Grupo de Expertos de
Contaminantes de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2008) han
determinado que 16 HAP son indiscutiblemente genotdxicos y carcindgenos para las personas.
No obstante, solamente se ha demostrado que ocho (HAP8) tienen capacidad cancerigena via
oral. Para el resto, se desconoce si son cancerigenos a través de los alimentos. La EFSA ha
determinado que estos HAP8 son el mejor indicador de presencia y toxicidad de los HAP en los
alimentos. También se puede utilizar como indicador cuatro (HAP4) de estos ocho sin afectar
apenas la evaluacion del riesgo, o bien, dos (HAP2), con pérdida de informacion sobre la

presencia de HAP en los alimentos (EFSA, 2008).
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Salvo del benzo(a)pireno, existen pocos datos toxicocinéticos de los HAP. En los
mamiferos, la absorcion del benzo(a)pireno varia entre un 12% y un 99% dependiendo de la
especie y de la dosis de ingesta. En general, los HAP de bajo peso molecular se absorben méas
que los de gran peso molecular. Una vez absorbidos, se distribuyen por casi todos los érganos y
son capaces de atravesar la barrera placentaria. No se bioacumulan, ya que los mamiferos los
pueden metabolizar por diferentes vias y los metabolitos se eliminan por la orina. Asi mismo, los
metabolitos son muy reactivos y estan implicados en los mecanismos mutagénicos y

carcindgenos de los HAP. (Sistema de salud de Catalufia, 2008).

Tabla 3

Dieciséis hidrocarburos

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno

Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno

Benzo(a)ant Criseno* Benzo(b)fluor Benzo(k)fluor
raceno* anteno* anteno*

Benzo(a)pire Dibenzo(a,h)an Benzo(g,h,i)p Indeno(1,2,3-
no* traceno* erileno* c,d)pireno*

Nota: Tomado de la EFSA Journal, (2008)

La Solubilidad de muchas sustancias organicas a baja temperatura reduce la
bioconcentracion de HAP en los peces. Se reduce la velocidad de eliminacion de los PAHSs en los
peces de agua fria contribuyen a aumentar la bioconcentracion y la reduccién de la solubilidad en
agua. Un peso corporal alto puede causar un impacto perjudicial, la reparacién es mas lenta y
larga potencialmente ademas la probabilidad de dafiar metabolitos intermedios parece ser
probable en peces obtenidos en clima frio en comparacion con los peces de aguas templadas.

(Skadsheim, Et.al 2009).
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Segln Journal EFSA, 2008 en la ultima década los HAP fueron evaluados por el
Programa Internacional sobre Seguridad Quimica ( IPCS) , el Comité Cientifico de la
Alimentacion Humana ( SCF ) y por el Comité Mixto FAO / OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios ( JECFA) . El SCF concluy6 que 15 HAP , a saber, el benzo [a ] antraceno, benzo [
b] fluoranteno , benzo [ j ] fluoranteno , benzo [ k ] fluoranteno , benzo [ ghi ] perileno , benzo [
a] pireno, criseno , ciclopenta [ cd] pireno , dibenzo [a, h ] antraceno, dibenzo [a, €] pireno,
dibenzo [a, h] pireno, dibenzo [a, i] pireno, dibenzo [a, I] pireno, indeno [1,2,3-cd] pirenoy 5 -
metilcriseno muestran clara evidencia de mutagenicidad / genotoxicidad en células somaticas de
animales de experimentacion in vivo y con la excepcion de benzo [ghi] perileno que también ha
demostrado claros efectos cancerigenos en varios tipos de bioensayos. Por lo tanto, el SCF
argumento que estos compuestos pueden ser considerados como potencialmente genotdxicos y
carcinogénicos para los seres humanos y por lo tanto, representan un grupo prioritario para la

evaluacion del riesgo de los efectos nocivos a largo plazo y efectos tras la ingesta de HAP.

El SCF sugiere utilizar el benzo [a] pireno como marcador de presencia y el efecto de
HAP cancerigenos en los alimentos, basados en examenes de perfiles de HAP en los alimentos y

en la evaluacion de un estudio de carcinogenicidad de dos mezclas de alquitran en ratones.

Fang Et.al (1993) caracterizaron e identificaron en aire la via de contaminacion de
hidrocarburos policiclicos aromaticos, en Taiwan por otro lado el panel de la EFSA sobre
Contaminantes de la Cadena Alimentaria (CONTAM) reviso los datos sobre la presencia y sobre
todo la toxicologia de los HAP. Como no hay nuevos datos toxicoldgicos que podrian ser

identificados dando lugar a la inclusion de otros compuestos en la lista de prioridad de los HAP,
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el Panel CONTAM decidio cubrir 15 PAHSs identificados por SCF en 2002 y, ademas el benzo
[c] fluoreno como sugiere el JECFA en 2005 en el presente dictamen. Los 16 compuestos se
muestran en la Tabla 1 junto con su peso molecular, nimero CAS y estructura. se prestd especial
atencion a los ocho HAP cancerigeno y genotoxico que se mide en las mezclas de carbon
bituminosas utilizadas en los estudios de carcinogenicidad, que proporciona la base de la

evaluacion de riesgos del JECFA y SCF. Estos ocho HAP estan subrayados en el cuadro 5.

Tamakawa et al 2018, describe los HAPs como estructuras planas como se muestra en la
ilustracion 3 se presentan como un cristal palido o amarillo verdoso, blanco o incoloro y posee
un olor debil y aromatico. Entre ellos, algunos HAP como B [a] A, DB [ai] Pe In [cd] P muestran
una fluorescencia que va del amarillo verdoso al azul brillante a marron A temperatura ambiente,
la mayoria de los HAP suelen ser solidos, son altamente hidréfobos y muy solubles en
disolventes organicos. La solubilidad de los HAP en el agua es inversamente proporcional a la

cantidad de anillos aromaticos que contiene.

A continuacion, se muestran las formulas estructurales de los hidrocarburos arométicos
policiclicos, que presentan la posibilidad de mayor dafio en humanos asi como la incidencia

elevada de exposicién que tienen los seres humanos a estos compuestos.
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lustracion 3. Formas estructurales de los hidrocarburos.
Tomado del libro Comprehensive Analytical Chemistry, Volume 51-2015

En la superficie cerosa de las verduras y frutas los hidrocarburos policiclicos aromaticos
(HAPSs) son capaces de concentrarse, por su elevada masa molecular ocurre por absorcion
superficial y llegando a contaminar la superficie, esto sucede debido a las precipitaciones
atmosférica (Larsson,1986). Los HAPs también puede contaminar los alimentos durante el
ahumado industrial, esto sucede durante los procesos de calentamiento y secado en que los
productos de la combustion estan en contacto directo con alimentos, por otra parte, Giacalonne
et.al (2004) y Culotta Et.al (2006) establecieron las vias y distribuciones de los HAP en
sedimentos de la costa marina de Messina-Italia, ademas investigaron que en los sedimentos del
lago Stagnone se presenta contaminacion. Por otra parte, los aceites vegetales (incluidos los
aceites de semillas y los aceites de orujo de oliva) con PAHs durante los procesos tecnoldgicos
como el secado al fuego directo, donde la combustidn productos pueden entrar en contacto con el

cereal, semillas de aceite o el aceite Segun (EFSA Journal, 2008).
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Los HAPs también se forman como resultado de ciertos métodos de preparacion de
alimentos en casa, tales como asar a la parrilla, tostado y el tabaquismo Las altas concentraciones
de HAP se han reportado en carbon de lefia alimentos a la parrilla / barbacoa (como carnes
grasas y productos de carne a la parrilla bajo prolongada y severa condiciones) , en los alimentos
ahumados por técnicas tradicionales (pescado , en particular) , y en los mejillones y otros
mariscos de aguas contaminadas (EFSA Journal, 2008) Los alimentos ahumados y asados puede
contribuir significativamente a la ingesta de HAP si tales alimentos son una gran parte de la dieta

habitual .

La presencia de HAP en el café también se ha informado y se ha sospechado que se debe
bien a una contaminacién de los granos de café verde durante la etapa de secado o una formacién

enddgena en los granos de café durante el proceso de tostado (EFSA Journal, 2008).

3.2.1 Mecanismos de formacién de HAPs en alimentos.

La presencia de HAP en diferentes productos alimenticios, se ha centrado en sus
metodologias de coccion. (Ledesma et al., 2014; Orecchio et al., 2009) informan que el
procesamiento, el envasado y los procesos térmicos como secado, ahumado, horneado, asado,

asado a la parrilla, fritura, etc. contribuyen significativamente en la formacion de HAP.

Los radicales libres generados durante la combustién de alimentos a alta temperatura se someten
a recombinacion, para formar HAP ligeros seguidos de HAP pesados, que se mueven a los
compartimientos de cadenas alimenticias hidrofobas, que finalmente se retienen en alimentos

ricos en grasa. (Luzardo et al., 2013).
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Los productos ahumados generalmente se preparan a escala industrial, mientras que la
carne a la barbacoa, es otra fuente de exposicion a los HAP, se prepara principalmente a nivel
domeéstico y, por lo tanto, es mucho mas dificil de controlar. Dependiendo de los habitos
alimenticios, carnes sometidas a la brasa, podrian contribuir significativamente a la exposicion
general a los HAP (Duedahl-Olesen et al., 2015). Es necesario tener en cuenta, algunos
pardmetros, como el tipo de barbacoa (carbon vegetal, gas, eléctrico), la distancia entre la fuente
de calor y la carne, el tipo de producto carnico cocido, el uso de bandejas de barbacoa y el
tiempo de exposicion, lo cual influye en el contenido de HAP de los alimentos preparados (Rose

etal., 2015; Lee et al., 2016; Viegas et al., 2012; Gorji et al., 2016).

En sintesis, el tipo de procesamiento de alimentos puede tener una influencia significativa
en los niveles de HAP en los productos alimenticios. La sustitucion creciente de los procesos
tradicionales de sabor ahumado por el humo liquido en paises industrializados, sin duda ha dado
lugar a una disminucion de los niveles de HAP en los alimentos ahumados comercialmente. Por
otro lado, una serie de investigaciones, especialmente sobre diversas practicas asado a la
barbacoa han demostrado que ciertas practicas de cocina en casa pueden conducir la aparicion de
niveles de HAP que son mas de una mayor magnitud en comparacién con las concentraciones de
HAP en los alimentos preparados con practicas adecuadas. Por lo tanto, para una reduccién de la
formacion de HAP y en consecuencia, para la reduccion de la exposicion a estos compuestos
parece ser posible para cierta casas que utilizan practicas de cocina adecuadas, segun (EFSA

Journal, 2008).



22

La acumulacion de contaminantes en el pescado es cada vez mas preocupante debido a
los problemas de seguridad alimentaria y los riesgos potenciales para la salud humana. Storelli
et.al (2013). Asi mismo La presencia de HAPs de origen pirogenico y petrogenico en los suelos
se explica por la dispersion de contaminantes en los alrededores de la fuente contaminante, como
lo describe Salinas et.al (2011) en un analisis global del comportamiento de contaminantes
organicos. Ademas, junto con Salinas, Cooke et.al (1988) describe el progreso de los
hidrocarburos en una década y como los suelos condensan y tienden a acumular un gran nimero

de contaminantes organicos a traves de cada descarga atmosfeérica.

