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1. RESUMEN

Cuando un alimento refrigerado se saca del dispositivo frigorifico y se expone a temperaturas elevadas
(>10°C) durante un tiempo prolongado se dice que se comete un abuso de temperatura, que puede dar lugar a
alteraciones en el alimento. En la actualidad existen diversos tipos de sistemas que permiten saber si un alimento
ha sido sometido a un abuso de temperatura; entre ellos se encuentran los indicadores de temperatura critica
(CTI por sus siglas en inglés) que muestran la exposicion por amiba o por debajo de una temperatura de
referencia. El presente trabajo tuvo como objetivo desamollar un sistema enzimatico del tipo CTI a una
temperatura de referencia de 10°C, en el que una enzima y su sustrato se encontraran separados en peliculas o
capas de diferentes materiales de soporte, aislados entre si por una capa de material con la propiedad de fundir a
la temperatura de referencia, permitiendo el contacto entre enzima y sustrato para dar como producto un
compuesto colorido, indicador del abuso de temperatura.

La enzima utilizada fue la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae que presentd actividad a 9°C, propiedad que
resulté fundamental para realizar los ensayos requeridos en esta investigacion. El primer sustrato utilizado fue el
orto-nitrofenil-3-D-galactopiranésido (ONPG) que es hidrolizado por la enzima y produce un compuesto de color
amarillo llamado ortonitrofenol (ONP). Se usé n-pentadecano como aislante y material de soporte. Las peliculas
de este material fueron construidas por el método de las placas de vidrio. Tratandose de un medio no acuoso, se
adicion6 un 3% de agua necesaria para que existiera actividad enzimatica por medio de la preparacion de
emulsiones w/o conteniendo enzima o sustrato. Sin embargo, no fue posible la formacion de emulsiones estables
para construir el sistema. La acetona no funcioné como cosolvente y el dimetil sulféxido (DMSOQ), a pesar de
estabilizar las emulsiones, tampoco pudo ser utilizado debido a que hidrolizd el ONPG. Ademas, en este sistema
se observo una gran dificultad para la apreciacion del color amarillo debido a la presencia del n- pentadecano, por

lo que fue necesario cambiar el material de soporte.



En el siguiente sistema se utilizo poliacrilamida como material de soporte y n-pentadecano como aislante; el
sistema se construyd en peliculas. En este caso se aprecié un incremento en la intensidad del color amarillo, pero
dicho color desaparecio totalmente a las 24 horas a temperatura de refrigeracion, incluso cuando la concentracion
de poliacrilamida se elevé hasta 15%. Esto llevé nuevamente a cambiar el material de soporte.

La grenetina fue el material elegido como nuevo soporte. En este caso se tuvo el mismo problema de pérdida
de color que en el sistema de poliacrilamida, pero se solucion6 cambiando la forma de los sistemas: en lugar de
usar peliculas se emplearon tubos, en los que la enzima y el sustrato fueron colocados en capas; posteriormente
se sellaron para evitar la pérdida de color por amrastre de vapor del ONP. Desafortunadamente no se pudo
conseguir la separacion fotal entre enzima y sustrato, pues aunque la temperatura era inferior a 10°C el medio
era de color amarillo. En un ensayo altemativo se utilizo grenetina como aislante, pero no funciond.

Ante los problemas que se presentaron con el ONPG se sustituyd este sustrato por X-Gal, que al ser
hidrolizado por la B-galactosidasa produce un precipitado azul. El sistema se construyé en peliculas, usando
poliacrilamida como material de soporte y n-pentadecano como aislante. Al exponer el sistema a temperatura
ambiente se obtuvo un color azul indigo de gran intensidad y estabilidad, haciendo de este sistema uno de los
mejores.

Por ultimo se construy6 un sistema con el sistema enzimatico GOD-PAP de Spinreact ® y glucosa como
sustrato. Para su elaboracion se utilizé poliacrilamida como soporte y n-pentadecano como aislante. En este
sistema la aparicion del color rosa fue notoria y su estabilidad fue grande.

En conclusion, los mejores sistemas fueron B-galactosidasa/X-Gal en poliacrilamida y GOD-PAP/glucosa en
grenetina, pues en ellos el color se produce a temperatura ambiente y se mantiene estable por grandes periodos
de tiempo.



2. INTRODUCCION

La disminucién de la temperatura es una de las técnicas mas empleadas para lograr que un alimento
permanezca sin riesgo a la hora de ser consumido y sin alterar sus caracteristicas sensoriales. Al bajar la
temperatura .se retardan las reacciones quimicas y la actividad de las enzimas presentes en los alimentos (6), ala
vez que se retarda o se detiene la proliferacion de microorganismos patdgenos, productores de toxinas y
causantes de deterioro. Mientras menor sea la temperatura de almacenamiento, menor es la velocidad de las
reacciones quimicas y enzimaticas, asi como la proliferacion microbiana. De hecho, a una temperatura
suficientemente baja, que depende de la naturaleza del alimento, no se multiplica casi ninglin microorganismo, y
como cada microorganismo tiene una temperatura 6ptima y una temperatura minima por debajo de la cual no hay
proliferacion, la temperatura a la que se almacena un alimento determinado influye en el tipo de flora
predominante (6). El almacenamiento de los alimentos a una temperatura baja (por encima de su punto de
congelacién) se denomina refrigeracion, y comercialmente se efectiia a temperaturas que varian entre los 4 y los
7°C (3). Con este método de conservacion los alimentos no sufren modificaciones importantes con rapidez y
pueden conservar sus caracteristicas sensoriales y sanitarias durante un tiempo limitado, pues la refrigeracion no
destruye a las enzimas y microorganismos: solamente los retarda (6). Pero todos los beneficios de la refrigeracion
se pierden cuando ésta no es continua, si se rompe la cadena de frio; es decir, cuando el alimento refrigerado se
saca del dispositivo frigorifico y se expone a temperaturas mas elevadas. Como mantener un alimento en
refrigeracion implica un mayor costo que mantenerio a temperatura ambiente, muchas veces la cadena del frio se
rompe al almacenar, transportar o distribuir los alimentos. Es entonces cuando se presenta un abuso de
temperatura al mantener el alimento a temperaturas superiores a los 16°C, justo en la “zona de'peligro' donde los
microorganismos proliferan rapidamente (3). Cuando el mantenimiento del alimento a esa temperatura trae como

consecuencia una mayor actividad enzimatica y el desarrollo de microorganismos de deterioro, el resultado final



es un producto que presenta cambios indeseables y no es aceptado por el consumidor, o un alimento con una
vida atil mucho menor. Ademas, mantener un producto a esa temperatura puede dar lugar a la proliferacion de
microorganismos patogenos o a la produccion de sustancias metabdlicas toxicas, sin que las caracteristicas
sensoriales del alimento se alteren; es ahi cuando se presenta el peligro. Pero, ;cémo saber si se ha presentado
un abuso de temperatura cuando no sea evidente en las caracteristicas del alimento? Esto puede lograrse
mediante el desamollo de un sistema enzimatico que permita detectar si se ha roto la cadena del frio.

Para ello se propone el uso de n-pentadecano, que es una parafina de bajo punto de fusién (9.9°C) (4). Es
sdlida a temperatura de refrigeracion y funde al romperse la cadena del frio, lo cual puede detectarse usando una
reaccion enzimatica que dé como producto un compuesto colorido. Se propone colocar la enzima y el sustrato por
separado en peliculas o en capas de diferentes soportes (n-pentadecano, poliacrilamida y grenetina) separadas
por una pelicula de n-pentadecano a temperatura de refrigeracion, tal como se muestra en la figura 1. Si la
temperatura se eleva por arriba de 10°C, la parafina se funde y entran en contacto la enzima y el sustrato,
llevandose a cabo la reaccién enzimatica, produciendo asi la coloracién deseada. De esta forma es posible
detectar que ha habido un abuso de temperatura.

Los sistemas de reaccion propuestos para producir el color en el sistema de la figura 1 fueron los siguientes:

a) La enzima B-galactosidasa de .Aspergillus oryzae que actia sobre el sustrato orto-nitrofenil-p-D-

galactopirandsido (ONPG) en presencia de agua, produciendo ortonitrofenol (ONP) que es amarillo.

b) Laenzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae que actiia sobre el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-

D-galactopiranésido (X-Gal) en presencia de agua, produciendo un compuesto que es azul indigo.
¢) La enzima glucosa oxidasa que actiia sobre la glucosa en presencia de oxigeno y agua, produciendo
perdxido de hidrogeno y gluconato. El peroxido producido reacciona a su vez con fenol y 4-

aminofenazona produciendo quinona, que es de color rosa; esta (ltima reaccion es catalizada por la



enzima peroxidasa. El conjunto de todas las enzimas y todos los sustratos excepto la glucosa, se

encuentran disponibles de manera comercial en el sistema enzimatico GOD-PAP de Spinreact.

enzima + material de soporte
\

N

n-pentadecano

NS

sustrato + material de soporte
FIGURA 1. Estructura propuesta para el sistema enzimatico

2.1, Objetivo

Desarrollar un sistema que permita, mediante una reaccion enzimética, detectar un incremento de temperatura

por arriba de la refrigeracion en alimentos refrigerados.

2.2, Hipétesis

Si se colocan la enzima (B-galactosidasa o sistema enzimético GOD-PAP) y su sustrato (ONPG/X-gal o
glucosa, respectivamente) por separado en un soporte solido, aislados uno del otro por una capa de parafina que
funda a 9.9°C, entonces cuando la temperatura se eleve por encima de la de refrigeracion se llevara a cabo una

reaccion enzimatica colorida que permita detectar abuso de temperatura.



3. ANTECEDENTES

3.1. La refrigeracion y el abuso de temperatura

Los alimentos consumidos por el hombre proceden de los reinos vegetal (semillas, tallos, hojas, raices, frutos,
bulbos y tubérculos), animal (leche, tejido muscular, visceras, huevos y miel) y mineral (agua y ciertas sustancias
minerales) (20). Aproximadamente el 50% de los alimentos son susceptibles de descomposicion dado su elevado
contenido en agua (25). Los alimentos se clasifican de forma muy general en perecederos y no perecederos. Los
perecederos son aquellos cuya composicion y contenido de humedad (actividad acuosa superior a 0.9) estimulan
el crecimiento de microorganismos de deterioro, patégenos o productores de toxinas, o la posibilidad de ser
sometidos a cambios enzimaticos 0 quimicos; a excepcion de la miel, los alimentos de origen animal son
altamente perecederos. Los no perecederos, en cambio, no pemmiten el desarrolio microbiano porque son
demasiado secos, demasiado acidos o presentan un alto contenido de aziicar o de sal; ademas experimentan
cambios quimicos o enzimaticos lentos o nulos (14). El deterioro se reconoce por cambios en las caracteristicas
sensoriales del producto (olor, color, textura y sabor). La baja estabilidad de los alimentos perecederos se debe a
la accioén de uno o mas de los siguientes agentes:

a) Los microorganismos, que utilizan los alimentos humanos como fuente de energia para realizar sus
funciones vitales y edificar sus propias estructuras. Los alimentos perecederos contienen gran riqueza en
nutrimentos, elevada actividad de agua (aw) y un pH adecuado para el desarrollo de una gran variedad de
microorganismos. Cuando la carga de estos microorganismos alcanza ciertos niveles, tienen lugar
profundas modificaciones sensoriales (emanacion de olores andmalos, aparicion de limosidad,
acumulacion de acidos, etc.) o fisicoquimicas (como precipitacion de las proteinas). Estas modificaciones

convierten el alimento en no apto para el consumo, siendo rechazado por el consumidor. Se dice



b)

c)

entonces que el alimento se encuentra deteriorado. Ademés, los metabolitos producidos se acumulan en
los alimentos y pueden ser toxicos para el hombre. Ademas existen ciertos microorganismos (0 sus
toxinas) que al ser ingeridos con los alimentos pueden dar lugar a la aparicion de enfermedades (20). Un
producto deteriorado puede no presentar desarollo de microorganismos patégenos o productores de
toxinas, pero suele ser muy desagradable al paladar. En cambio, un producto contaminado con
microorganismos patogenos o productores de toxinas puede presentar las mismas caracteristicas
sensoriales que si se encontrara inocuo.

Las enzimas, que son agentes alterantes intrinsecos contenidos en los alimentos de origen animal y
vegetal. Cuando los tejidos que constituyen los alimentos forman parte de los seres vivos, sus sistemas
enziméaticos estan bajo control. Sin embargo, cuando las células mueren se inactivan los mecanismos
que controlan la actividad de estas enzimas. Estas, al ponerse en contacto con sus sustratos, dan lugar a
la total destruccion de los tejidos (20).

Las reacciones quimicas, que también ocasionan la alteracion de los alimentos. El organismo vivo es
capaz de neutralizar estos procesos, pero una vez que ha muerto es imposible evitar se desencadenen
reacciones entre los propios constituyentes de los alimentos o con sustancias de origen extrinseco (como
el oxigeno atmosférico), dando lugar a la acumulacién de sustancias que originan el rechazo del alimento
por el consumidor, o que incluso pueden ser perjudiciales para el hombre. Estas reacciones constituyen
una serie de fenémenos muy complejos que se ven favorecidos por diversos factores de origen fisico o
quimico. Entre los primeros cabe destacar la luz solar (que facilita la autooxidacion de las grasas y
ocasiona la aparicion de ciertos aromas anémalos y de decoloraciones superficiales en los alimentos), y
las altas temperaturas (que favorecen reacciones de pardeamiento no enzimatico o desnaturalizacion de
proteinas). Entre los agentes quimicos se encuentran los &cidos y las bases (poderosos agentes

desnaturalizantes de las proteinas), los metales pesados (que facilitan las reacciones de autooxidacion y



que pueden ser toxicos a concentraciones elevadas) y el oxigeno atmosférico (que participa en todas las
reacciones oxidativas) (20).

El papel de la tecnologia alimentaria es alcanzar la seguridad y calidad en la produccion de alimentos. Su
principal objetivo es ampliar la vida (til e los alimentos (conservacion de alimentos) para lo cual es necesario
luchar contra los agentes alterantes. Por ello se han desarroliado diversos métodos de conservacion de productos
alimenticios. De todos ellos, el control de la temperatura ocupa el primer lugar (14). Los métodos de conservacion
basados en el control de la temperatura pueden clasificarse en los que emplean temperaturas elevadas
(esterilizacion, pasteurizacion, escaldado) y los que emplean bajas temperaturas (refrigeracion, congelacion).

La base de la conservacion de alimentos por frio es la dependencia respecto a la temperatura de los agentes
responsables de la alteracion de los alimentos: el crecimiento microbiano, la actividad de las enzimas y las
reacciones quimicas, cuyas velocidades suelen disminuir con el descenso de la temperatura (25). La aplicacion
del frio en sus dos modalidades (refrigeracion y congelacion) permite alargar la vida dtil de los alimentos, ya sean
frescos o procesados, durante periodos de tiempo relativamente largos con una minima repercusion en sus

caracteristicas nutritivas y sensoriales (20).

Tabla 1. Grupos de microorganismos seg(n su crecimiento en funcién de la temperatura
Grupo Intervalo de temperaturas en °C para el crecimiento
MiniMo OPTIMO MAxiMo
Psicrofilos -10a5 15a20 25a30
Psicrotrofos 5 0 menos 25a35
Mesdbfilos 10a15 30a35 35a45
Termdfilos 45 50 a 65 75a80
Fuente: Tscheuschner, Horst-Dieter. Fundamentos de lecnologia de los alimentos

Los microorganismos presentes en los alimentos pueden ordenarse en tres grupos en funcion de sus
temperaturas dptimas de crecimiento (tabla 1); estos valores pueden estar sujetos a variaciones (25). Por debajo
de la temperatura minima el crecimiento se detiene, aunque es posible cierta supervivencia con un metabolismo

fuertemente reducido.



La refrigeracion es la reduccion y el mantenimiento de la temperatura de los alimentos por encima de su punto
de congelacion, siendo las temperaturas mas habituales las comprendidas entre -1y 8°C. A esta temperatura se
detiene el crecimiento de microorganismos termofilos y mesofilos (que tienen una temperatura Gptima superior a
la empleada en este proceso de conservacion), se disminuye el crecimiento de microorganismos psicrofilos y
psicrétrofos, asi como la velocidad de las reacciones quimicas y enzimaticas. Es importante sefialar que al no ser
muy grande el descenso de temperatura, todos estos fendmenos no se evitan completamente. Por lo tanto, la
refrigeracion de los alimentos alarga su vida itil durante un periodo de tiempo limitado (generalmente dias o
semanas) que depende de las caracteristicas del producto y de la temperatura de almacenamiento (20). Las
principales ventajas de la refrigeracién sobre otros métodos de conservacion son las siguientes (21):

a) Méaxima prolongacion de la vida (ifil de los productos frescos

b) Minima modificacion de las caracteristicas sensoriales y del valor nutritivo
¢) Amplia esfera de empleo

d) Costos razonables

e) Ausencia de acciones nocivas para la salud

La mayoria de microorganismos patdgenos son mesdfilos e incapaces de crecer por debajo de 10°C. Por lo
tanto, el empleo correcto de la refrigeracién reduce mucho la alteracion y los riesgos sanitarios de los alimentos.
Para entender la importancia de la conservacion de los alimentos perecederos por refrigeracion se mencionaran
sus aspectos mas importantes en tres grandes grupos de alimentos: los vegetales, los camicos y los lacteos.
Pero antes es necesario hacer énfasis en el hecho de que en todos los ipos de alimentos se deben respetar las
tres reglas en la aplicacion de cualquier método de conservacion por frio (2). Dichas reglas fueron formuladas en
1934 por Alexandre Monvoisin y son:

a) aplicacién a un alimento sano
b) refrigeracion rapida
¢) refrigeracion continua (mantenimiento de la cadena del frio)
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En condiciones ideales, la refrigeracion de los productos perecederos comienza en el momento de la cosecha

o el sacrificio y se mantiene durante el transporte, la conservacion en bodegas, la venta y el almacenamiento

anterior al consumo. Esto no es motivado exclusivamente por el peligro de descomposicion bacteriana sino

también por cuestiones de higiene y seguridad en el producto (22). Para que Ia refrigeracion sea efectiva, ademas

de respetar las reglas de Monvoisin es necesario controlar ciertos factores, entre los que se encuentran los

siguientes (20 y 22):

3

b)

Temperatura. Cada alimento tiene una temperatura de refrigeracion optima de acuerdo con sus
caracteristicas principales (composicion, caracteristicas fisiologicas). Los refrigeradores, las camaras y
las bodegas que han sido disefiadas comectamente, proporcionan suficiente capacidad refrigeradora y
aislamiento para mantener el lugar frio a una temperatura que no fluctiia mas de + 1.2° C de la que ha
sido seleccionada.

Circulacion de aire y humedad. La correcta circulacion del aire ayuda a alejar el calor de la proximidad de
la superficie de los alimentos hacia los serpentines y placas de refrigeracion. Pero el aire que circula no
debe estar demasiado himedo ni demasiado seco. El aire con un elevado contenido de humedad puede
causar la condensacion de humedad en la superficie de los alimentos frios. Si esta condicion se extrema,
se desarrollaran hongos en la superficie a la temperatura normal de refrigeracion. Por otra parte si el aire
esta demasiado seco provocara la pérdida excesiva de humedad en el alimento. Todos los alimentos
difieren hasta cierto punto con respecto a su susceptibilidad de ser atacados por hongos y su tendencia a
deshidratarse, y para cada uno hay que encontrar un equilibrio 6ptimo. La mayoria de los alimentos se
conserva mejor a temperaturas de refrigeracion cuando la humedad relativa del aire esta entre 85 y 90%

aproximadamente.
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3.1.1. CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS

La conservacion de la came y sus productos por medio del frio es el procedimiento mas importante de
preservacion aplicado a estos articulos sin que pierdan su calidad (15). De hecho, el abastecimiento de la
poblacion con came y productos camicos de alto valor no seria realizable sin la utilizacion de sistemas de
tratamiento por frio. Con la refrigeracion de la came se persigue fundamentalmente conseguir la inhibicion del
crecimiento microbiano. El metabolismo y multiplicacion de los diversos microorganismos durante la refrigeracion
de la came es muy variable. La mayoria de los microorganismos patégenos (salmonelas, estafilococos,
clostridios, etc.) no se pueden multiplicar a una temperatura inferior a 5°C, por lo que la came refrigerada es un
alimento seguro. Los que si pueden desamollarse a esa temperatura (Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica Y Aeromonas hidrophyl3) disminuyen su velocidad de crecimiento, y seran controlados mediante
un eficiente tratamiento térmico culinario por parte del consumidor. Ademas, la refrigeracion permite controlar la
actividad de las enzimas proteoliticas o lipoliticas, ya sean tisulares o producidas por microorganismos durante el
sacrificio y manipulacién previas a la aplicacién de frio. Por Gltimo, la refrigeracion de la came permite reducir las
reacciones con el oxigeno ambiental que originan el enranciamiento oxidativo de las grasas, sobre todo cuando
se combina con un empaque que evite el contacto entre la came y el O (21). Para que la came y productos
camicos refrigerados exhiban caracteristicas optimas de calidad es necesario cumplir las siguientes condiciones:
una alta calidad inicial, baja carga microbiana en la superficie de la came y la aplicacion lo mas rapida posible de
las bajas temperaturas. Es importante sefialar que una refrigeracién dptima consigue conservar la calidad, pero
en ningln caso puede mejorarla; por lo tanto, la calidad inicial de la came es un punto con influencia decisiva
sobre la calidad del producto final (15).