3.2.2 Sistemas de Fritura.

Fritura continua.
Se trata de un proceso de fritura con una produccion altamente automatizada, que

permite trabajar con incorporacién continua de materia prima a freir y de aceite, para mantener

constantes las condiciones del proceso.

Este tipo de fritura origina grandes volumenes de producto, que se generan en un equipo
moderno en un corto periodo de tiempo. De esta forma, el margen de error es pequefio, por lo
que se deben establecer criterios idoneos para la calidad de los aceites que se compran, los cuales
deben controlarse para cada lote de entrega antes de aceptarlos para ser usados en la fritura. Esta
situacién se puede originar debido a precursores de oxidacion posiblemente generados en el

aceite como resultado del proceso de fritura.
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En general, la seleccion del aceite y grasa de fritura estd muy determinada por su precio y
disponibilidad, asi como por sus caracteristicas tecnoldgicas. Una amplia variedad de aceites y
grasas refinadas son utilizados como medio de fritura el cual se muestra en la tabla 4, donde los
aceites mayoritariamente monoinsaturados son los mas utilizados, ya que presentan ventajas
respecto a las grasas saturadas o parcialmente hidrogenadas por cuestiones relacionadas con la
salud, y también respecto a los aceites poliinsaturados, por cuestiones de estabilidad y calidad
sensorial (Sakurai Et. al., 2003; Kristott, 2002; Brinkman, 2000; Stevenson Et. al., 1984). El uso
de mezclas de aceites es una posibilidad real para conseguir una mayor flexibilidad en la

disponibilidad de los mismos.

Tabla 4 Composicion (%) acidos grasos mayoritarios de los aceites mas utilizados en
fritura

Aceite  Aceite  Aceite  Aceite Aceite Aceite Aceite de Aceite  Palmiste  Aceite  Oleina
de de de de de de cacahuete de de de
oliva girasol soja maiz algodén colza coco palma paima
cs:0 7,6 475
C10:0 5,75 3,80
c12:0 449 44,80 0,3
Cc14:0 1,18 0,23 17,15 15,25 0,96 1,05
C16:0 10,66 595 9,60 10,25 22,00 4,05 9,85 8,60 8,10 41,55 40,55
c16:1 1,23 0,50 0,50 0,50 0,940 0,60 0,50 0,20
C18:0 2,40 430 3,50 2,15 3,60 1,45 3,05 2,60 2,40 475 425
C18:1n-9 72,35 20,50 20,40 28,45 17,75 58,55 53,65 6,70 13,80 37,05 41,85
C18:2n-8 8,05 62,65 54,20 52,25 48,80 19,70 21,55 1,65 2,40 10,10 11,55
C18:3n-3 0,85 0,50 7,70 0,93 074 9,15 0,50 0,35
C20:0 0,41 0,39 0,50 0,50 0,49 2,40 0,50 0.4
c20:1 4,45 1,40
c22:0 290
c22:1 0,53
c24 0.60 1,40

Nota: *. C8:0 (4cido caprilico), C10:0 (Acido caprico), C12:0 (Acido laurico), C14:0 (Acido miristico), C16:0 (Acido palmitico), C16:1 (acido
palmitoleico), C18:0 (Acido estearico), C18:1n-9 (acido oleico), C18:2n-3 (acido linoleico), C18:3n-3 (acido linolénico), C20:0 (Acido araquidico),
C20:1 (Acido eicosenoico), C22:0 (Acido behénico), C22:1n-9 (&cido ertcico), C24:0 (Acido lignocérico).

Tomado de Suaterna, (2008)

Los aceites para fritura deben ser frescos y sujetos a criterios de calidad, como los que se

recogen en el tabla 5. Independientemente de la naturaleza del aceite o grasa usada en el proceso,
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su calidad puede tener una gran influencia en la calidad del producto frito y en la estabilidad del

aceite a elevadas temperatura (Dobarganes Et. al., 2002).

Tabla 5.

Especificaciones basicas para el aceite de fritura

Tipo Grasas y Aceites
Color (unidades Lovibond rojo) 2,0 méx., claro
Ninguno
Gusto
Ninguno
Flavor (sabor)
0,1 % max.

Acidos grasos libres
1-2 meqO2/Kg
indice de per6xidos
200-220 °C min.
Punto de humo
0,05-0,1 % max.
Humedad
2-3 % max.

Acido linoleico
Nota: Tomado de Dobarganes Et. al., (2002)

3.2.3 Fritura discontinua

Los procedimientos de fritura discontinua pueden subdividirse en dos, en sartén o en
freidora. Las caracteristicas del proceso son radicalmente diferentes, debido a que las
condiciones lo son también (aireacion, relacion masa producto/masa aceite, tiempo y superficie
de contacto, etc.). Sin embargo, el proceso de fritura discontinua mas representativo en la
industria y en la restauracion es la freidora de cuba estatica. Las cubas son fabricadas en acero
inoxidable y el aceite es calentado directamente por medio de una resistencia eléctrica que se
encuentra situada en el interior del recipiente y que esta controlada termostaticamente. La
temperatura del aceite normalmente queda reflejada en una pantalla y se puede controlar

mediante un termémetro de inmersion manual, de forma periddica.
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Asi mismo la circulacion del aceite es ascendente, por conveccion, pero es ayudada por
las propias turbulencias de la ebullicién y el movimiento periddico de la cesta donde se
encuentra el producto frito. La temperatura usual depende del producto a freir y suele oscilar
entre 165-190 °C. Se evita el uso de cobre o laton en la freidora o en cualquier equipamiento para
reducir la degradacion acelerada por catalisis. La freidora no debe ser sobrecargada con
producto, ni el tiempo de fritura debe sobrepasar el conveniente, porque ello puede afectar la
calidad del producto de forma adversa. La proporcion 6:1 entre masa de aceite y producto es la

mas usualmente utilizada.

Por lo tanto el uso de tapas metalicas para cubrir la superficie del aceite caliente reduce la
incorporacion de oxigeno en frituras que exijan intervalos largos. Los posos pueden originar
oscurecimiento del aceite, desarrollo de sabor desagradable, exceso de humo, etc. y, por ello, el
aceite debe ser filtrado periddicamente (Morton y Chidley, 1988). El criterio utilizado para
desechar el aceite de la freidora es normalmente de tipo observacional, basado en la excesiva
formacion de humo, en el progresivo desarrollo de espuma persistente e indeseable, y en el
oscurecimiento del color del aceite. No obstante, en este sistema discontinuo es ain mucho mas
necesaria la aplicacién de un control basado en pardametros analiticos de alteracién quimica.
Recordemos que la legislacion espafiola establece un valor limite maximo del 25% para el total

de compuestos polares formados (BOE, 1989).

Las diferencias de la freidora respecto a la sartén, como sistema de fritura discontinua,

son su mejor regulacion de la temperatura y la menor relacion superficie/volumen de grasa, y sus
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inconvenientes se centran en la utilizacion de gran cantidad de aceite, el calentamiento reiterado
de un mismo aceite a elevada temperatura, y la existencia de una baja velocidad de reposicion

con aceite fresco (Pérez-Camino Et. al., 1987).

Alteraciones en el aceite durante el proceso de fritura.

La fritura es un proceso de naturaleza muy compleja, en la que se ven implicadas
numerosas reacciones que afectan a los componentes de la materia grasa que se utiliza como
medio de fritura (Gertz, 2000; Orthoefer Et. al., 1996; Fedeli, 1988), tanto los componentes
mayoritarios (TG), como los componentes del insaponificable (esteroles, tocoferoles, carotenos,
etc.). A partir de tres agentes (agua, oxigeno y temperatura elevada), que acttian favoreciendo
diversas reacciones, los componentes de los aceites sometidos a fritura experimentan diversas

alteraciones tal como se resume en la tabla 6:

Tabla 6 Principales grupos de compuestos formados en los aceites y grasas de fritura

Tipo de Agente causante Compuestos nuevos
alteracion resultantes
Hidrolitica Humedad Acidos grasos libres

Diacilgliceroles
Oxidativa Aire Monoacilgliceroles

Monémeros oxidados (TG)

Dimeros y polimeros oxidados (TG)
Térmica Temperatura

Compuestos volatiles (aldehidos,

cetonas, hidrocarburos, etc.)

Oxidos de esteroles

Dimeros y polimeros no polares (TG)

Monémeros ciclicos (TG)

Isémeros trans (TG) y de posicion
Nota: Tomado de Dobarganes Et. al. (2002)

3.2.4 El proceso de fritura desde el punto de vista Toxicoldgico.
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El proceso de fritura origina un sinnimero de compuestos, muchos de ellos nocivos para
la salud humana. Dentro de estos compuestos podemos hallar inhibidores enzimaticos,
destructores de vitaminas, productos de oxidacion lipidica, irritantes gastrointestinales y/o

mutagenos potenciales. (De La Cruz, 2008) (Véase tabla 7)

Tabla 7

Formacion de compuestos toxicos a partir del proceso de fritura

Compuesto Descripcion

Formacion de compuestos | Se han identificado mas de 220 productos de descomposicion volatiles. En algunos
volatiles téxicos y no téxicos | casos confieren el aroma y el sabor al aceite alterado (hidrocarburos, aldehidos,
alcoholes, etc.).

Estos compuestos son productos de descomposicion del &cido linolénico
principalmente. Podemos mencionar sustancias como: el buteno, 1,3—butadieno,
acetaldehido, pentano, pentanal, n—hexano, acroleina, propanol, n-hexeno,
benceno, tolueno, hidrocarburos, metil vinil cetona, propanona y otros; siendo la
mayoria toxicos y afectando en primera instancia al cocinero y en segunda
instancia al consumidor.

» Un factor determinante es la temperatura de calentamiento

Accion Toxica

Problemas dermatoldgicos, irritacion del sistema respiratorio, (edema
pulmonar, irritacion de las vias respiratorias, faringitis); irritacién géastrica
intestinal, y hasta afecciones del SNC, (mareos, vértigo, dolor de cabeza).

Formacién de Compuestos Durante la formacién de estos compuestos se presentan:
no Voltiles téxicos y no
Toxicos Compuestos Polares. Estos compuestos se forman durante el proceso de

oxidacion térmica de los aceites comestibles.

Polimeros. Estos compuestos formados por la union de diversas
moléculas complejas, que se forma por procesos de polimerizacion térmica u
oxidativa.

Accidn Téxica. La toxicidad ocasionada por estos compuestos se produce
debido al consumo excesivo de los aceites comestibles alterados por
recalentamiento teniendo como consecuencia dafios al organismo como irritacion
géstrica duodenal, diarreas, Ulceras, dafios hepéaticos como hepatomegalia y la
alteracion de la actividad enzimética.
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Formacion de Sustancias Dentro de las sustancias cancerigenas detectadas en el aceite de fritura
Cancerigenas tenemos a algunos perdxidos, derivados oxidados de colesterol (proveniente
principalmente del alimento que se frie), algunas aminas heterociclicas
(provenientes de la interaccion alimento — aceite) y los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, aunque la presencia de estos Ultimos compuestos aun estd en
discusion.

El tipo de cancer que originan depende de su accién metabolica ya que
algunos acttan como radicales libres (peréxidos) mientras que otros necesitan una
activacion  enzimatica (hidrocarburos arométicos policiclicos, aminas
heterociclicas y derivados del colesterol), para manifestar su accion cancerigena.
Entre los 6rganos mas afectados por estas sustancias estan el estomago, colon,
higado, rifiones y mama.

Sustancias cancerigenas detectados en los vapores que emiten las grasa
de fritura tenemos principalmente al 1,3 butadieno, benceno (cancerigeno
humano); acroleina (mutagénico); acetaldehido, formaldehido; y algunas aminas
heterociclicas, hidrocarburos aromaticos policiclicos (dibenzo(a.h)antraceno y
benzo(a)pireno) y derivados nitro — hidrocarburos aromatico — policiclicos que
provienen del aceite de fritura que ha sufrido de elevadas temperaturas durante la
operacion de fritura.

La formacion de estas sustancias se debe principalmente al aceite
utilizado en la fritura y al tipo de proceso de fritura que se sigue; es por ello que
parece razonable concluir que la ingesta moderada de alimentos fritos no
representa un riesgo significativo para la salud cuando se utilizan aceites de buena
calidad y se sigue una practica adecuada de fritura

Nota: Tomado de La Cruz Et. al., (2008)

3.25 Mecanismo de accion del receptor de hidrocarburos que induce

carcinogenicidad

Los efectos carcinogénicos, asociados a la presencia de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos dentro del cual se encuentra el benzo a pireno (b[a]p) considerado como
carcindgeno, debido que los metabolitos derivados de su biotransformacion, como el benzo [a]
pireno diol epoxido (b[a]pDE), tienen propiedades mutagénicas y carcinogénicas, los cuales
pueden ser explicados, en términos generales, por dos mecanismos como lo establece (Vasquez-
Gomez et al; 2016): la via gendmica y la via no gendmica. La primera consiste en la induccion

de genes que codifican enzimas que participan en la bioactivacion del b[a]p. Por ejemplo, en
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presencia de b[a]p la enzima citocromo P450 1A1 (CYP1AL1) produce dioles epdxidos del b[a]p

que son capaces de reaccionar con el ADN produciendo lesiones premutagénicas.

De esta manera este mecanismo explica las observaciones de Vogelstein et al; 2013 en
donde células tumorales de pulmon presentan diez veces mas mutaciones que otros tipos de
tumores. EI segundo mecanismo tiene que ver con la participacion del AhR en la estimulacion,
promocion y progresion de tumores, mediante la alteracion de las vias de sefializacion
relacionadas con la proliferacion celular y del sistema inmune. Es probable que estos efectos
estén mediados por la intercomunicacion de la via gendmica y la no genémica (Vasquez-Gomez

et al; 2016)

Acorde con lo expuesto por (Hahn, 2002), la habilidad del AhR de unir xenobidticos y
mediar una respuesta adaptativa que involucra la induccion de enzimas metabolizadoras de
xenobidticos, puede ser una funcion exclusiva de los vertebrados debido a que en los

invertebrados el AhR no es capaz de unir xenobidticos.
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Substituted PAHs Heterocyclic PAHs Homocyclic PAHs
OMN/S Unsubstituted
Oxy-PAHs N-PAHs Heterocyclic PAHSs
PAHs

Weak AR activation AhR-dependent activation

Toxic intermediate metabolite
(Diol Epoxides, radical cations, o-quinone
and PAH hydroxdes)

Elevated reactive oxygen species

Cytochrome P450
Mediated

Detoxification

llustracion 4. Poli ciclicos Aromaticos (PAHS)
dowu et al (2019)

El mecanismo de activacion de la toxicidad de N-PAHSs sigue el proceso de activacion
AhR arrojando como resultado dafio en el ADN, formacién de aductos de ADN, cambios en la
expresion de genes y proteinas, alternancia del ciclo celular, aumento de los niveles de especies
reactivas de oxigeno y pro inflamacién. (Andersson et al., 2009; Park and Park, 2009). Sin
embargo, las NPAHSs pueden formar aductos de ADN unidos covalentemente a través, de la
oxidacidn en anillo o vias de reduccion nitro (Watt et al., 2007), mientras que los HAP
homaociclicos utilizan una via Gnica de activacion oxidativa hepatica. La habilidad para producir
aductos de ADN covalentemente unidos, a través de estas dos vias hace que los N-PAH sean

carcindgenos mas potentes que los HAP homociclicos (Deng y Chan, 2017).
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3.3 Prueba de genotoxicidad en trucha arcoiris

3.3.1 Ensayo Cometa.

La prueba del cometa, también conocida como electroforesis Alcalina de Células
Individuales (SCG: Single Cell Gel Electrophoresis Assay), es una prueba que evalla el dafio del
material genético causado por diferentes agentes quimicos y fisicos. El dafio es representado por
un aumento de fragmentos del ADN que migran fuera de las células del nucleo bajo una forma
caracteristica similar a la cola de un cometa; estos fragmentos son generados por rompimientos
del ADN. El ensayo del cometa sobre condiciones alcalinas, fue introducido por Singh y
colaboradores en 1988, es Util para la deteccion rapida de rompimientos de cadenas simples de
DNA vy de lesiones sitios labiles al alcali, entrecruzamientos del ADN (crosslinking) y en sitios
de reparacion del ADN por escision en células "in vivo™ e "in vitro™ en muestras celulares muy

pequenas.

La siguiente ilustracién muestra el dafio estructural del ADN generado por los plaguicidas

que desestructura sus moléculas, llamado ensayo cola de cometa.
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llustracion 5. Cola cometa
Aiassa, Et.al., (2011)

Este ensayo ha sufrido varias modificaciones, pero los principios basicos descansan sobre
lo neutro y lo alcalino. La versidon alcalina introducida por Singh et al. (1988) es la méas
comunmente adoptada porque es mas sensible que la versién neutral y puede detectar sitios
alcali-labiles (ALS). (Anderson et al. 1998; Rojas et al. 1999; Tice et al. 2000). Sin embargo, la
seleccion de qué método utilizar en ambientes acuéaticos depende en gran medida del tipo y el
grado de informacion requerida en el estudio. El ensayo cometa presenta caracteristicas tales
como sensibilidad, versatilidad, rapidez y economia que se puede aplicar en estudios de

genotoxicidad, biomonitorizacién humana y epidemiologia molecular (Collins, 2004)

3.3.2 Principio y método del ensayo

El ensayo Cometa se desarrolla en sangre total y en sus componentes de forma aislada tal
como lo describe (Rodriguez-Rey et al; 2016): en eritrocitos, linfocitos o neutrofilos. En las

preparaciones a partir de cultivo, la induccion del dafio del ADN puede lograrse por la accion
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enzimatica de la tripsina o por el raspado de las células, maceracion o homogenizacion. Todos

los procedimientos deben ser comparados con controles.

Una vez que se obtiene la suspension celular esta es embebida en metil agarosa al 1 % y
montada en una ldmina. En el pasado estas laminas eran preparada en placas precubiertas con
agarosa y entonces se aplicaba otra capa de agarosa como un sdndwich de células entre el agar.
En la actualidad se utilizan las ldminas especializadas para el cometa con barreras hidrofébicas
que contiene agarosa dentro de pozos. La suspensién células/agarosa es afiadida de forma directa
al pozo, lo que reduce el tiempo de preparacion. La agarosa entonces enfriada y solidificada es
sometida a una solucion que contiene alta concentracion de sales y detergente a pH 10. El

objetivo de esta solucion de lisis es dafiar las membranas

(Gil et al: 2017) describen el principio basico del ensayo cometa y como se fundamenta
en la capacidad de migracion, en presencia de un campo eléctrico, de los fragmentos de ADN
dafiados con carga negativa a través de un gel de agarosa hacia el &nodo o polo positivo
(Gunasekarana et al., 2015). La imagen, obtenida en el microscopio de fluorescencia, se asimila
a un cometa con la intensidad de la cola dependiente de la frecuencia y magnitud de las roturas
producidas en la hebra de ADN, hecho que seré indicativo de la genotoxicidad de la sustancia

estudiada (Azqueta et al., 2014)

A continuacion, se describe el método descrito por (Rey et al; 2016), las etapas basicas

para desarrollar el método alcalino:
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e Extraccion de suspension celular, preparacion de laminas para observacion en el
microscopio.
e Rompimiento celular con tratamiento enzimatico(opcional)

e Electroforesis alcalina, neutralizacion y tincién del ADN para la visualizacion del cometa

3.3.3 Andlisis e interpretacion del ensayo cometa

El principio bésico del ensayo alcalino descrito por (Lagroye., et al 2004), se fundamenta
en la migraciéon del ADN en una matriz de agarosa bajo condiciones de electroforesis bajo
voltaje (30 Volts/cm) luego, al ser observada la célula al microscopio (por fluorescencia o por
tincion con plata del material nuclear), presenta la apariencia de un cometa, con una cabeza
(region nuclear) y cola (formada por fragmentos nucleares que han migrado en direccion del
anodo) por lo que este ensayo es también conocido como ensayo Cometa, debido al patron de

migracion del ADN que se produce en las células dafiadas.

La interpretacion del cometa varia en la literatura reportada. La puntacién visual se
obtiene por categorizacién del cometa en cinco clases (0-4), casi todos los ADN con cola 'y
reportado en unidades arbitrarias. Esto también puede ser interpretado reportandose la
proporcion de células con dafio (cola del cometa), midiéndose la extension de la migracion del
ADN como radio longitud /ancho con las células que no exhiben migracion como grado 1. En los
ultimos afios se han disefiado software para el analisis de las imagenes los cuales producen varios

tipos de puntos de medicion.



(Olive; et al 2005) describe el momento del cometa y se define como el producto del
porcentaje del ADN en el cometa (intensidad) y la media de la distancia entre la cabeza y la
posicion de la cola. Este parametro se toma en cuanto el tamafio de los fragmentos (longitud de

la cola) y el nimero de fragmentos (intensidad de la cola).

La deteccidon de la migracion del ADN alterado depende de varios parametros, tales
como: la concentracion de la matriz de agarosa, el pH, la temperatura y duracion del des
enrollamiento de la hebra de ADN, voltaje, amperaje y duracion de la electroforesis propuestos

por (Collins et al; 2009)

El ensayo Cometa segun (Hartmman et al; 2003, Vindas et al; 2004) presenta multiples

ventajas entre las que se destacan:

e Lademostrada sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio al ADN.
e Répida realizacion (resultados en pocos dias).

e Anaélisis de los datos a nivel de células individuales.

e Requiere un pequefio tamafio de muestra (pocas células).

e Flexibilidad y bajo costo.

e Aplicable a cualquier poblacion de células eucariotas.