La came, debido a su composicién quimica y a su gran contenido de agua, constituye un excelente sustrato

para una gran variedad de microorganismos. Cuando la came se obtiene de animales sanos, sacrificados en
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buenas condiciones higiénicas, los microorganismos contaminantes se localizan tnicamente en la superficie. Solo
se encuentran en la profundidad de las masas musculares cuando la came procede de animales enfermos o
cuando los manipuladores trabajaron sin asepsia, cuando el sacrificio del animal fue inadecuado y cuando el
siguiente proceso de refrigeracion se llevo a cabo con mucha lentitud (19).

La came fresca tiene una microflora muy heterogénea, debido a que la contaminacion inicial de la came es un
hecho totalmente aleatorio; los microorganismos que contaminan la came proceden de distintos puntos durante
todo el proceso de obtencién. Durante la refrigeracion, las bajas temperaturas retrasan la reproduccion de los
microorganismos (19). La vida util de la came refrigerada es de no méas de dos semanas en presencia de
oxigeno. Conservando la came en refrigeracion se inhibe o retrasa el desamollo de ciertas especies de
microorganismos de deterioro, patégenos o productores de toxinas. Pero si se rompe la cadena de frio y la came
s expuesta a temperaturas mas elevadas, el aumento de la temperatura provoca un incremento en la actividad
bioquimica de dichas bacterias, favoreciendo su desarolio.

El crecimiento de los microorganismos psicrotrofos responsables del deterioro es normaimente lento entre 0 y
4°C, pero cuando la temperatura es algo méas elevada se desamollan perfectamente: es el caso particular de
Pseudomonas (2). El deterioro de la came bajo estas condiciones se desarrolla con la aparicién de olores
anbémalos y sustancias viscosas, cambios debidos a los metabolitos resultantes del crecimiento microbiano:
aldehidos, cetonas, ésteres metilicos y efilicos de &cidos grasos, alcoholes, compuestos azufrados,
hidrocarburos, amoniacd, etc. (21).

La refrigeracion inhibe la actividad de los microorganismos productores de intoxicaciones o infecciones
alimentarias, cuya multiplicacion se produce alrededor de los 37°C y para desarrollarse rapidamente necesitan
una temperatura minima relativamente elevada.

Las bacterias mesofilas que crecen en la came sometida a abuso de temperatura comprenden algunas

especies de bacilos (Sa/monella, Proteus, Escherichia, Enterobactery Clostridium) y de cocos (Staphylococcus
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y Micrococcus) (19). Las temperaturas en que los microorganismos patégenos y productores de toxinas que
contaminan la came quedan inhibidos son las siguientes (2):

a) Estafilococos (produccion de toxinas): 10°C

b) Clostridium botulinum A y B (produccion de toxinas): 10°C

¢) Estafilococos (multiplicacion): 6.7°C

d) Clostridium perfringens (multiplicacion): 6.5°C, aunque a partir de 20°C para abajo su crecimiento es

mucho mas lento

¢) Salmonelas (multiplicacion): 5.2°C

) Clostridium botulinum E (produccion de toxinas): 3.3°C

Los productos camicos frescos son aquellos elaborados a partir de came con o sin grasa, picada, adicionada
o no con condimentos, especias y aditivos, y que no se someten a tratamientos de desecacion, coccidn ni
salazén. Pueden ir embutidos o no. En este grupo se incluyen las hamburguesas y la came picada como tal, asi
como los pasteles elaborados a partir de came adicionada con especias, elaborados tanto a base de vacuno y
cerdo como de ave (21). Todos los productos camicos frescos deben ser conservados bajo refrigeracion hasta el
momento de su consumo para asegurar su calidad microbiologica.

En el caso de los productos camicos tratados por calor (mortadela, salchichas, jamén cocido) se realiza una
coccion en bafio de agua a una temperatura de aproximadamente 72°C. A la temperatura mencionada se
inactivan las enzimas camicas que pudieran causar alteraciones posteriores en los productos y se favorece la
destruccion de las formas vegetativas de los microorganismos. Pero las esporas microbianas y fungicas no se
destruyen y pueden llegar a desamollarse en caso de que posteriormente se den las condiciones de temperatura
favorables. Por esa razon, después del tratamiento térmico se procede al enfriamiento rapido de los productos a
0-4°C. El enfriamiento rapido es importante por razones sanitarias y tecnoldgicas: si el producto queda mucho

tiempo expuesto a temperaturas entre 20 y 40°C (temperatura Optima para muchos microorganismos) se

13



favorece la reactivacion de los que sobrevivieron al tratamiento térmico; ademas es posible el deterioro del
producto como consecuencia de la actividad microbiana y enzimatica que continiia bajo el rango de temperaturas
mencionadas. Obviamente, después del enfriamiento rapido debe seguir un almacenamiento a temperaturas que

nunca, hasta el momento del consumo, deben superar los 10°C (21).

3.1.2. PESCADO

El pescado es uno de los alimentos mas perecederos, por lo que se necesita un manejo mas cuidadoso desde
que se captura hasta que se expende o industrializa. El tiempo que dura este peﬁodo y la manera de manipular el
pescado en dicho intervalo de tiempo determina poderosamente el grado de alteracion del mismo. En la
alteracion del pescado participan fenémenos enziméticos, oxidativos y bacterianos. La rapidez con que se
desarrollan cada uno de ellos durante el almacenamiento del pescado depende, en primer lugar, de los principios
de conservacién de alimentos, y en segundo lugar del tipo de pescado y los métodos de captura utilizados. No
obstante, la accion microbiana es siempre el factor que adquiere mayor relevancia en la alteracion del pescado
fresco, sin duda debido a los elevados valores de pH y aw, y a la riqueza de nutrimentos disponibles para el
crecimiento bacteriano.

La alteracion microbiana del pescado se describe cominmente como un proceso proteolitico. Aunque
indudablemente tiene lugar un cierto grado de hidrdlisis proteica, al menos en los estadios iniciales, parece que el
proceso de alteracion también implica la utilizacién por los microorganismos de compuestos nitrogenados no
proteicos solubles. No obstante, puede utilizarse la ribosa producida como consecuencia de la degradacion del
ATP.

Los tipos de bacterias predominantes y que componen el 80% de la microbiota del pescado, son las bacterias

Gram negativas de los géneros Pseudomonas, Alteromonas, Shewanella, Moraxella, Acinetobacter y Vibrio.
En pescados de zonas fropicales y subtropicales puede haber un predominio de microorganismos Gram positivos
14



como Bacillus, Micrococcus ¥ corineformes. Una situacion similar se da en peces de agua dulce en los que
predominan los Gram positivos en las especies de agua caliente, y los Gram negativos en las especies de agua
fria. Aunque en pescado de agua dulce de regiones frias también pueden existir Gram positivos, la cantidad de
Gram negativos siempre prevalecera. Desde el punto de vista sanitario existen dos especies bacterianas que
pueden formar parte de la microflora normal del pescado, son el Clostridium botulinum del tipo E y de los tipos
no proteoliticos By F, y Vibrio parahemolyticus.

Como el pescado comienza a alterarse inmediatamente después de su captura, es imprescindible que se
aplique una manipulacién cuidadosa lo antes posible para lograr mantener el grado de frescura inicial tanto como
sea posible. Una manipulacion cuidadosa implica tener presentes tres principios generales: enfriar el pescado lo
mas pronto posible después de la captura, evitar abusos de temperatura y mantener un elevado grado de
limpieza tanto en cubierta como en la bodega del barco. Si la manipulacién a bordo y la estiba se realizan en
forma adecuada se contribuye notablemente a mantener la frescura del pescado.

La operacion mas critica de la manipulacion del pescado a bordo es, por lo general, lograr un rapido
enfriamiento. La conservacion del pescado a bordo requiere de una buena refrigeracion y un manejo adecuado
para evitar que el producto sufra dafios fisicos. El estibado en cajas ofrece la posibilidad de separar el pescado
de diferentes capturas y mantiene el pescado refrigerado dentro de la caja incluso durante el desembarco y el
transporte (21).

3.1.3. LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Cuando la leche llega a la central lechera, queseria, efc., contiene siempre una abundante microbiota

procedente de diversas fuentes. Existen microorganismos terméfilos, mesdfilos y psicrotrofos; de éstos la mayoria

son termolabiles, pero algunos son termoduricos. Entre esta diversidad unos poseen B-galactosidasa y son
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capaces, por tanto, de metabolizar activamente la lactosa que es el principal carbohidrato de la leche; algunos

elaboran proteasas, pudiendo atacar a las proteinas de la leche, y otros producen lipasas por lo que pueden

degradar la materia grasa; existen otros que no se pueden desarrollar bien en la leche, comportandose ésta como

mero vehiculo, y otros son los patégenos que pueden causar serios problemas al consumidor.

Si se hace un analisis detallado de la microbiologia de la leche y los productos lacteos se hara inevitable caer

en la redundancia; por ello se manejara una clasificacion funcional de los microorganismos mas importantes en

Lactologia, es decir, atendiendo a los efectos que pueden producir en la leche y productos lacteos. Se han

clasificado en: bacterias lacticas, bacterias esporuladas, bacterias psicrotrofas, bacterias de origen fecal,

microorganismos patogenos y miscelaneos.

a)

b)

Bacferias lacticas. La importancia de este grupo debe manejarse desde dos puntos de vista totalmente
opuestos, ya que pueden comportarse como microorganismos deterioradores o como beneficiosos. La
accion deteriorativa se debe a que metabolizan la lactosa produciendo 4cido lactico que, al acumularse
en la leche, ocasiona un descenso del pH y que cuando alcanza un valor de 4.6 (a temperatura ambiente)
origina una precipitacion en las caseinas, con lo que se produce una alteracion de la leche. Normalmente
la leche cruda es el producto mas afectado. Por lo tanto, en la leche cruda es necesario detener la
multiplicacion de las bacterias lacticas, lo que se consigue eficazmente mediante la refrigeracion, ya que
son bacterias mesdfilas o termdfilas y dejan de multiplicarse activamente por debajo de los 8-10° C.