Los HAP son lipofilicos en la naturaleza y por lo general se acumulan en los tejidos
grasos de los organismos, y como tal se produce a partir de los tejidos grasos de los peces

durante el ahumado a temperaturas mas altas. La formacion de HAP se sabe que se produce a

35
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través de pirdlisis de grasa a temperaturas superiores a 200 ° C, y es muy estimulada a

temperaturas superiores a 700 ° C (Essumang et.al., 2012).

3.3.4 Relacidn de la presencia de HAP y el efecto genotoxico

Este estudio aporta una nueva vision de lo ya expuesto en (Mitchelmore y Chipman.,
1998) quienes sefialaron el compuesto de accion directa que genera los procesos genotoxicos,
que incluye H,O,, N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) y 3-cloro-4- (diclorometil) -5-
hidroxi-2 (5H) -furanona (MX) capaz de producir roturas, de la cadena de ADN en hepatocitos o
células sanguineas; aislados de truchas arco iris, asi como también en células de la glandula
digestiva 'y células branquiales del mejillon, y en células de la sangre del subfilum de los

tunicados.

Por ejemplo, la linea celular de hepatoma de pescado también indica su capacidad para
detectar roturas de la cadena de ADN inducidas por la accion de agentes de forma indirecta, por
ejemplo, benzo [a] pireno y 1-nitropireno. La produccion de roturas de la cadena de ADN
también se detect6 cuando Hepatocitos de trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) expuestos in

Vitro a extractos organicos del sitio contaminado con HAP (Devaux et al. 1998).

A su vez, (Pruski y Dixon., 2002) presentaron un estudio que demuestra un efecto
genotoxico del Cadmio Cd a las células branquiales de Mejillon, sin embargo, este estudio revelo
que la pre-exposicion a bajas concentraciones de Cd fue encontrado para mejorar la

genotoxicidad de otros mutagenos.
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Adicionalmente, (Tiano., et al 2000) demostro el efecto de las organotinas, como el
cloruro de tributilo (TBTCL1), el cloruro de dibutilestafio (DBTC1) y el cloruro de
monobutilestafio (MTBCI) para producir roturas de hebra de ADN en eritrocitos nucleados en
trucha. Este estudio in vitro presentd que TBTCI muestra un marcado efecto genotoxico;
mientras que el efecto genotdxico fue menos pronunciado, para DBTCI y estuvo completamente
ausente para MBTCI. Esta tendencia esta acorde, con la evidencia, de que la toxicidad de
organotinas esta determinada por el nimero y la naturaleza de orgénicos sustituyentes en (Sn4
+); curiosamente, esta investigacion empled diferentes parametros, como la longitud de la cola,
la intensidad de la cola y el momento de cola del cometa, para medir el nivel de roturas de la
cadena de ADN. Los resultados de esta investigacion revelaron que la longitud de la cola era un

pardmetro menos sensible para detectar roturas de hebra de ADN que otras.

De acuerdo con el experimento sobre células de ovario de hamster chino. (CHO-KI)
(Kent et al. 1995), demostraron que la longitud de la cola aument6 linealmente con la dosis, pero
alcanzo6 una meseta a dosis mas altas. Por otro lado, el momento de la cola también aumento
linealmente con la dosis, pero con una dosis mayor que el rango de la longitud de la cola y no

tenia tendencia a la meseta.

La cadena de ADN se rompe, en células de rifién de peces dorados (Carasius auratus)
expuestos a choque térmico analizados in vitro por (Anitha et al., 2000). Las temperaturas
utilizadas fueron 34, 36 y 38 °C respectivamente. Los resultados arrojaron que el choque
térmico, causo la induccion de micronucleo en las tres temperaturas analizadas. El choque

térmico también inhibe la proliferacion de celulas a 38 °C y causaron mutaciones en los
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cromosomas de la metafase a 34 y 36 °C. El ensayo del cometa demostrd que una sola hebra se

rompe a las tres temperaturas.

Los HAP han atraido més atencion debido a su potencial cancerigeno. Desde entonces,
los aceites comestibles y los alimentos asados son el alimento consumido diariamente, se debe
determinar el nivel de HAP. El objetivo del trabajo realizado por (Dost., et.al 2012) fue
optimizar un método analitico que se podria utilizar en la mayoria de los laboratorios de analisis
para la determinacion y la investigacion de los niveles de los HAP en aceites y alimentos asados
y estudiar el efecto de la barbacoa y en el aumento de la formacion de HAP durante el proceso de
coccion. Se desarrolld, un método HPLC con deteccion UV-Vis para la determinacion de PAHs
nueve (tres se han sefialado como carcin6genos genotoxicos tanto por SCF y el JECFA vy seis por
otros Estados miembros (EFSA, 2008); fluoreno, el fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo [b] fluoreno, benz [a] antraceno, benzo [k] fluoranteno y benzo [a] pireno en los aceites y
los alimentos asados. EI método fue validado mediante el calculo de rango lineal, coeficiente de
determinacion, precision, repetibilidad, los limites de deteccién y limites de cuantificacion. El
método propuesto se aplicd con éxito para la determinacion de PAHSs en aceite, muestras de

alimentos crudos y asados.

Aungue el mecanismo exacto de la formacion de HAP en los alimentos a la parrilla/
ahumado no se conoce con precision, en general se considera que existen al menos tres
mecanismos posibles. (Alomiraha Et.al., 2011) EI primer mecanismo es la pirolisis de la materia
organica, tales como grasa, proteinas y carbohidratos a temperaturas superiores a 200 ° C, y se ve

favorecida la formacion de HAP en un intervalo de temperatura de 500-900 °C. Se ha
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demostrado que las mayores concentraciones de PAHs que surjan de la pirdlisis de grasa. El
segundo mecanismo es el rendimiento del contacto directo de los lipidos goteo a intenso calor
directamente sobre la Ilama. Esta condicion puede generar volatil HAP que a su vez se adhiere a
la superficie del alimento a medida que aumenta humo (Comision Europea Comité Cientifico
sobre Alimentos, 2002. El tercer mecanismo es la combustion incompleta del carbon de lefia que

puede generar HAP que se pone sobre la superficie de la comida). (Alomiraha Et.al., 2011)

La presencia de HAP, esta vinculada al tipo de fuente de calor, a la duracion al azar en la
parrilla, a la geometria de la parrilla y uso de salsas de marinado, asi como también el contenido
de grasa en la formacion de HAP y el predominio de la no-HAP cancerigenos en muestras de

alimentos analizados. (Alomiraha Et.al., 2011)
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), en trucha arco iris cruda

sometida a fritura y su efecto genotoxico, cultivada en Mutiscua, Norte de Santander

4.2 Objetivos especificos

> Determinar los hidrocarburos policiclicos arométicos en piel y masculo en trucha arcoiris

cruda, en fritura y coccién producida en el municipio de Mutiscua.

> Evaluar el efecto genotoxico inducido por trucha sometida a procesos de fritura y coccion

en profundidad.

» Comparar estadisticamente el efecto genotdxico de extractos de trucha cruda, sometida a

proceso de fritura en profundidad y coccion
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5. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevo a cabo en el municipio de Pamplona, las muestras fueron
recolectadas en las empresas trucheras de la region de Mutiscua, en la vereda Tapagua,

procesadas y analizadas en el Laboratorio de Control de Calidad de la Universidad de Pamplona

5.1 Muestreo

Como lo describe (Otzen, Et al 2017) la muestra puede ser obtenida de dos tipos:
probabilistica y no probabilistica. Las técnicas de muestreo probabilisticas, permiten conocer la
probabilidad que cada individuo a estudio tiene de ser incluido en la muestra a través de una seleccién al
azar. En cambio, en las técnicas de muestreo de tipo no probabilisticas, la seleccion de los sujetos a
estudio dependera de ciertas caracteristicas, criterios, etc. que €l (los) investigador (es) considere (n) en

€se momento.

Para esta investigacion se establecié una técnica de muestreo no probabilistico de caracter
intencional, donde se seleccionaron los casos caracteristicos de una poblacién limitando la muestra sélo a
estos casos. Utilizaron unos escenarios en las que la poblacion es muy variable y la muestra es muy
pequefia, tal como lo describe (Otzen et al 2017) en su articulo técnicas de muestreo sobre una poblacion

a estudio, que para este caso es la Trucha arcoiris producida en el municipio de Mutiscua

Se tomaron 12 truchas con un peso promedio de 900 g, procedentes de 10 estanques
diferentes ubicados en la vereda Tapagua del municipio de Mutiscua- Norte de Santander. Una
vez recolectadas se procedio a retirar las visceras, posteriormente se fraccioné para tomar 150 g

de la respectiva muestra (piel y muasculo).
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5.1.1 Sitio de Muestreo.

Se realizé el muestreo de los estanques de produccion en el municipio de Mutiscua, Norte

de Santander, (Longitud Oeste 71° 45' 02", Latitud Norte 07° 18’ 07a una altitud de 2600 msnm).

Los sitios de muestreo estaban ubicados junto al casco urbano del municipio de Mutiscua
dentro del area geogréafica de la vereda Tapagua, la cual es un sector agricola donde cultivan
principalmente hortalizas, la cual cuenta con una pendiente pronunciada que finaliza en una de
las margenes de la quebrada La Plata que abastece con el recurso hidrico los estanques de los

sitios de produccion.

5.1.3 Toma de muestras.

5.1.3.1 Criterios de Muestreo.

La seleccion se efectlio considerando que existen en total 10 granjas truchicolas en la
regién, que produce trucha arcoiris. Para efectos de la presente investigacion las muestras fueron
recolectadas en seis estanques productores de trucha de acuerdo al cronograma establecido,
teniendo en cuenta caracteristicas de produccion homogéneas tales como: el suministro de
concentrado (marca comercial), el abastecimiento de los estanques a partir de la quebrada La

Plata y el volumen de produccion.

La cantidad de muestra a recolectar fueron unidades de trucha arco iris con las siguientes

caracteristicas: peso: 900 gramos, longitud de 25-30 cm, empacadas de polietileno transparente
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deshuesadas y evisceradas, se procedi6 a fraccionar y tomar una muestra de 150 gramos entre
piel y musculo, las cuales se sometieron a diferentes tratamientos de coccion: cruda, coccion en
agua a punto de ebullicion por 10 minutos, fritura en aceite de girasol, mas canola, fritura en

aceite de oliva.

Las muestras se clasificaron acorde a tres puntos de muestreo establecidos: M1Y M3
muestras recolectadas en zona intermedia del recorrido de la Quebrada La Plata, M2 y M4
muestras de trucha recolectadas al inicio del recorrido de la zona de crianza de trucha arcoiris y

M5 y M6 muestras recolectadas al final del recorrido de crianza de este salmonido.

5.1.3.2 Proceso de fritura en profundidad (TRUCHA ARCOIRIS).

Se sometieron las muestras de trucha a dos procesos de coccion segin metodologia

utilizada por (Stolyhwo, Et.al. 2005)%, esto en cuanto al proceso de fritura

Se tomaron 150 grs (2 réplicas) de muestra con las siguientes caracteristicas con: trucha
deshuesada, se colocé en sartén para aplicar el proceso de fritura en profundidad con dos tipos de

aceites de origen vegetal (aceite de oliva y aceite de maiz).

1. Disponer en plancha de calentamiento Marca FRAMO Geratetechnik M21/1 un sartén,
con aceite comercial N°1 en proporcion 1:6 con la muestra a analizar (trucha deshuesada

eviscerada) a 160°C y 180 °C durante 5 minutos. Obtener piel y masculo de la muestra

1 «“Polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked fish — a critical review”. Food Chemistry.
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sometida a fritura en profundidad y proceder a preparacién muestra para el analisis por

cromatografia. Este mismo procedimiento se realizara con el aceite comercial N° 2.

Una vez sometidas las muestras a los procesos de coccion se asigno el factor
denominado “Estado de la trucha”, el cual contempla cuatro niveles del factor o tratamientos
(“Cocida”, “Cruda”, Cocidal”, FrituraP) lo cual corresponde a cocida en agua a 150 °C por 3-5
minutos, Cruda sin ningun tratamiento, Cocida 1 muestra sometida a coccion en agua y FrituraP
que corresponde a muestra sometida a fritura en profundidad con una mezcal de aceite girasol +

canola.

Todas las muestras, una vez sometidas a los tratamientos térmicos fueron maceradas con

diclorometano como se describe a continuacion.

5.1.3.3 Extraccion de la materia orgénica de trucha arcoiris por ultrasonido

Con el fin de extraer los compuestos presentes en las diferentes muestras de trucha, se
procedio a realizar una extraccion con ultrasonido. En resumen: Se tomaron 150 g de piel y
musculo de trucha, se maceré en un vaso de precipitado con 20 ml diclorometano y luego se
llevd a ultrasonido (Branson 1510, modelo 1510R-MT) por 15 min a 23°C. Se repitid la

extraccion hasta completar 200 ml del solvente. Segin (Quijano y Meléndez 2011)2.

5.1.3.4 Concentracion de la materia organica.

2 QUIJANO, P. ALFONSO y MELENDEZ IVAN. Genotoxicidad del aire de Clcuta-Colombia por HAPs extraidos con diferentes
solventes. Universidad de Pamplona, Pamplona-Colombia, Facultad de Ciencias Basicas, Grupo de Investigacion en Quimica. 2011.
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Una vez obtenido el extracto (200 ml), se concentrd en un evaporador rotatorio de vacio,
Heidolph modelo Laborota 400-1, a la temperatura de ebullicion del solvente a 150 rpm; hasta
aproximadamente 10 ml. Posteriormente el extracto se transfirio a dos viales, cada uno de 5ml.
El extracto global se utilizo para la determinacion de Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos

(HAP) por Cromatografia de Gases y para el ensayo genotdxico respectivamente.

Las muestras de HAP se secaron con Na2SOs, con el fin de eliminar el agua residual y
preparar la muestra para el analisis cromatogréfico. Se guardaron en frasco &mbar,

manteniéndolas refrigeradas a 4 °C. Seguin (Quijano y Melendez, 2011)3.

5.1.3.5 Deteccidn de hidrocarburos aromaticos policiclicos (hap)

Para identificar los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) presentes en la Trucha
Arcoiris (musculo y visceras) extraidas con Diclorometano, se utilizé un equipo de
Cromatografia de Gases marca Agilent Technologies 6890A Plus Series Il Hewlet-Packard Plus
con detector FID (Flame lonization Detector). La columna que se utiliz6 fue Agilent DB-
EUPAH 20m de longitud, 0.18mm de diametro, 0.25um de diametro interno (5% phenyl
methylpolysiloxane). Para la identificacion de los HAPs se utilizé el patron de 16 hidrocarburos
de Restek (catalogo # 31841 EPA Method 8310 PAH Mixture). La identificacion cualitativa de
los HAP presentes en el extracto global se realiz6 de acuerdo a las siguientes condiciones:
detector FID a 320°C Mezcla (mL/min): Aire 400 — H2 30 —N2 45. Se inyectara 1 pl, modo
splitless a 3200C. Temperatura inicial 45°C por 0.8 min y se incrementé de la siguiente manera:

45°C/min hasta 200°C, 2,50°C/min hasta 225°C, 3°C/min hasta 266°C, 5°C/min hasta 300°C,

3 QUIJANO, P. ALFONSO y MELENDEZ IVAN. Genotoxicidad del aire de Clcuta-Colombia por HAPs extraidos con diferentes
solventes. Universidad de Pamplona, Pamplona-Colombia, Facultad de Ciencias Bésicas, Grupo de Investigacion en Quimica. 2011
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10°C/min hasta 320°C durante 4,50min. El Tiempo de analisis por muestra 41.21 min.Gas de
arrastre Helio, flujo 20 mL/min. Temperatura del inyector 250 °C. Segun (Quijano Et.al., 2011)4

(\Véase tabla 1)

5.1.4 Deteccion de la actividad genotdxica

5.1.4.1 Deteccion del dafio del DNA por el Ensayo Cometa.

Para detectar el dafio o la ruptura del ADN se utilizo6 el ensayo cometa en microgel de
agarosa. Se siguio la metodologia propuesta por (Singh, McCoy, Tice, & Schneider, 1998) y

modificada por (Pandrangi, Petras, Ralph, & Vrzoc, 1995)

Se trataron alrededor de 40.000 células o linfocitos con (100 pL) de extracto de trucha
procedente del proceso de extraccion y concentracion de la materia organica descrito , se incubd
por un periodo de 1 hora a 37°C, Posteriormente se tomaron 20uL de suspension celular para
resuspender con 80uL de agarosa de bajo punto 31 de fusion (Sigma) 0,5% a 37°C y se depositd
sobre un portaobjetos previamente recubierto con una capa de agarosa de punto de fusion normal
(Sigma) al 1%. La suspension celular se cubrié con cubreobjetos y se refriger6 a 4°C por 6
minutos. Luego se removié cuidadosamente el cubreobjetos y se adiciond una segunda capa de
agarosa de bajo punto de fusidn, se volvio a cubrir con un cubreobjetos se refrigeraron a 4°C por
otros 6 minutos. Después de la solidificacién, las placas se sumergieron 1h en solucién de lisis,

luego, las placas se lavaron con PBS y se sumergieron en una camara de electroforesis horizontal
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con un buffer pH>13, la cual se incubd por 30 minutos a 4°C, luego se realiz6 el corrido

electroforético a 25V y 300 mA por 30 minutos.

Después de la electroforesis, las placas fueron lavadas con un buffer neutralizante, luego
se tifieron con 50 pl de Bromuro de etidio (0.02mg/mL). Las observaciones se realizaron en un
microscopio de fluorescencia (Olimpus Cx41) equipado con filtro de 515-560 nm y un filtro de
barrera de 590 nm. Se realizaron tres experimentos por cada tratamiento y en cada uno se
contaron 300 células. Como control negativo se utilizo, el DMSO al 1%, que fue el solvente en el
cual se diluyeron las muestras. La ocurrencia de dafio en el ADN se determind mediante el uso
del software (Tritek Comet ScoreTM freeware v1.5) basado en las siguientes mediciones:
longitud total del cometa, didmetro de la cabeza (um), %DNA en cabeza, longitud de la cola pm,
%DNA en cola.

6. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar el efecto genotdxico de extractos de trucha cruda sometidas a un proceso de
fritura en profundidad y coccion, se aplicaron métodos estadisticos descriptivos e inferenciales.
En concordancia con los objetivos, los resultados obtenidos se presentan a través de tablas y
graficas que permitan ver el comportamiento de la variable dependiente (Grado de
genotoxicidad), bajo el factor denominado “Estado de la trucha”, el cual contempla cuatro
niveles del factor o tratamientos (“Cocida”, “Cruda”, Cocidal”, FrituraP). De manera
complementaria también se observd la variacion en la genotoxicidad en cuatro puntos de
muestreo: M1-03; M3-01; M3.2; M3.4 y por longitud y altitud del cometa (Vcometa=

Variables del cometa). El método estadistico aplicado fue el ANOVA y el software donde se
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corrieron los datos fue el SPSS version 14. De manera general se puede representar

matricialmente este contexto.

Tabla 8.
Arreglo matricial para el disefio factorial

FACTOR I: ESTADO TRUCHA

o w 8 Cocida Cruda Cocidal FrituraP
OEE o P Yoo
L 2 & Ms-01 Yo
g M3.2 Yb,
o M3.4 .
m g .o
Yan N Yba

El modelo para el disefio de dos factores de efectos fijos (fijo las condiciones de los

tratamientos) esta dado por:

yij=”+Ti+Bj+£ij

Y;;: Representa las mediciones de la variable nivel de genotoxicidad bajo los factores i,
u: Representa la media global

7;: Representa el efecto de la i-ésimo estado de la trucha en el nivel de genotoxicidad
p;: Representa la variacion en el j-€simo punto de muestreo

£t Es el error experimental &1j~N(0,0?)

En general el contraste de hipotesis a probar es verificar si el efecto de n-ésimo nivel de

los tratamientos causa o no diferencias en la variable dependiente o nivel genotoxicidad.
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Simbdlicamente se denota de la manera siguiente:

HO: Hcocida = Mcruda = Mcocinadal = HFrituraP

Hl: Hcocida * Hcruda * Hcocinadal * HFrituraP

En concordancia con la normatividad, y de una manera mas amplia en la parte
metodoldgica el protocolo del experimento, se dejaron escritas las condiciones del experimento y
se muestra evidencia de ello. Igualmente, de los controles y las mediciones realizadas en
diferentes momentos durante el transcurso del mismo. Para el procesamiento de los datos se
utilizo el software estadistico SPSS- version académica. El nivel de significancia fijado antes del
experimento fue el 5% y nivel de confianza de 95%. Se verificaron los supuestos para la
validacién del método estadistico, aclarando que, en el analisis de varianza, la estadistica F
puede ser mas robusta ante varianzas desiguales siempre y cuando los tamafios de la muestra de

los tratamientos sean iguales. (Canavos, pag.,417).
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

Para una mejor comprension de los resultados obtenidos en la investigacion y en
concordancia con los objetivos de la misma, se presenta en primer lugar cada objetivo y su
resultado. En la tabla 9, los resultados de los Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos encontrados
en las muestras analizadas.