Bacternias esporuladas. Entre la microbiota de la leche pueden existir formas esporuladas, principalmente
del género Clostridium y Bacillus. En Lactologia la importancia de la presencia de esporas en la leche
tiene dos vertientes: una en relacion con las leches esterilizadas y otra con los quesos duros y semiduros.
En cuanto a leches esterilizadas es de suma importancia destruir todas las esporas con el tratamiento
térmico para evitar la modificacion de las propiedades sensoriales y la pérdida de valor nutritivo. En

quesos las esporas de Clostridium tyrobutyricurm cobran gran importancia, ya que al germinar y
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c)

d

e)

multiplicarse los microorganismos, generan gas como uno de los productos de su metabolismo, que es
perjudicial para los quesos originandose un hinchamiento conocido como hinchamiento tardio.

Bacterias psicrotrofas. Estas bacterias son francamente termolabiles, mucho mas que las bacterias
lacticas, por lo que su tasa se reduce a valores estadisticamente despreciables durante los tratamientos
térmicos. Sin embargo, las proteasas y lipasas extracelulares elaboradas por algunas cepas, en especial
las Pseudomonas, son termorresistentes, no desactivandose totalmente ni siquiera con los tratamientos
térmicos utilizados en la esterilizacion. La consecuencia de la gran tefmoestabilidad de las lipasas y las
proteasas producidas por las bacterias psicrotrofas es que pueden seguir actuando, si las condiciones de
temperatura de almacenamiento y pH del producto son favorables en los pmductos ya elaborados, dando
lugar a degradaciones del material proteico y lipidico en los productos y derivados lacteos que se
almacenan durante largos periodos de tiempo.

Bacterias de origen fecal. La presencia de altas tasas de estos microorganismos constituye un indice de
obtencién y manipulacion de la leche en condiciones higiénicas deficientes. En medio de cultivo bilis-
lactosa-peptona, los coliformes producen CO2 y Ha; ademas producen acido lactico, acético y formico, asl
como alcohol (13). En la leche metabolizan la lactosa produciendo entre otros compuestos acido lactico y
diéxido de carbono. El primero, junto al producido por las bacterias lacticas, origina un aumento en la
acidez de la leche, lo cual como se vio antes es de gran importancia para la leche cruda. Este efecto se
contramesta oon una refrigeracion adecuada. La produccion excesiva de diéxido de carbono puede dar
lugar al hinchamiento del queso, lo que se conoce como hinchamiento temprano.

Microorganismos patégenos. Los mas importantes son Escherichia coli enteropatogénica, Listeria
monocytogenesy los del género Sa/monells.

Miscelaneo. En éste grupo se ha incluido una serie de microorganismos que participan en la maduracién
de ciertos tipos de quesos o en los procesos fermentativos de determinados productos lacteos. Estos
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microorganismos son  Brevibacterium linnens, Propionibacterium  freudenreichii,  Penicillium
camemberti, Penicillium roquefortiy Candida kefyr(21).
Asi mismo, la leche puede sufrir deterioro lipolitico por lipasas endogenas y esta reaccion de hidrolisis es

dependiente de la temperatura (17).
3.44. LOS PRODUCTOS VEGETALES

Las hortalizas y frutas tienen muchas semejanzas con respecto a su composicion, métodos de cosecha,
pecuiaridades de aimacenamiento y procesamiento. En efecto, muchas hortalizas pueden ser consideradas
frutas en sentido botanico exacto. Botanicamente las frutas son aquellas partes de las plantas que almacenan las
semillas. Por lo tanto, productos como tomates, pepinos, berenjenas, chiles, pimientos, elotes y otros, tendrian
que ser clasificados sobre esta base como frutas. Sin embargo, la diferencia entre frutas y hortalizas fue hecha
sobre la base de su uso. Las clases de plantas que se consumen generalmente durante el transcurso de la
comida principal son consideradas como hortalizas. Las que cominmente se comen como postre son
consideradas como frutas. Esta es la diferencia hecha por los productores de alimentos, por ciertas leyes de
compraventa y por el pablico consumidor.

Cuando las hortalizas estan madurando en el campo cambian de dia en dia. Hay un momento en el que la
hortaliza esta en su punto mas alto de calidad en textura, color y sabor. Esta alta calidad puede pasar
rapidamente y puede perderse en un solo dia. La cosecha y el procesamiento de las hortalizas, incluidos tomates,
maiz y chicharos son estrictamente controlados para conocer el punto maximo de calidad.

Después de ser cosechada la hortaliza puede pasar rapidamente mas all4 del punto maximo de calidad. Esto
es independiente del deterioro microbiano. En el elote, en 24 horas a temperatura ambiente, pierde el 26% del

total de azicares, lo que significa una pérdida correspondiente en dulzor. Incluso si se almacena inmediatamente
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con refrigeracion a 0° C, el 8% del aziicar se pierde en 24 horas y el 22% en 4 dias. Parte de este azicar
seguramente se convierte en fécula y parte se quema durante el proceso de respiracion. En forma similar,
chicharos y frijoles pueden perder mas del 50% de su aziicar en un dia a temperatura ambiente; las pérdidas son
menores en refrigeracion pero también en dicha condicion siempre se efectia un cambio grande en lo duice y
fresco de sabor, alrededor de 2 o 3 dias. No todas las pérdidas de azicar son debidas a su consumo durante la
respiracion o a su conversion en fécula. Los esparragos pueden convertir una parte de su azicar en tejido fibroso
después de la cosecha y esto contribuye a una consistencia mas lefiosa.

Junto con la pérdida de azicar, la evolucion de calor puede ser un problema serio si grandes cantidades de
hortalizas apiladas son transportadas o conservadas durante su procesamiento. A temperatura ambiente, algunas
hortalizas liberan calor a razén de 1.27 x 102 kJ/kg por dia; esto es suficiente para que cada tonelada de
hortalizas derrita 362.872kg de hielo por dia. Como el calor destruye ademés las hortalizas y favorece el
desarollo de los microorganismos, las hortalizas cosechadas se deben enfriar rapidamente antes de procesarse.

El enfriamiento s6lo baja el grado de deterioro pero no lo impide y las hortalizas reaccionan de manera
diferente a la resistencia en el almacenaje en frio. Cada hortaliza tiene su temperatura maxima para el
almacenaje, la cual puede estar entre 0 y 10° C. Un almacenaje mas frio que 7.5°C en el caso de pepinos, por
ejemplo, puede traer resultados como picaduras, porciones blandas y deterioro general. Lo que sucede a una
temperatura demasiado baja es que el metabolismo normal de las hortalizas vivas se altera y se presentan varias
anormalidades, asi como que se mengua la resistencia frente a la invasion de microorganismos que se hayan

presentes y que pueden crecer durante el almacenaje a bajas temperaturas (22).

3.2. Los indicadores de abuso de temperatura

En una era de consumidores informados, elaborar un producto alimenticio exitoso se ha vuelto un trabajo muy

complejo. Los consumidores esperan caracteristicas sensoriales y nufricionales superiores y una imagen
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saludable del producto (un producto que sea seguro). Ademas, prefieren los productos minimamente procesados,
con pocos 0 ningun aditivo, que se conserven por mucho tiempo y convenientes para preparar y usar (24).

El Instituto Intemacional de Refrigeracion (IIR) y la Organizacion de Alimentos y Agricultura (FAO)! calculan
que de toda la produccion agricola mundial en 1996 estimada en 4,500 millones de toneladas (incluyendo
pescado y productos marinos) solo 350 millones de toneladas son refrigeradas; esta cantidad equivale tan solo al
40% en peso de los alimentos consumidos por los 1.2 billones de habitantes de los paises industrializados en ese
afio. Por lo anterior es logico suponer que las pérdidas alimenticias son considerables. De acuerdo con datos del
IIR, las pérdidas mundiales se encontraban en el rango de 25 a 30% en 1996. En ese afio las pérdidas mundiales
en productos vegetales fueron de 30 a 40%. En términos energéticos, la produccion mundial en el mencionado
afio fue equivalente a 19,900 kJ per cépita por dia, de los cuales sdlo 11,370 kJ per cépita por dia fueron
aprovechados por los consumidores. Del resto de energia (8,530 kJ per cépita por dia), la mitad comrespondia a la
alimentacidn animal y semillas para la siembra siguiente; la otra mitad (més de 4,000 kJ per cépita por dia)
correspondia a pérdidas ocurridas durante el almacenamiento, transporte y ventas al menudeo.

Esto no puede ser tolerado actualmente, especialmente con productos perecederos, cuya seguridad depende
de las condiciones posteriores al procesamiento, y en una era donde los avances tecnologicos permiten mantener
los alimentos a bajas temperaturas desde el punto de produccion hasta las manos del consumidor. Todas las
medidas propuestas hasta ahora para asegurar la seguridad alimentaria universal (es decir, asegurar que
alimentos suficientes, tanto en calidad como en cantidad, se encuentran disponibles para cada habitante de
nuestro planeta) se han enfocado en incrementar la produccién (por ejemplo, aumentando la superficie de tierra
bajo cultivo); sin embargo, también es importante reducir las pérdidas post-procesamiento. Es aqui donde la
refrigeracion puede contribuir a la seguridad alimentaria.

' Nota informativa sobre refrigeracion y alimentos publicada por el Instituto Internacional de la Refrigeracion en noviembre
de 1996 (www.iir.com).
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El almacenamiento, la manipulacion y la distribucion de los productos perecederos son reconocidos como
puntos criticos de control (CCPs) muy importantes. Monitoreando y controlando efectivamente estos CCPs es
posible obtener productos seguros y que cumplan con las exigencias de los consumidores, reduciendo al minimo
las pérdidas.

Una vez que el alimento deja la etapa de procesamiento, la conservacion de sus caracteristicas por largo
tiempo depende del ambiente dentro y fuera del empaque. Los parametros mas importantes a considerar son:
composicion de la atmésfera, humedad relativa, estrés mecanico o por presion, luz y temperatura. Los cambios
en las condiciones externas pueden provocar un cambio dentro del empaque con subsecuentes efectos sobre la
calidad (24).

Para maximizar la calidad, el control de las condiciones externas debe llegar hasta el punto de consumo. Sin
embargo, en la mayoria de los casos el control por parte del fabricante es minimo una vez que el producto llega a
la cadena de distribucion. En el mejor de los casos (para las pocas compafiias que tienen sus propios sistemas
de distribucion) este control cesa a nivel del local o centro de distribucion. Durante las fases de almacenamiento y
transporte, con mucha frecuencia las condiciones de temperatura no son las ideales y pueden ocurrir abusos de
temperatura, y como las velocidades de reaccion que estan relacionadas con la pérdida de los atributos de
calidad generalmente son fuertemente dependientes de la temperatura, se provoca una pérdida acelerada de la
calidad al exponer los productos a altas temperaturas, dando lugar a productos no aceptables antes o al nivel de
ventas al menudeo.