Los cromatogramas obtenidos, nos sirven como referencia cualitativa para la
comparacion de cada uno de ellos, se obtuvieron los resultados de HAP de las muestras de trucha
arcoiris analizadas en laboratorio, facilitando la identificacién de los mismos presentes en la

trucha, en la siguiente tabla se resume los resultados:

Grafica 1. Cromatograma correspondiente al extracto de trucha cruda M3-1

FID2 B, (2016-02-041G000002.0)

12731

22975
25372

5 10 15 20 25 30 min

Fuente: Navia; 2018
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Grafica 2. Cromatograma correspondiente al extracto de trucha cocida M1-03

FIDZ B, (2016-02-04\51G000000.D)

PA & 2
&

22237

. . - - . . . . . " - . . . . . . . .
L] 10 15 20 25 30 min

Fuente: Navia; 2018

Grafica 3. Cromatograma frita en aceite de girasol + canola M3-43

FID2 B, (2015-02-0\81G000000. D)

, . . . . - - - " - - . . - . -
Gl 10 15 20 25 30 min

Fuente: Navia; 2018

Tabla 9.

Identificacidn de hidrocarburos aromaticos policlicos en trucha arcoiris

Hidrocarburos Aromaticos TRUCHA CRUDA(Piel y TRUCHA COCIDA (Piel y
Policiclicos Musculo) Musculo)

ML M3 M4 M5 M |M M M |M | M6
1 12 |3 |4 |5

1. naphthalene

2. acenaphthylene X X X [ X | X | X | X | X
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3. acenapthene X X X X X [ X | X X
4. fluorene X X
5. phenanthrene X
6. anthracene X X
7. fluoranthene X X X X X [ X [ X X |[X
8. pyrene X X X X [ X | X [ X [ X | X
9. benzo(a)anthracene X X [ X X X X
10. chrysene X | X X | X |[X
11. benzo(b)fluoranthene X

12. benzo(k)fluoranthene X

13. benzo(a)pyrene X X X X X X | X

14. indeno(1,2,3-cd)pyrene

15. dibenzo(a,h)anthracene

16. benzo(ghi)perylene X X X X | X

Nota: M1 Y M3: Trucheras ubicadas en la zona intermedia donde realizan operaciones de beneficio en la quebrada la Plata. M2y M4: Trucheras
ubicadas en la zona inicial donde realizan operaciones de beneficio en la quebrada la Plata. M5 y M6: Trucheras ubicadas en la zona final donde
realizan operaciones de beneficio en la quebrada la Plata.En la columna Trucha Cruda no se reporta presencia de Hidrocarburos Aromaticos

Policiclicos en M2
Navia (2017)

La anterior tabla corresponde a los resultados obtenidos del analisis cromatografico
aplicado a las muestras tomadas en la zona de muestreo que esta ubicada en la quebrada la plata
del municipio de Mutiscua, se puede establecer la presencia y/o ausencia de los 16 hidrocarburos
aromaticos policlicos establecidos como posibles o probables contaminantes prioritarios
definidos por la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer, se deduce de la tabla
que todos los sitios de muestreo evidencian presencia de estos compuestos volatiles que estan

asociados a carcinogenicidad y teratogenicidad.
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Se infiere de la tabla 10, que se presentan, en mayor proporcion la presencia de los
siguientes compuestos: acenaftileno, acenafteno, fluoranteno, pireno, benzo(a)pireno y

benzo(ghi)perileno.

Tabla 10

Identificacion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

ESTADO DE LA TRUCHA

Hidrocarburos Arométicos | TRUCHA FRITA TRUCHA FRITAEN
Policiclicos | EN ACEITE DE ACEITE
OLIVA(Piel y GIRASOL/CANOLA (Piel y
Musculo) Mdasculo)

MMM M| M| MM M M| M
1124|512 |3 |4]5]6

1. naphthalene

2. acenaphthylene X | X | X | X

3. acenapthene X | X X | X

4. fluorene X

5. phenanthrene

6. anthracene

7. fluoranthene X

8. pyrene X | X[ X[ X[ X[ X | X | X X | X

9. benzo(a)anthracene X | X X | X | X X | X | X

10. chrysene X X

11. benzo(b)fluoranthene X

12. benzo(k)fluoranthene X X

13. benzo(a)pyrene X | X X | X | X X X | X

14. indeno(1,2,3-cd)pyrene

15. dibenzo(a,h)anthracene

16. benzo(ghi)perylene X X X X | X

Nota: M1 Y M3: Trucheras ubicadas en la zona intermedia donde realizan operaciones de beneficio en la quebrada la Plata.M2 y M4: Trucheras
ubicadas en la zona inicial donde realizan operaciones de beneficio en la quebrada la Plata.M5 y M6: Trucheras ubicadas en la zona final donde
realizan operaciones de beneficio en la quebrada la Plata.En la columna Trucha Frita en aceite de Oliva no se reporta presencia de Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos en los puntos M3 y M6.

Navia (2017)
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Mientras que las muestras de la tabla 8, de trucha sometida a fritura (aceite de oliva;
mezcla de aceite de girasol + canola) en la tabala 2 se observa la presencia acenaftileno, pireno,

benzo(a)pireno y benzo(g)perileno.

Se deduce de la informacion anterior, que los picos de mayor predominancia y de sefial
mas fuerte en las muestras fueron los correspondientes pireno, benzo(a)pireno y
benzo(a)antraceno. Lo que podria significar que son los de mayor concentracion en dichas
muestras. Por otro lado, siguiendo el orden de predominancia también encontramos el
acenaftileno y acenafteno. Las muestras de trucha frita en mezcla de aceite de canola y girasol
presentaron menos presencia de picos de los compuestos en estudio, tal como lo manifiesta
Hussein et. al 2016, dos de las caracteristicas generales de los HAP son: alto derretimiento y
puntos de ebullicién (por lo tanto, son s6lidos), baja presién de vapor, y muy baja solubilidad
acuosa entre otras. Las Ultimas dos caracteristicas tienden a disminuir al aumentar el peso

molecular, o viceversa, aumenta la resistencia a la oxidacion y la reduccion.

De acuerdo al analisis cromatogréfico se encontrd que los picos de mayor predominancia
y de sefial més fuerte en las muestras analizadas fueron los correspondientes a los hidrocarburos
pireno y benzo(a)anthracene, Lo que podria significar que son los de mayor concentracién en
dichas muestras. Autores como Hussein et. al 2016, afirman que, los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) son contaminantes ambientales generados principalmente durante la
combustion incompleta de materiales organicos (por ejemplo, carbén, petroleo, gasolina, y

madera).
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Asimismo, teniendo en cuenta el orden de presencia de HAPs también se detectd
acenaphthylene y acenapthene en las muestras de trucha sometida a fritura, en mezcla de aceite
de canola y girasol las cuales presentaron menor presencia de picos de los compuestos en
estudio; similar a los estudios adelantados por Hussein et. al 2016, quien describen, que los HAP
son compuestos muy solubles en solventes organicos porque son altamente lipofilicos, también
manifiestan sensibilidad a la luz, resistencia al calor, conductividad; capacidad de emision,
resistencia a la corrosion y accion fisioldgica. Cabe resaltar, que la formacion de los HAPs en los
alimentos, depende del contenido de grasa del alimento, el tiempo de coccién y la temperatura de
calentamiento todos estos factores reportados por estudios adelantados por Tamakawa et al,

2018.

En la tabla 11 se muestra el promedio del dafio genotdxico inducido por extractos de trucha arcoiris
cruda y sometida a coccién en agua, fritura en mezcla de aceite de girasol con canola
Tabla 11.

Resultados de promedios de dafio inducido en el ADN

Longitud del Alturadel  Area del Diametro en Longitud

cometa cometa cometa la cabeza cola
CONTROL
NEGATIVO 49,03 41,34 1830,37 44,743 4,65
CONTRO
L POSITIVO 164,52 44,22 7398,23 44,22 120,32
M1-03 93,51 44,50 4361,51 44,50 49,20
M3-1 87,06 43,82 3878,38 43,82 43,23
M3-2 87,38 43,06 3819,36 50,54 36,92
M3-4 80,41 44,27 3643,40 44,27 36,18

Nota: Clasificacién de las Muestras: M1.03 Trucha cocida recolectada en punto intermedio, M3.1 Trucha Cruda recolectada en punto intermedio,
M3.2 Trucha cocida recolectada en punto intermedio y M3.4 Trucha Frita en Aceite Girasol+ canola recolectada en punto intermedio control
negativo se utiliz6 DMSO 1%. Como control positivo se utilizé peréxido de hidrogeno H202 100 pM control.

Navia (2017)
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En la tabla se observa las muestras recolectadas en la zona intermedia, ademés se muestra
cada una de los pardmetros establecidos en la prueba denominada ensayo cometa, para el anélisis
desarrollado en esta investigacion se seleccionaron la longitud y la altura del cometa, en la
longitud se observa como el control negativo supera casi tres veces el control positivo, en ese la
mismo sentido se observa como los pardmetros presentan similitud en cada una de los resultados
descritos en la presente tabla, para verificar donde se encontraban las diferencias en las muestras
se procedio a realizar andlisis detallado estadistico, utilziando el software SPSS version 14

estudiantil.

Para un mejor entendimiento de los resultados, en este estudio establecimos varias
categorias de dafio asi: : categoria 0 (sin dafio), cuando el dafio no supera el diametro de la
cabeza; categoria 1(dafio bajo), cuando el dafio supera una vez el diametro de la cabeza;
categoria 2 (dafio moderado), cuando el dafio supera 1,5 veces el diametro de la cabeza;
categoria 3 (dafio elevado), cuando el dafio supera dos veces el diametro de la cabeza; categoria
4 (dafio extremo), cuando el dafio supera mas de dos veces el diametro de la cabeza. Siendo para
las muestras M1-3, M3-1, M3-2 y M3-4 una categoria del dafio de 3 (elevado), tal como se

evidencia en la tabla 12
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Tabla 12

Rango de Genotoxicidad

Tratamiento Categoria de Dafio Escala
Control Negativo 0 No habia dafio
Control Positivo 4 Extremo
M1-03 3 Elevado
M3-1 3 Elevado
M3-2 3 Elevado
M3-4 3 Elevado

Nota: Clasificacion de las Muestras: M1.03 Trucha cocida, M3.1 Trucha Cruda, M3.2 Trucha cocida y M3.4 Trucha Frita en Aceite Girasol+ canola

Fuente: Navia, (2018)

Como se puede observar en la tablal2, se establece la categoria del dafio genotoxico
presentado en cada una de las muestras analizadas, lo cual infiere que el dafio ocasionado
corresponde a la escala comprendida entre los valores de 3 elevado (40-80%), y 4, extremo (>
80%), siendo para las muestras M1-3, M3-1, M3-2 y M3-4 una categoria del dafio de 3

(elevado).

Las células tratadas con DMSO 1%, muestran un dafio espontaneo, de 49.03 um de
longitud (tabla 9); de igual manera, las células tratadas con H202 100 uM llegan a un valor de
164,52 um, casi superando el triple en longitud del cometa al control negativo. Como se puede
evidenciar en la longitud y la altura del cometa, al ser comparados los resultados de las muestras
que fueron sometidas a coccion en agua, y muestra que no recibié ningun tratamiento térmico
(cruda) presentan dafio elevado, sin embargo, la muestra sometida fritura en aceite de girasol méas

canola, en cuanto al dafio en longitud del cometa es menor comparado con las otras tres muestras



58

analizadas si presenta dafo. Para determinar el efecto de los factores en el nivel de dafio

genotdxico se aplicd un andlisis de varianza de dos factores.

Grafica 4. Medias dafio genotdxico- Longitud y Altura del Cometa

Medias marginales estimadas de Genotoxicidad
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Nota: Clasificacion de las Muestras: M1.03 Trucha cocida, M3.1 Trucha Cruda, M3.2 Trucha cocida y M3.4 Trucha Frita en Aceite Girasol+ canola

y todas fueron tomadas en dos puntos intermedios del recorrido de la Quebrada la Plata-Mutiscua

En la gréfica 4 se observa la comparacion entre la longitud y la altura del cometa. Tanto
como la longitud y la altura del cometa se ven disminuida en la muestra sometida a fritura en
aceite de oliva y canola, los dos aspectos presentan disminucidn; las muestras que fueron
sometidas a coccion en agua y cruda presentan dafio en el ADN y los resultados son similares,
aunque se puede establecer que existen diferencias estadisticamente significativas (P<0.05), tal

como se muestra en los resultados de ANOVA, en la siguiente tabla:
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Tabla 13.

Resultados de ANOVA

ANOVA
Genotoxicidad
Suma de cuadrados gl Media cuadréatica F Sig.
Entre grupos 25161,765 3 8387,255 8,593 ,000
Dentro de grupos 1444511,671 1480 976,021
Total 1469673,436 1483

Fuente: Navia; (2020)

Como se observan diferencias en el nivel de genotoxicidad, se hizo necesario aplicar una
prueba de comparaciones multiples para establecer donde estan dichas diferencias. Para este

caso se aplico la de Tukey.

Tabla 14.

Resultados de comparaciones multiples extractos de trucha arco iris sometidos a coccién
en agua, crudo, aceite de girasol mas canola

Variable dependiente: Genotoxicidad

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
) Diferencia de Error Limite Limite
(I) TratamT TratamT medias (1-J) estandar Sig.  inferior superior
Cocida Cruda 4,32 1,783 ,074 -,27 8,90
Cocidal 3,93 1,750 ,111 -,57 8,43
FrituraP 12,40" 1,954 ,000 7,37 17,43
Cruda Cocida -4,32 1,783 ,074 -8,90 27
Cocidal -,38 1,711 ,996 -4,78 4,02
FrituraP 8,08" 1,920 ,000 3,15 13,02
CocidalCocida -3,93 1,750 ,111 -8,43 57
Cruda ,38 1,711 ,996 -4,02 4,78

FrituraP 8,47 1,888 ,000 3,61 13,32
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Fritur P Cocida -12,40" 1,954 ,000 - -7,37
17,43

Cruda -8,08" 1,920 ,000 - -3,15
13,02

Cocidal -8,47" 1,888 ,000 - -3,61
13,32

Nota: Se basa en las medias observadas. El término de error es la media cuadratica (Error) = 609,545.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
Fuente: Navia; (2020)
En la tabla 14 se puede observar que hay diferencias significativas en la genotoxicidad de
la muestra sometida a fritura con aceite de girasol mas canola comparada con las deméas muestras

que fueron sometidas a coccion en agua y a ningun tipo de tratamiento (cruda).

Como se puede observar en la tablal0, se establece la categoria del dafio genotoxico
presentado en cada una de las muestras analizadas, lo cual infiere que el dafio ocasionado
corresponde a la escala comprendida entre los valores de 3 elevado (40-80%), y 4, extremo (>
80%), siendo para las muestras M1-3, M3-1, M3-2 y M3-4 una categoria del dafio de 3

(elevado).
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Grafica 5. Comparacion de medias entre Longitud y Altura del Cometa
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Nota: Clasificacion de las Muestras: M1.03 Trucha cocida, M3.1 Trucha Cruda, M3.2 Trucha cocida 'y M3.4
Trucha Frita en Aceite Girasol+ canola y todas fueron tomadas en dos puntos intermedios del recorrido de la Quebrada

la Plata-Mutiscua.
Fuente: Navia; (2020)

En la gréfica 5, tanto la medias en Longitud como en altura del cometa, se reduce la
genotoxicidad en la muestra sometida a fritura con aceite de girasol més canola, esta grafica permite
visualizar las diferencias estadisticamente significativas entre las muestras, ademas de ser complemento
de la tabla de comparaciones maltiples entre las muestras analizadas. Para el caso de las muestras
procesadas con coccidn en aceite de oliva el resultado es negativo, esto se debe al bajo punto de fusién de

este tipo de aceite como lo describe Suaterna et al 2018.

Segun los resultados alcanzados, se observo un incremento en el dafio genotdxico, el cual
varia segun los tratamientos aplicados, existe un incremento de lesiones en el ADN, lo que
infiere a presencia de alteraciones genéticas a nivel celular, como se observa en estudios
realizados por Zelinkova et al 2018; en este sentido, se debe tener en cuenta, que en alimentos de

origen animal como carne, pescado y otros alimentos de mar, los parametros como depdsitos de
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lipidos o tejidos, estructura y textura del cuerpo, piel o tejidos de exoesqueleto, se ven afectados
por un indicador importante: la bioconcentracion en estudios realizados por Singh et al 2015.
Como consecuencia de este factor, se utiliza la biomonitorizacion de la contaminacion por HAP.
Accidentes como el de la plataforma Deepwater Horizon en el Golfo de México, o el
hundimiento del petrolero Prestige cerca de la costa espafiola provocd, en consecuencia, la
prohibicion temporal de la recoleccion de moluscos bivalvos, como las ostras y otros mariscos.
Sin embargo, los estudios mostraron que el contenido inicialmente de HAP de los mejillones

volvié rapidamente a los niveles de fondo (Oscar et al., 2006; Gohlke et al., 2011)

Por otra parte, la presencia de HAP en diferentes productos alimenticios y sus efectos
genotoxicos y mutagénicos, se han centrado en los métodos de coccion; es asi que el
procesamiento, envasado, procesos térmicos como secado, horneado, asar y freir, contribuyen
significativamente en la formacion de HAP (Ledesma et al., 2014; Orecchio et al., 2009), ademas
de los radicales libres generados durante la combustion de alimentos, a altas temperaturas
recombinaciones para formar HAP ligeros seguidos de HAP pesados, que se mueven a
compartimentos de cadena alimentaria hidréfobos, finalmente retenidos en alimentos ricos en
grasa(Luzardo et al., 2013). Los resultados obtenidos al someter la trucha a coccion, permiten
evidenciar la presencia de HAP; y que los extractos obtenidos muestran que la genotoxicidad
esta en un rango medio, lo que se puede inferir de estudios adelantados por (Schwerdtle et al
2010) quien afirma, que los efectos genotdxicos, de algunos HAP, se han demostrado tanto en
roedores como en pruebas in vitro; utilizando lineas celulares de mamiferos (incluidas las

humanas). Adicionalmente la mayoria de los HAP no son genotdxicos por si mismos, y deben
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metabolizarse a sus epdxidos de diol, que luego reaccionan con el ADN para inducir dafio en en

ADN.

Los resultados obtenidos en el ensayo cometa, siendo un rango medio y alto de
genotoxicidad, se asocia a la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos, tal como como
se observa en los cromatogramas presentados en los anexos del presente trabajo, yen la
presencia de los siguientes HAPs: acenaftileno, acenafteno, fluoranteno, pireno, benzo(a)pireno
y benzo(g)perileno y en las muestras de trucha sometida a fritura acenaftileno, pireno,
benzo(a)pireno y benzo(g)perileno. Tal como lo describe (Langana et al 2018), el medio acuéatico
y la dieta es una de las rutas mas importantes de exposicién al contaminante comun B [a] P
(Benzo a pireno). Estudios previos han demostrado su presencia en la dieta y tejido de

NUMErosos organismos.

Ademaés de su biotransformacién por organismos inferiores y su posterior transferencia de
la cadena alimentaria. Los estudios también han confirmado la captacion activa y metabolismo
de este compuesto a través de la dieta de los peces, vertebrados y mamiferos. Por otra parte, los
animales expuestos a altos niveles de ciertos HAP durante largos periodos en estudios de
laboratorio desarrollan cancer de pulmén por inhalacion, cancer de estomago por ingerir HAP en
alimentos y cancer de piel por contacto con la piel descrito por (Thamaraiselvan et al 2015).
Adicionalmente describen que el BaP (Benzo a pireno) es el HAP méas comun que causa cancer
en animales, y este compuesto es notable por ser el primer carcindgeno quimico descubierto.
Segun la evidencia disponible, tanto la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer

como la US EPA (1984) quienes clasificaron varios HAP como carcindgenos para los animales y
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algunas mezclas ricas en HAP como carcinogénicas para los humanos. La EPA ha clasificado los
siguientes siete compuestos de HAP como probables carcin6genos humanos: benz (a) antraceno,
BaP, benzo (b) fluoranteno, benzo (K) fluoranteno, criseno, dibenz (ah) antraceno e indeno (1,2,

3-cd) pireno.

Los extractos de trucha que fueron sometidos a anélisis de cromatografia de gases y
ensayo cometa, procedentes de las piscicolas del municipio de Mutiscua y que se comercializan
en la regidn, inducen actividad genotoxica en linfocitos humanos, lo cual podria constituir un
factor de riesgo para la poblacion expuesta, teniendo en cuenta la relacion que existe entre dafio
genotdxico y aparicion de enfermedades tales como el cancer. Como lo describe el (CONPES
113, 2007) la disponibilidad suficiente y estable de alimentos, el acceso y el consumo oportuno y
permanente de los mismos en cantidad, calidad e inocuidad por parte de todas las personas, bajo
condiciones que permitan su adecuada utilizacion biol6gica, para llevar una vida saludable y

activa son los aspectos que pretende la seguridad alimentaria.

llustracion 6 Imagenes del dafio inducido en linfocitos humanos en muestras de extracto
de trucha arcoiris, cultivada municipio de Mutiscua. (N.S).
Navia,( 2018)

A: DMSO 1%, B: H202 100 uM, C: 100 ul,. Las imagenes fueron obtenidas usando un
microscopio de fluorescencia Olimpus Cx41 equipado con filtro de 515-560 nm y un filtro de

barrera de 590 nm, objetivo 10 x)
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8. CONCLUSIONES

» El analisis cromatografico realizado a las muestras de trucha arcoiris recolectadas arrojo la
presencia de los siguientes hidrocarburos: acenaftileno, acenafteno, Fluoreno, Fenantreno,
antraceno, Fluoranteno, pireno benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)Fluoranteno,,

benzo(a)pireno, benzo(ghi)perileno

o Los parametros usados para determinar dafio en los linfocitos humanos (longitud cometa,
didmetro cabeza, %DNA cabeza, longitud cola, %DNA cola, momento de cola, momento Olive),
establece una medicion confiable del dafio causado por los extractos de trucha cruda y sometida

a procesos de coccion.

e Las muestras de trucha arcoiris sometida a procesos de fritura en profundidad, utilizando
mezcla de aceite comercial de girasol + canola presentan mayor dafio genotoxico en
linfocitos comparado con las muestras que no fueran sometidas a procesos similares y de

coccion
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ANEXOS

Anexo A. Cromatograma Muestra de Trucha Cruda- Navia, (2017)
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Anexo B. Cromatograma Muestra de Trucha Cocida- Navia, (2017)
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Anexo C. Cromatograma Muestra de Trucha Cruda- Navia, (2017)
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Anexo D. Cromatograma Muestra de Trucha frita en Aceite de Oliva
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Anexo E. Cromatograma Muestras Trucha Cocida Fuente: - Navia, (2017)

Fie Seomevm  Groghics  ittegration Colbranon Meport  Daboh Wi

s U3 B eon B b, Ly B wra

"

2 [T p————

G

Date Tene

19"

1% L2057 08

» T 16 11200 7 DA pam

21/2007 OB I4cod a

:
[ vvemenon @ Coliseation [0
B T I B s By | e cowasonsmonen - B & 2 EBA £ 2w S P ED

TR G0 W 05 GRIN000 4 O

. 4
- :1’ !