Para evitar el abuso de temperatura, lo que se requiere es una forma efectiva para monitorear individualmente
la condicién de temperatura de los productos alimenticios durante la distribucién, para indicar su estado de
calidad o su potencial de no ser seguros. Los indicadores de abuso de temperatura pueden cubrir estos

requerimientos (24).
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Un indicador de abuso de temperatura puede ser definido como un dispositivo simple y barato que pueda
mostrar un cambio facilmente medible y dependiente del tiempo y la temperatura, que refleje completa o
parcialmente la historia térmica del producto al cual se encuentra asociado.

El principio de operacién de un dispositivo de este tipo es un cambio irrevefsible que puede ser mecanico,
quimico o enzimético, y que generalmente se expresa como una respuesta visible en forma de una deformacion
mecanica, desarrollo o movimiento de color. La velocidad del cambio debe ser dependiente de la temperatura, y

la lectura obtenida dar informacién acerca de las condiciones de almacenamiento a las que el sistema ha sido

expuesto.
FIGURA 2. Clasificacién de los indicadores de tiempo-temperatura

segiin Taoukis y Labuza (24)
( a) Indicadores de temperatura critica (CTIs)

Dispositivos indicadores .

de abuso de temperatura b) Integradores tiempo — temperatura critica (CTTIs)

¢) Indicadores o integradores tiempo — temperatura (TTIs)
N\

Los indicadores pueden ser clasificados de acuerdo con la informacién que proporcionan, su funcionalidad y

su principio de operacion. Se han propuesto muchas clasificaciones para estos sistemas, pero en el presente
trabajo se hara mencion a la clasificacion de tres categorias propuesta por Taoukis y Labuza (24) que se muestra
en la figura 2.

Los Indicadores de Temperatura Critica (CTls) muestran la exposicion por abajo o por amiba de una

temperatura de referencia. Cuando la exposicion es por ariba de la temperatura de referencia se dice que se
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comete un abuso de temperatura. Estos dispositivos no muestran el historial completo de exposicion por abajo o
por arriba de la temperatura critica, simplemente indican que el producto ha sido expuesto a una temperatura
indeseable por un tiempo suficiente para causar un cambio critico en su seguridad o calidad, como resultado de
reacciones fisicoquimicas o biologicas que muestran un cambio repentino de velocidad. Algunos ejemplos son el
deterioro ireversible de textura causado por cambios de fase, tales como el descongelamiento de alimentos
congelados o el congelamiento de productos frescos o refrigerados, la fusion de chocolates, la desnaturalizacion
de una proteina importante por arriba de la temperatura critica y el crecimiento de un microorganismo patégeno
amiba de una temperatura critica tal como 7.2°C. Los CTls fueron el primer tipo de indicadores desamollados. Un
ejemplo de CTI esta disponible en 3M ®. Se trata de un boton de exposicion a la temperatura (figura 3) que indica
la exposicion en 5 minutos con el cambio completo de color en 2 horas a cualquier temperatura de abuso
seleccionada en el rango de -17 a 66°C (24).

Los Integradores Tiempo-Temperatura Critica (CTTls) indican una respuesta que refleja la exposicion tiempo
— temperatura acumulativa amriba de una temperatura critica de referencia. Son utiles para reacciones importantes
en calidad o seguridad que ocurren a velocidades medibles sdlo amriba de una temperatura critica. Su respuesta
puede ser traducida a un tiempo de exposicién equivalente bajo la temperatura critica, por ejemplo, el crecimiento
microbiano o la actividad enzimatica que son minimos por debajo de la temperatura critica. Combinaciones de
més de un CTTI pueden dar una aproximacién muy cercana a la historia real tiempo - temperatura del alimento
(24).

Los Indicadores o Integradores Tiempo-Temperatura (TTls) dan una respuesta continua dependiente de la
temperatura. Integran en una medida sencilla el historial competo de tiempo - temperatura desde el tiempo de
activacion y pueden ser usados para indicar una temperatura efectiva promedio durante la distribucion. Esta
temperatura puede ser comelacionada tebricamente con reacciones de pérdida de calidad continuas y
dependientes de la temperatura.
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En el caso de la presente investigacion se trata de desarrollar un CTI cuya temperatura de referencia sea
10°C, de forma que se pueda detectar cuando un producto refrigerado ha sido sometido a abuso de temperatura.

FIGURA 3. Ejemplo de CTI (Monitor Mark
Time / Temperature Button de 3M ®)

B. Boton después de 5 minutos a 37°C

3.3. Sistemas enzimaticos para uso en dispositivos indicadores de abuso de
temperatura

3.31. LAENZIMA B-GALACTOSIDASA

La enzima lactasa o B-galactosidasa es una enzima que cataliza la hidrélisis de la lactosa, mediante la ruptura
del enlace B (1-4) que une a los monosacaridos, por inclusion de una molécula de agua, resultando asi en los
respectivos D-glucosa y D-galactosa (9).

La utilizacion de lactasa en la industria lactea se da principalmente con el objeto de producir leche para
personas con problemas de intolerancia a este disacarido, pero ademas existen intereses técnicos que cada vez
adquieren mas importancia para fabricantes de productos lacteos, y que dan a esta enzima un potencial de
utilizacién todavia mayor (9 y 12).
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Las B-galactosidasas microbianas se han venido utilizando en forma comercial desde la década de los
cincuentas en algunos paises, pero en forma mas importante desde principios de la década de los ochentas, en
que aparecié un gran nimero de productos con actividad de lactasa. Las fuentes de obtencion de los productos
enziméticos con fines comerciales se limitan a los hongos Aspergillus niger y Aspergillus oryzae, y a las
levaduras Kluyveromyces marxianus (K. fragilis, Kluyveromyces lactis Y Candida kefyr. El desarolio de
técnicas biotecnoldgicas tanto de produccion como de purificacion, permite que actualmente se disponga de
diversas preparaciones enzimaticas comerciales a partir de estos microorganismos (9). De estos
microorganismos, Kluyveromyces marxianus es el mas usado en estudios encaminados a descubrir su
utilizacién en el suero. La proteina celular, la produccién de alcohol y de B-galactosidasa son los temas de los
que més frecuentemente se estudia. La cepa més utilizada para estos estudios es la NRRL-Y-1109, debido a su
gran capacidad para utilizar la lactosa como fuente de carbono y por lo tanto tiene una gran capacidad para
producir la enzima B-galactosidasa (11), esto la hace tener un alto potencial desde el punto de vista econdmico
(8). En el caso de la presente investigacion se utilizé la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae, cuyas condiciones
optimas de reaccion son: pH 5.0 y temperatura de 50-55°C (10).

La actividad de las enzimas en general se expresa por medio de las unidades intemacionales. Una unidad
intermacional (1U) de enzima es la cantidad que cataliza la formacién de 1umol de producto por minuto bajo
condiciones determinadas. La concentracion de enzima en una preparacion no pura se expresa en términos de
unidades por mililitro (23). La actividad de las B-galactosidasas es medida usualmente empleando un sustrato
sintético: el o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG). El mecanismo de accion de las enzimas sobre este
sustrato es similar al de lactosa como sustrato, excepto por la interaccion fuerte del siio activo con la
relativamente hidrofébica parte aglucon (o - nitrofenol) en relacién con la interaccion con la parte del azicar

(galactosa). Existe evidencia de que el modelo del mecanismo de hidrolisis del ONPG por parte de la lactasa, ha
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sido determinado (16). En términos generales la lactasa hidroliza el enlace B (1-4) de la molécula de ONPG

produciendo o - nitrofenol y galactosa, como se muestra en la figura 4.

Galactosa
CHzOH
HO}—"~OH

CH

H,O H

CHaOH
L JE
H .‘
RO, P
s ) ONP
ONPG
FIGURA 4. Reaccion catalizada por la enzima [-galactosidasa sobre el sustrato ONPG

Ademas del ONPG existen otros sustratos sintéticos para la p-galactosidasa. Uno de ellos es el X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido), cuya estructura se muestra en la figura 5. Este sustrato es usado
en biologia molecular para detectar cepas bacterianas productoras de la enzima. La B-galactosidasa hidroliza al
X-Gal formando un precipitado azul indigo. De esta forma, las bacterias que son positivas para esta enzima
producen colonias azules cuando crecen en presencia del sustrato. El color azul indigo del producto de la
reaccion hace pensar que el sustrato X-Gal es adecuado para ser utilizado en dispositivos indicadores de abuso

de temperatura.

- FIGURA 5. Estructura del X-Gal, sustrato
sintético de la enzima B-galactosidasa




3.3.2. EL SISTEMA ENZIMATICO COLORIMETRICO GOD-PAP DE SPINREACT ®

El sistema enzimatico GOD-PAP es utilizado para la cuantificacion de glucosa in vitro. Se trata de una version
comercial del ﬁ}étodo de Trinder, cuyo fundamento es que la glucosa es oxidada por la enzima glucosa oxidasa
(GOD) a acido glucénico con la liberacion de perdxido de hidrogeno (reaccion 1 de la figura 6). Para poder seguir
espectrofotométricamente el curso de esta reaccion, es necesario acoplar a la misma una segunda reaccion
enzimatica indicadora. En el caso del sistema GOD-PAP se adiciona al medio la enzima peroxidasa (PAP), que
elimina el peroxido de hidrégeno a medida que se forma, convirtiéndolo en agua y oxigeno; también se adiciona
4-aminofenazona y fenol, que reaccionan para producir quinonaimina, que es de color rosa y puede ser medida

espectrofotométricamente a 505nm (reaccion 2 de la figura 6).

FIGURA 6. Reacciones del sistema enzimatico GOD - PAP de Spinreact ®
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34. Materiales de soporte para uso en dispositivos indicadores de abuso

de temperatura
3.4.1. GRENETINA

El colageno es una proteina fibrosa, que contribuye muy significativamente a las singulares funciones del
tejido conectivo de la piel, los cartilagos, los huesos, etc. La unidad estructural del colageno es el tropocolageno,
una proteina con forma de varilla (15A de diametro y 3,000A de longitud) formada por tres cadenas polipeptidicas
(lamadas cadenas «) superenrolladas en una friple hélice. Cada cadena a forma una hélice con giro a la
izquierda y tres restos por vuelta. El superenrollamiento de las tres cadenas para formar la triple hélice tiene giro
ala derecha.

Triple hélice. Las cadenas contienen 100 restos de aminoacidos de composicion variada. Esta composicion
aminoacidica de las cadenas a es la causante de la existencia de al menos cuatro tipos de colageno (tabla 2). En

cada uno de los tejidos suele haber mas de un tipo de colageno.