- . 7 || ®

9 k3

i : : =

3 g i W | @

= & = . 3|8/ { (=]

100 ' | < : Y | 21

-1 - - b > L | &

25 Mt el fum Control = . ! ¢ . E % & £ : ‘}, IJ E : o ;i

s it S . S | 5 TR AU Y E

A Bport ey % . " Ve » - - ey '1__

Fuente: - Navia, (2017)

Anexo F. Cromatograma Muestra de Trucha frita en aceite girasol + canola
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Anexo G. Informacién del Patrén Primario Restek
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Marca Restek
Nombre EPA Method 8310
PAH Mix.
Abreviatura PHA Concentracion
(Mg/mL)

NAP Naftaleno 2000
1IMNAP 1-Metilnaftaleno 2000
2MNAP 2- Metilnaftaleno 2000
ACY Acenaptileno 2000
ACE Acenapteno 2000
FLU Fluoreno 2000
PHE Fenantreno 2000
ANT Antraceno 2000
FLA Fluoranteno 2000
PYR Pireno 2000
B(A)A Benzo (a) antraceno 2000
CRI Criseno 2000
B(B)F Benzo (b) fluoranteno 2000
B(K)F Benzo (k) fluoranteno 2000
B(A)P Benzo (a) pireno 2000
IND Indeno( 1,2,3 -cd) pireno 2000
D(AH)A Dibenzo (a,h) antraceno 2000
B(GHI)P Benzo (ghi) perileno 2000
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Curva de Calibracion

La curva de calibracion, es elaborada con el fin de confirmar que las condiciones
seleccionadas para el proceso de Cromatografia son idoneas. Ademas, proporciona una ecuacion
del &rea bajo la curva en funcidn de la concentracidn del compuesto de interés, y brinda los tiempos

de retencién de dichos compuestos en la columna utilizada a las mismas condiciones de analisis.

Para tener un patron de referencia confiable en la construccion de la curva de calibracion,
es necesario utilizar un patron que este certificado y que contenga los 18 PHAs. El patron
certificado utilizado es de marca RESTEK (figura 22) sus caracteristicas se presentan en la tabla
ANEXO G. Cabe mencionar que se utiliza este patron debido a que contiene los 18 HAPs en la

misma concentracion.
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Anexo H. Cromatograma del Patron Estandar de los 18 PHAs (Restek EPA Method 8310 PAH

Mix)
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A partir de este patron se construyd la curva de calibracion a diferentes concentraciones,
dentro de los rangos esperados. La curva de calibracidn se generd a cinco concentraciones: 25
ppm, 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm y 200 ppm. Los patrones preparados para la curva se inyectaron
por triplicado en el croméatografo de gases bajo las mismas condiciones de la tabla 4; en base a las
areas reportadas para los patrones por el equipo (los resultados se presentan en la tabla 7). También

se realizo un ajuste lineal a las 5 concentraciones utilizadas.



Anexo |. Areas bajo la curva, para diferentes concentraciones de patrén secundario

PHA Patron
25ppm 50ppm 100ppm 150ppm 200ppm
NAP 617,96 1195, 31 2328,14 3448,89 5218,57
1IMNAP 586,13 1294,08 214236 3302,7 4748,54
2MNAP 579,31 1286,47 2298,37 3437,15 5175,63
ACY 655,34 1684,36 2743,25 4034,87 5654,44
ACE 605,29 1217,43 2331,44 3340,63 4964,53
FLU 539,22 1171,48 2256,75 3579,31 5149,23
PHE 448,06 990,98 1557,18 244412 3472,53
ANT 324,16 636,00 953,18 1349,64 1661,41
FLA 604,131 1294,19 2286,44 3451,21 5122,14
PYR 605,28 1187,17 2129,73 3724,67 5174,98
B(A)A 130,573 672,97 1368,03 2661,25 4130,63
CRI 109,84 521,98 1353,2 255471 3425,23
B(B)F/ 101,37 564,35 1176,88 2191,36 3189,48
B(K)F
B(A)P 435,62 638,049 1317,17 2211,93 3042,34
IND/ 51,23 151,29 518,1 1001,28 1365,01
D(AH)A
B(GHI)P 38,46 384,89 696,3 1419,787 1932,68
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Anexo J. Curva de Calibracion del NAP
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En los anexos J se muestran las curvas de calibracion, para los 18 PHAs utilizados, ademas
de los factores de correlacion, pendiente y punto de corte utilizados en la calibracion del equipo.

En el Anexo | se observan las areas bajo la curva para las diferentes concentraciones de patron
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utilizados, y en la tabla 8 los tiempos de retencién de cada uno de los PHASs para cada uno de los

patrones secundarios.

Anexo K. Curva de Calibracion del IMNAP
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Anexo L. Curva de Calibraciéon del 2MNAP
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Anexo M. Curva de Calibracion del ACY
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Anexo N. Curva de Calibracion del ACE
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Anexo O. Curva de Calibracion del FLU
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Anexo P. Curva de Calibracion del PHE
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Anexo Q. Curva de Calibracion del ANT
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Anexo R. Curva de Calibracion del FLA
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Anexo S. Curva de Calibracion del PYR
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Anexo T. Curva de Calibracion del B(A)A

il‘ﬂl

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

y=19322x-435,8

¢ R=0,9957

P &+ Seriesl

— Lineal (Seriesl)

- — Lineal (Seriesl)

50

100 150 200 250

Concentracion

Anexo U. Curva de Calibracion del CRI
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Anexo V. Curva de Calibracion de la mezcla B(B)F/B(K)F
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Anexo W. Curva de Calibracién del B(A)P
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Anexo X. Curva de Calibracion de la mezcla IND/D(AH)A
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ANEXO Y. Curva de Calibracion del B(GHI)P

Anexo Y. Tiempos de retencion de los patrones de los PHAs a diferentes concentraciones

92

Tiempos de Retencién (min)
PHA Promedio
25ppm 50ppm 100ppm 150ppm 200ppm
Naftaleno 7,897 7,897 7,908 7,080 7,906 7,737
1-Metil-Naftaleno 8,998 9,001 9,009 9,009 9,012 9,005
2-Metil-Naftaleno 9,295 9,303 9,304 9,304 9,327 7,506
Acenaftileno 11,099 11,107 11,109 11,110 11,113 11,107
Acenafteno 11,339 11,346 11,350 11,351 11,347 11,346
Fluoreno 12,370 12,379 12,348 12,383 12,335 12,363
Fenantreno 15,265 15,279 15,276 15,293 15,323 15,287
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Antraceno 15,362 15,379 15,387 15,344 15,423 15,379
FLuoranteno 20,054 20,074 20,076 20,107 20,159 20,094
Pireno 21,468 21,498 21,511 21,525 21,589 21,518
Benzo(a) antraceno 27,946 27,986 28,020 28,043 28,094 23,017
Criseno 28,447 28,492 28,523 28,536 28,605 28,520
Benzo(b,k) fluoranteno 34,578 34,630 34,667 34,473 35,187 34,707
Benzo(a)pireno 38,359 36,968 37,043 37,074 37,144 37,317
Indeno-Dibenzo 43,299 43,403 43,422 43,453 43,507 43,416
(b) antrtaceno
Benzo 45,921 45,700 45,998 46,102 46,208 45,985
(ghi)perileno

Como se puede observar en la tabla 9, la relacion entre la concentracién de cada uno de los
PHAs y el area reportada por el cromatografo es lineal, con coeficientes de correlacion cercanos a

1. De esta manera puede asegurarse entonces que el sistema cromatografico y el procedimiento

utilizado es eficiente para el andlisis de los PHAs.

Anexo Z. Constantes de la ecuacién de linea recta y coeficiente de correlacion curva de calibracion

PHA Abreviatura M b R?
Naftaleno NAP 25,568 -122,87 0,9893
1-Metilnaftaleno 1IMNAP 22,973 2,5484 0,9918
2-Metilnaftaleno 2MNAP 25,257 -96,576 0,9889
Acenaptileno ACY 27,315 86,378 0,9931
Acenafteno ACE 24,142 -43,09 0,9921
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Fluoreno FLU 25,922 -182,57 0,995
Fenantreno PHE 16,67 32,193 0,990
Antraceno ANT 7,458 201,79 0,9915

Fluoranteno FLA 24,925 -65,514 0,9903
Pireno PYR 26,091 -175,2 0,9908
Benzo(a)antraceno B(A)A 22,335 -552,48 0,9817
Criseno CRI 19,322 -435,8 0,9957
Benzo(b)fluoranteno B(B)F 17,394 -381,69 0,9919
Benzo(k)fluoranteno B(K)F
Benzo(a)pireno B(A)P 15,221 -69,186 0,9914
Indeno(1,2,3-cd)pireno IND 7,7914 -200,72 0,9924
Dibenzo(ah)antraceno D(AH)A
Benzo(ghi)perileno B(GHI)P 10,72 -231,22 0,9876

El anexo AB muestra el tiempo promedio de retencion de los cada uno de 16 HAPs. La

informacidn sobre los tiempos de retencion de cada uno de los PHAS se presenta en el anexo AB

Anexo AA. Tiempos de retencion promedio de los PHAS

Naftaleno Tiempos de Retencién Promedio
1-Metil-Naftaleno 7,737
2-Metil-Naftaleno 9,005

Acenaftileno 7,506
Acenafteno 11,107
Fluoreno 11,346
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Fenantreno 12,363
Antraceno 15,287
FLuoranteno 15,379
Pireno 20,094
Benzo(a) antraceno 21,518
Criseno 23,017
Benzo(b k) fluoranteno 28 520
Benzo(a)pireno 34,707
Indeno-Dibenzo (b) 37,317
antrtaceno
Benzo (ghi)perileno 43,416
Naftaleno 45,985
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