TABLA 2. Tipos de colageno
Tipo Triple hélice Distribucion
| | 2 cadenas a1(l) idénticas + una cadena a2 Piel, tendones, huesos
I 3 cadenas a1 (1) Cartilagos y discos intervertebrales
1l : 3 cadenas a1(lll) Vasos sanguineos, tero
v 3 cadenas a1(IV) Membrana basal, glomérulos renales

Del colageno a la grenetina. Las principales materias primas de la industria del colageno son la piel de cerdo,
el cuero de vaca y los huesos. Generalmente para la elaboracion de gelatina comestible se parte de la piel de

cerdo.
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La materia prima tiene que ser pretratada manteniéndola durante 8 a 12 semanas sumergida de 15 a 20°C en
una suspension de Ca(OH)2 del 2 al 5%, seguido de una neutralizacion con un acido mineral diluido (< $%, pH 3.5
a4.5) durante 20 a 48 horas a temperatura ambiente, sequido de un lavado.

La gelatina neutralizada se extrae a una temperatura entre 50 y 60° C. El proceso alcalino se usa
ampliamente para pretratar el cuero vacuno y el acido para la piel de cerdo. A la gelatina obten'i'da por el método
&cido se le denomina tipo A y a la preparada por el método alcalino de tipo B.

El pretratamiento despolimeriza al colageno, rompiendo los enlaces cruzados inter e intramoleculares. El
tratamiento alcalino hidroliza los enlaces entre la glutamina y la asparagina, por lo que el punto isoeléctrico de la
gelatina preparada por este método es de aproximadamente 5, en contraste con el que ofrece la gelatina obtenida
por el método acido que es de 9 aproximadamente.

La extraccién a temperaturas elevadas sigue rompiendo enlaces entrecruzados, pero sobre todo, destruye los
puentes de hidrégeno que juegan un papel clave en la estabilizacion de la estructura del colageno. La gelatina
extraida se somete luego a clarificacion, filtracion, evaporacion, esterilizacion y secado, para obtener un producto
en forma de polvo.

La estabilidad térmica del colageno, esta relacionada con su contenido de iminoacidos (prolina e
hidroxiprolina). Cuanto méas elevado sea el contenido de iminoacidos, mayor es la estabilidad de las hélices. El
colageno se desnaturaliza a temperaturas mayores a 40°C para dar una mezcla de especies con una, dos o tres
cadenas polipeptidicas enrolladas al azar. Un enfriamiento controlado, hasta temperaturas por debajo de fusién,
conduce a la recuperacion de una estructura helicoidal reformada.

El repliegue inicial es rapido y afecta a las regiones Gly-I-| de las cadenas polipeptidicas, dando origen a una
sola vuelta de una hélice a la izquierda. Esta “nucleacién” a lo largo de la cadena polipeptidica se estabiliza
estructuralmente por la formacion de puentes de agua. Luego el polipéptido nucleado se pliega formando bucles,
con las regiones nucleadas alineadas para formar cordones de tres hebras y alinean sus regiones nucleadas con

las de ofras cadenas polipeptidicas. A concentraciones suficientemente altas son posibles alineamientos
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intercatenarios, y pueden darse asociaciones de cadenas polipeptidicas que formen moléculas de colageno
estructuradas en triple hélice.

En ambos casos, una vez alineadas las regiones nucleadas, el resto de la cadena o de las cadenas
comienzan a renaturalizarse a una velocidad que depende de la temperatura de enfriamiento. Un enfriamiento
con un AT elevado, provoca también una renaturalizacion rapida que conduce a que ciertas zonas no estén
disponibles para la formacién de estructuras helicoidales. Asi, se obtienen colagenos restaurados con diversos
grados de perfeccion.

La gelificacion de la grenetina. La gelificacion de las disoluciones de gelatina se comesponde con la
restauracion de la estructura del colageno por parte de las moléculas desordenadas de gelatina; sin embargo, la
gelatina comercial tiene una composicién y una estructura heterogéneas, relacionadas con el proceso de
obtencién y con la materia prima. La gelatina puede contener cadenas polipeptidicas de pesos oscilantes entre
30,000 y 300,000Da. La composicién de aminoécidos es variada: por ejemplo, la obtenida por tratamiento alcalino
contiene mas grupos carboxilo que la obtenida por el tratamiento acido. Por consiguiente, en una disolucion de
gelatina el proceso de restauracion es limitado. La nucleacion afecta a la union para el establecimiento de la red
tridimensional del gel. Durante el posterior enfriamiento, se produce un ordenamiento adicional, via asociaciones
inter e intracatenarias. El enrollamiento y replegamiento de ciertas regiones dan origen a la restauracion de la
estructura tipica del colageno y eso refuerza y da rigidez al gel. El gel resultante es una red abierta formada a
través de una asoaacnén de las cadenas en la zona de union, ricas en grupos imino, reforzadas por regiones en

las que se ha reconstruido la estructura helicoidal del colageno (26).

34.2. POLIACRILAMIDA

La poliacrilamida es la matriz mas utilizada para llevar a cabo la separacion de proteinas por electroforesis,

pues es estable y no reacciona con las muestras o retarda su movimiento. Esta matriz esta compuesta de
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acrilamida copolimerizada con N,N'-metilen-bis(acrilamida) en presencia de radicales libres. El proceso de

polimerizacion se muestra en la figura 7 (5).

FIGURA 7. Proceso de polimerizacion de la acrilamida
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La polimerizacion de la acrilamida ocurre cuando el persulfato de amonio (iniciador) es disuelto en agua, y con
lo cual se forman radicales sulfato libres (figura 7A). EI compuesto tetrametilendiamina (TEMED) es usado como
catalizador de la formacién del gel debido a su habilidad para existir en forma de radical libre; gracias a esto
permite la descomposicion del persulfato y la iniciacion de la polimerizacion. Cuando estos radicales libres entran

en contacto con la acrilamida se forman largas cadenas poliméricas de la manera descrita en la figura 7. Las
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cadenas poliméricas de acrilamida no gelificaran mientras la N,N-metilen-bis(acrilamida) no se encuentre
presente, pues ésta ultima formara los enlaces entre las cadenas de acrilamida (figura 7E) (5).

Los tamafios de poro de la matriz de poliacrilamida dependen de la concentracion de acrilamida,
bis(acrilamida) y catalizadores (5). La velocidad de polimerizacion depende de la concentracion de los iniciadores.
La concentracion de iniciadores también influye en la longitud de la cadena polimérica e incluso puede alterar la
estabilidad mecénica del gel. La polimerizacion se detiene cuando desaparecen los radicales libres del medio, por
lo que el oxigeno, al secuestrar los radicales libres, inhibe el proceso de polimerizacion, como se ilustra en la
figura 7. Los geles de poliacrilamida tienen la propiedad de ser completamente transparentes, por lo que se
piensa que pueden ser usados como soporte de sistemas indicadores de abuso de temperatura.

3.5. El papel del agua en la catalisis enzimatica

El agua, ain en bajas cantidades, es un ingrediente esencial para la catalisis enzimatica: permite a la enzima
desplegar movimientos conformacionales indispensables para la actividad enzimatica (7). En el pasado, los
estudios acerca del desempefio de las enzimas solo se hacian en medios acuosos y no se prestaba mucha
atencion a las reacciones enzimaticas en medios no acuosos. El estudio de la actividad enzimatica en medios no
acuosos, como disolventes organicos, ha cobrado interés en los Gltimos afios ya que se han descubierto muchas
aplicaciones, entre ellas el uso de sustratos en fase gas (7), asi como la posibilidad de usar a las enzimas
inmovilizadas sobre soportes de agar o silica, lo cual se traduce en ahormo de recursos por la posibilidad de
reutilizacion de la enzima (12). Se han hecho muchos estudios encaminados a comprender la forma en que
funcionan las enzimas en ambientes deshidratados, abordando el problema desde los puntos de vista estructural
y cinético, los cuales han puesto en evidencia la alta capacidad de las enzimas para conservar su actividad y su
selectividad en ese tipo de medios (18). Esto ha originado que se tengan varias expectativas sobre futuras

aplicaciones biotecnologicas en medios organicos, por toda una serie de ventajas que esto implicaria. Algunas de
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las ventajas que hacen atractivo el uso de enzimas en disolventes organicos son la alta solubilidad que pueden
presentar algunos sustratos, la habilidad de las enzimas para actuar sintéticamente en lugar de degradativamente
bajo estas condiciones (18), ya que la ausencia de agua elimina la hidrolisis competitiva; del mismo modo, la
especificidad por el sustrato, la regioselectividad y la estereoselectividad de la enzima pueden ser controladas por
variaciones en el medio de reaccion (18), el aumento de la termoestabilidad de las enzimas y la posibilidad de
recuperar el producto por simple evaporacion del disolvente, entre otras.

Los primeros sistemas estudiados con disolventes organicos estaban constituidos por mezclas de agua con
disolventes hidrofilicos, o con disolventes hidrofobicos para formar sistemas de dos fases liquidas. No fue sino
hasta la publicacion del trabajo clasico de Zaks y Klibanov en la década de los 80's cuando se establecié
claramente la posibilidad de efectuar una reaccion enzimatica con lipasa pancreatica en un medio organico
verdaderamente no acuoso: la reaccion de transesterificacion de tributirina con 1-heptanol, donde la primera
funcionaba simultaneamente como medio de reaccion y sustrato; la enzima fue adicionada como polvo, y la Gnica
cantidad de agua en el sistema era la adsorbida en la enzima. Este descubrimiento es un verdadero parteaguas
en la tecnologia enzimética, y establecié aspectos muy relevantes en el entendimiento de la funcionalidad de las
enzimas: primero, que aunque las reacciones enzimaticas pueden realizarse en sistemas no acuosos, hay un
minimo de agua indispensable para que la enzima mantenga su actividad catalitica (7). Debido a lo anterior, la
esterificacion y transesterificacion catalizadas por lipasas en medios no acuosos (por ejemplo disolventes
organicos) fueron el area de mayor investigacion en la década de los ochenta (7). El segundo hecho relevante del
trabajo de Zaks y Klibanov, relacionado con la rigidizacion de la estructura de la enzima en ausencia de agua, fue
la posibilidad de llevar a cabo la reaccién a 100°C sin que se desnaturalizara, lo cual es factible por el hecho de
que una enzima practicamente libre de agua, o con muy bajos niveles de hidratacion, se encuentra rigida, y al
reducir su movilidad se incrementa su termoestabilidad en disolventes organicos, incluso recientemente se

demostré que enzimas que requieren muy poca agua para mantener su actividad catalitica pueden ser activas a

25



temperaturas cercanas a 200°C; asi, a medida que se incrementa la cantidad de agua de la enzima su actividad
aumenta y su termoestabilidad decrece (7).

Como se menciond antes, las funciones de la enzima son fuertemente dependientes del agua presente en el
sistema. Como un indicador primario de disponibilidad de agua se usa el concepto de actividad acuosa (aw). Este
parametro determina la posicion del equilibrio en reacciones de hidrélisis en medios con poca agua, asi como la
enantioselectividad en reacciones de esterificacion catalizadas por lipasas. Por definicion la aw determina el
equilibrio de la distribucion del agua entre los componentes del sistema (1). También la termoestabilidad de una
enzima es fuertemente dependiente de su nivel de hidratacion correlacionado claramente con el valor de aw. Esto
refuerza el hecho de que el nivel de hidratacion de una enzima es altamente dependiente de su capacidad de
ligar agua de acuerdo con la composicion de las cadenas laterales de los aminoacidos expuestos en la superficie
de la proteina, y el mejor parametro para conocer el nivel de hidratacion es la aw. La relacion entre la aw y el nivel
de hidratacion se puede establecer para una proteina en particular mediante su isoterma de adsorcion.

Las isotermas de adsorcion tipicas de las proteinas tienen formas sigmoidales, que pueden dividirse
claramente en fres regiones, que comresponden a estados relativos de ligamiento de agua. En la primera region
(primera porcion de curva ascendente a la izquierda en la figura 8) el agua esta fuertemente ligada a la proteina
por interacciones con los grupos cargados de las cadenas laterales de los aminoacidos; la movilidad del agua es
100 veces menor que el agua libre; no existe en esta etapa actividad enzimética. Esta agua esta fuertemente
ligada a la proteina, de manera que no puede ser removida por solventes, ni alin por los méas polares como el
etanol; esta agua no migra hacia el solvente y tampoco se intercambia con el agua menos ligada de los niveles
superiores de hidratacion cuando la enzima esta en un solvente organico. A medida que se incrementa el nivel de
hidratacion, la movilidad del agua aumenta; al llegar al nivel superior de hidratacién en esta etapa, en la segunda
region (parte mas horizontal de la curva) el arreglo del agua en la superficie de la proteina empieza a cambiar de
una estructura rigida (“sélida”) a una estructura de mayor movilidad (menos ordenada) caracteristica de los

liquidos; en esta region se encuentra la llamada monocapa de B.E.T. (ver figura 8), que de acuerdo a las
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interpretaciones que se han hecho comresponde a la cantidad de agua adsorbida necesaria para completar la
primera etapa de hidratacion. En la segunda etapa de hidratacion se forman y crecen agregados de moléculas de
agua hasta cubrir por completo los grupos polares de las cadenas de aminoacidos de la superficie de la proteina;
en esta region la movilidad de la proteina aumenta con el grado de hidratacion, y para la lisozima la actividad
enzimatica empieza a manifestarse en los niveles mas altos de esta etapa. Después inicia la condensacién de
agua en las regiones no polares de la superficie de la proteina, en los cuales no hay agregados de agua. En la
tercera etapa de hidratacion se sigue condensando agua en las regiones menos interactivas de la superficie de la
proteina, la cual es agua menos ligada, y la movilidad de la proteina va en aumento a medida que aumenta el
grado de hidratacion en forma paralela a la actividad enzimatica. A un nivel de hidratacion de 0.38 gH;0lg
proteina se forma una monocapa verdadera de agua que cubre la superficie completa de la proteina; a partir de
este nivel ocurre la hidratacion méxima o completa, el agua va adquiriendo configuracion idéntica a la del agua
libre al igual que su capacidad calorifica, y la movilidad de la proteina es total, es decir, despliega movimientos de
dominios los cuales son cruciales para la actividad de la enzima mediante eventos que originan fuerzas
fluctuantes entre la proteina y el sustrato; la lisozima presenta en este nivel de hidratacién 1/10 de la actividad
enzimética de la enzima diluida. Finalmente, en la tercera region (linea ascendente de la derecha) el agua se
comporta como agua libre o agua en exceso (7).

FIGURA 8. Isoterma de adsorciéon basada en datos
de la lisozima
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1, Determinacion de la actividad enzimatica a 9°C

Se parti6 de la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae debido a que es una lactasa comercial
liofilizada. De esta forma la enzima pudo ser utilizada en el sistema no acuoso sin interferencias. El fabricante
reporta que la temperatura dptima de actividad de la enzima es de 37°C, por lo que fue necesario determinar la
actividad de la enzima a 9°C, temperatura a la cual se rompe la cadena de frio. La determinacion de la actividad
enzimatica se realizé por el método espectrofotométrico en ONPG, midiendo la absorbancia del producto de la
reaccion (ONP) a 420nm en celdas de plastico, usando un espectrofotdmetro Shimadzu UV-160A. La reaccion se
llevé a cabo utilizando como medio 2.7mL de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 6.6, conteniendo
ademas sulfato de magnesio 1mM y sulfato de manganeso 0.1mM. Se adicionaron 0.1mL de solucién de la
enzima (1.5mg/mL) y 0.2mL de solucién de ONPG 0.034M.

4.2. Sistema enzimatico p-galactosidasa-ONPG

4.21. USO DE N-PENTADECANO COMO SOPORTE

4.2.1.1. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE EMULSIONES DE AGUA EN ACEITE MINERAL

Por razones econdmicas se realizaron pruebas preliminares para encontrar las condiciones de reaccidn

optimas en aceite mineral, cuyo costo es menor que el del n-pentadecano, esperando que se tuviera un

comportamiento similar en ambos medios. Se evalu6 la estabilidad de varias emulsiones agua en aceite (w/o) de
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la siguiente manera: se prepararon emulsiones con distintas proporciones de agua y aceite mineral, adicionando
al agua cristal violeta como indicador visual. Cada emulsion fue estabilizada en un sonicador Cole-Parmer 8890
durante 10 minutos, al término de los cuales se determind el tiempo de ruptura de la emulsion (el tiempo al cual la

fase acuosa evidenciada por el cristal violeta se separaba del aceite mineral).

4,2.1.2. DETERMINACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN ACEITE MINERAL

a) SINACETONA

En tubos de ensayo se efectud la reaccion enzimatica en 0.97mL de aceite mineral utilizando 0.03mL de

solucién de ONPG 0.0756M, lo cual equivale a una concentracion de sustrato de 0.017%. Se utilizaron tres

concentraciones diferentes de enzima: 0.1, 0.3 y 0.5%. La actividad enziméatica se evalu6 cualitativamente

observando la aparicion de la coloracion amarilla correspondiente al producto ONP.

b) Con ACETONA

El experimento de la seccién 4.2.1.2.a. se repitio adicionando 1% de acetona como cosolvente.

4.2.1.3. CONSTRUCCION DE PELICULAS DE N-PENTADECANO

En esta etapa se probaron dos métodos para efectuar la construccion del sistema deseado con peliculas de n-

pentadecano. A continuacion se mencionan los aspectos més relevantes de cada uno.
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4.2.1.3.1. Método de superficie con agua fria

Se llend una caja Petri con agua fria hasta la mitad de su capacidad. Se agreg6 gota a gota 1mL de n-
pentadecano que contenia ONP como indicador visual de homogeneidad. De esta forma, se buscaba que el n-
pentadecano se extendiera sobre la superficie del agua formando la pelicula. La caja tapada fue mantenida

durante 10 minutos a 4°C.

4.21.3.2 Método de placas de vidrio

Para el montaje del sistema de placas de vidrio se utilizaron dos portaobjetos, dos empaques de hule para
electroforesis de 0.75mm de espesor y dos broches para papel, como se muestra en la figura 9A.

El montaje del sistema se realizé colocando las placas de vidrio separadas por los empaques como se
muestra en la figura 9B. Los broches fueron colocados de tal manera que ejercieran presion para evitar la
separacion de las placas.

El siguiente paso para completar el dispositivo consistia en sellar la parte inferior del espacio entre las placas.
Esto se realizo de diversas maneras, las cuales se mencionan a continuacion:

a) Sellado por inmersion en bafio de parafina fundida. En un tubo de ensayo de 25x150mm se colocod
parafina comercial en forma de hojuelas hasta tres cuartas partes de su capacidad. El tubo se coloco en
bafio de agua calentando hasta la fusién completa de la parafina. La parafina fundida fue vertida en una
caja Petri; la base del sistema de placas fue sumergida brevemente en ella y fue retirada para favorecer
la solidificacion de la misma.

b) Sellado por inmersion en bano de silicon caliente. Una caja Petri fue llenada con barras de silicon en

trozos de 1cm de largo. La caja fue colocada sobre una parrilla eléctrica Coming, calentando hasta la
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fusion total del silicon. La base del sistema fue introducida brevemente en el silicon fundido y fue retirada
para permitir el enfriamiento y solidificacion de éste.
¢) Sellado con pistola de silicén. La base del sistema fue sellada con silicon caliente, usando una pistola

fundidora de barras de silicon marca VL, modelo GM-160E.

FIGURA 9. Construccién de peliculas de n-pentadecano

A. Material utilizado en el sistema de placas de vidrio para la construccién de
peliculas de n-pentadecano

B. Montaje del sistema, realizado colocando las placas de vidrio separadas por
los empaques y aseguradas con los broches.

C. Dosificacion del n-pentadecano en el espacio entre placas después de sellar la
parte inferior

Después de sellar el sistema se procedié a dosificar el n-pentadecano por la ranura que quedo en la parte
superior del sistema, tal como lo muestra la figura 9C. Una vez que el depésito (espacio entre placas) estuvo lleno
de n-pentadecano, el sistema completo fue colocado a temperatura de refrigeracion durante 15 minutos para
permitir la completa solidificacion de la parafina. Finalmente, el sistema fue desmontado cuidadosamente para

evitar la ruptura de la pelicula, y la pelicula fue extraida y mantenida en refrigeracion.
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4.2.1.4. DETERMINACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN N-PENTADECANO

Se realizé el ensayo de determinacion cualitativa de la actividad enzimatica mencionado en la seccion 4.2.1.2.
sustituyendo el aceite mineral por n-pentadecano. Posteriormente se adicioné al medio un 0.5% mas de ONPG
solido y se evalud cualitativamente la actividad enzimatica por medio de la aparicion del color amarillo

caracteristico del producto de la reaccién (ONP).
4.2.1.5. PREPARACION DE EMULSION DE [3-GALACTOSIDASA EN N-PENTADECANO

Se prepararon en tubos de ensayo de 13x100mm con tapa de rosca emulsiones de 3% de agua en n-
pentadecano conteniendo 0.5% de enzima y 1% de acetona, condiciones adecuadas encontradas en los estudios
con aceite mineral. De la misma forma se prepararon emulsiones de 3% de agua en n-pentadecano con 0.5% de
enzima. En ambos casos, la estabilizacion de la emulsion se llevd a cabo en un sonicador Cole-Parmer 8890

durante 10 minutos.
4.2.1.6. PREPARACION DE EMULSION DE ONPG EN N-PENTADECANO
Se prepar6 una emﬁlsibn de 3% de agua en n-pentadecano conteniendo 0.52% de ONPG en polvo. Se

adicionaron 0.1mL de dimetil sulféxido (DMSO) como cosolvente. La emulsion obtenida fue mezclada con la

emulsion de enzima preparada en la seccion 4.2.1.5. y se evalud cualitativamente la actividad enzimatica.
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4.21.6.1. Determinacion de la estabilidad de emulsiones de 3% de agua en n-

pentadecano con 0.52% ONPG a distintas concentraciones de DMSO

Se realizaron pruebas de determinacion del tiempo de ruptura de emulsion a distintas concentraciones de
DMSO. Las emulsiones fueron preparadas con 3% de agua en n-pentadecano; éstas contenian 5.2mg de ONPG.

La estabilizacion de la emulsion se llevéd a cabo en un sonicador Cole-Parmer 8890 durante 10 minutos.

4.21.6.2. Determinacion de la actividad enzimatica en presencia de 5% DMSO

Se realizo la determinacion de la actividad enzimética por el método espectrofotométrico con ONPG, tal como
se indica en la seccion 4.1., pero adicionando 0.1mL de solucion de enzima (12.25mg/mL), lo cual equivale a

0.041% de enzima. Ademas, al medio se adicion6 5% de DMSO.

4.2.1.7. CONSTRUCCION DEL SISTEMA ENZIMATICO

Con una de las emulsiones formadas en el segundo juego de la seccion 4.2.1.5. (sin acetona) se construyd
una pelicula por el método mencionado en la seccién 4.2.1.3.2. Se prepararon emulsiones con 3% de agua en n-
pentadecano, conteniendo 0.52% de ONPG y 5% de DMSO. Dichas emulsiones fueron estabilizadas por
sonicacion de la manera antes descrita y con una de ellas se construy6 una pelicula por el método mencionado
en la seccion 4.2.1.3.2. Con las peliculas formadas de enzima y de sustrato se construyo el sistema completo,

cuyo montaje se llevo a cabo como se muestra en la figura 9C (sec. 4.2.1.3.2.).
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4.2.1.8. EFECTO DEL N-PENTADECANO SOBRE LA ESTABILIDAD DEL COLOR DEL ONP

Este ensayo se realizo con el fin de determinar si la presencia de n-pentadecano enmascara el color del ONP,
Para ello se prepar6 una solucion inicial de ONP en agua a una concentracion de 0.5mM. De esta solucion se
tomaron dos alicuotas de 200pL cada una, y fueron vertidas en tubos de ensayo de 13x100mm. A la primera
alicuota (A) se adicionaron 800pL de agua. A la segunda (B) se adicionaron 800uL de n-pentadecano. Los

colores de ambas alicuotas fueron evaluados mediante apreciacion visual.

422. USO DE POLIACRILAMIDA COMO SOPORTE

Se prepararon geles de poliacrilamida a las concentraciones y condiciones que se muestran en la tabla 3. En
todos los casos, los geles fueron preparados de la siguiente manera: en un vaso de precipitados de 10 mL se
mezclaron el agua destilada, la solucion de acrilamida al 30% y la solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH
6.6. A esta mezcla se adiciond la cantidad de enzima o sustrato requerida y se disolvié completamente colocando
el vaso en una parilla de agitacion magnética. Una vez formada la solucion, se adiciond la solucion de persulfato
de amonio al 10% para después adicionar el TEMED. La solucién final fue dosificada en el sistema de placas
(sec. 4.2.1.3.2.) usando separadores de diferentes espesores, para posteriormente permitir la gelificacion. Con
cada gel de enzima (E) y su correspondiente gel de sustrato (S) se llevaron a cabo las siguientes pruebas:

» Control positivo. E| gel de enzima y el de sustrato fueron superpuestos a temperatura ambiente y
protegidos con plastico adherente para alimentos. Se evalué cualitativamente la actividad enzimatica
mediante la apreciacion visual del color amarillo caracteristico del producto de la reaccion.

» Control negativo. El gel de ONPG fue protegido con plastico adherente y mantenido bajo las mismas

condiciones que el control positivo.
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> Sistema completo. El gel de enzima y el de sustrato fueron colocados separados por una pelicula de n-

pentadecano puro construida por el método de las placas de vidrio. El sistema, construido a temperatura de

refrigeracion, fue expuesto a temperatura ambiente para evaluar cualitativamente la actividad enzimatica.

TABLA 3. Preparacion de geles de poliacrilamida

Gel Er [ S Sy E S: E; S3 | S

Concentracion de poliacrilamida (%) 51 5 1 5 1 5 1 5 | 10 10 ] 15
Solucién de acrilamida al 30% (L) T A7 a7 [ 47 | 17 | 17 | 17 | 285
Solucién ‘mmg" fosfatos 0.IMPH | ,5 | 25 | 25 | 25 | 25 | 125 | 125 | 1.25
Agua destilada (mL) 57| 57 | 57 | 57 | 57 | 20 | 20 | 145

Solucién de persulfato de amonio 10% (uL) | 25 [ 25 25 50 | 50 50 50 50

TEMED (uL) 251 25 | 25 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50
Espesor (cm) 0,02 0.02 | 0.02 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075

Concentracion de p-galactosidasa(%) | 05| 0 | 0 [ 05 | 0 | 05 0 | 0
Concentracion de ONPG (M) 0 100340017 0 |0017] 0 |0017 | 0034

E: Gel con enzima, S: gel con sustrato

423. USO DE GRENETINA COMO SOPORTE

4.2.3.1. DETERMINACION DEL TIEMPO DE TRANSICION DE GEL A LIQUIDO EN FUNCION DE LA CONCENTRACION

DE GRENETINA (PARTE 1)

Se prepararon por triplicado cinco tubos conteniendo 10mL de solucion de grenetina en las concentraciones

de 1,2, 3,4y 5%. Para cada tubo se pesé la cantidad de grenetina correspondiente, se aford con agua destilada,

se llevd a cabo el calentamiento del tubo en bafio de agua a ebullicion hasta disolucion completa de la grenetina.

Las soluciones se colocaron a temperatura de refrigeracion (8°C) y se registro el tiempo de gelificacion (tiempo al

cual ya no habia movilidad alguna en la superficie del medio). Después de la gelificacion, los tubos fueron

colocados a temperatura ambiente (25°C) inclinados con la boca hacia abajo formando un angulo de 40° con la

mesa de trabajo. Se registro el tiempo de ruptura del gel (tiempo al cual la solucion de grenetina se deslizo por la
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pared del tubo inclinado). El tiempo de transicion de gel a liquido fue calculado como la diferencia entre el tiempo

al cual cada sistema fue colocado a temperatura ambiente y el tiempo de ruptura del gel.

4.2.3.2, CONSTRUCCION DEL SISTEMA ENZIMATICO EN GRENETINA

4,23.21. En sistemas abiertos

Se prepararon soluciones de grenetina a las concentraciones de 2, 3, 4 y 5%. Para cada concentracion de
grenetina se prepararon 10mL de solucion. En todos los casos se pesé la cantidad de grenetina comespondiente
y una parte del agua de aforo fue adicionada a la misma para hidratarla. El resto del agua fue calentada a
ebullicion con microondas durante 2 minutos y fue adicionada a la grenetina hidratada. La solucion se agit6 hasta
la disolucion completa de toda la grenetina y se dejo enfriar a 37°C o menos antes de adicionar la enzima o el
sustrato.

Con las soluciones de grenetina preparadas se elaboraron diferentes cantidades de soluciones de enzima y
sustrato, ambos a una concentracion de 0.5%. Con las soluciones finales a distintas oonoent_raciones de grenetina
se realizaron diversos ensayos de actividad enzimatica, tal como se explica a continuacion: 1mL de la solucion de
enzima en grenetina al 2% en tubo de vidrio de 8x75mm fue sometido a temperatura de refrigeracion para permitir
la gelificacion de la gredetina; 1mL de solucién de ONPG en grenetina al 2% fue vertido sobre el gel de enzima a
temperatura de refrigeracion y se evalud cualitativamente la actividad de la enzima.

Con las soluciones de enzima y ONPG en grenetina al 2% se construyeron por separado peliculas por el
método de las placas de vidrio y finalmente se realizé un control positivo con las peliculas obtenidas, de manera
similar a los realizados con los geles de poliacrilamida (seccion 4.2.2.).

Se vertieron 2mL de solucion de enzima en grenetina al 3% en una caja Petri de vidrio de 5cm de diametro, y

la caja fue sometida a temperatura de refrigeracion hasta la gelificacion completa de la grenetina. A continuacion
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se adicionaron 2mL de solucion de grenetina al 2% manteniendo la caja a temperatura de refrigeracion, y se
esperd el tiempo suficiente para que esta segunda capa de grenetina gelificara completamente. Fueron vertidos
2mL de solucion de ONPG en grenetina al 2% sobre la caja Petri que ya contenia las dos capas anteriores,
manteniendo a temperatura de refrigeracion hasta gelificacion completa. Una vez que se tuvo la caja Petri con las
tres capas de gel formadas, se expuso a temperatura ambiente y se evalud cualitativamente la actividad
enzimatica.

Se vertieron 0.5mL de solucién de enzima al 4% en una caja de carton recubierto con plastico adherente de
2cm de lado, y la caja fue sometida a temperatura de refrigeracion hasta la gelificacion completa de la grenetina.
Después se adicionaron 0.6mL de solucion de grenetina al 2% como aislante y se permitié su gelificacion a
temperatura de refrigeracion. A continuacion se adicionaron 0.5mL de solucion de ONPG en grenetina al 2%. Se
permitio la gelificacion de la dltima capa de grenetina a temperatura de refrigeracion y el sistema completo se
expuso a temperatura ambiente para evaluar cualitativamente la actividad enzimatica. El mismo procedimiento se

utiliz para preparar un sistema en el que la enzima se encontrara disuelta en grenetina al 5%.

4.23.2.2. En sistemas sellados

a) ENcaJAS PETRI

Se prepararon 7.5 mL de ONPG 0.5% en grenetina al 2% y se colocaron en una caja Petri de 5cm de

diametro. Se permitio la gelificacion total del sistema a temperatura de refrigeracion y se extendieron sobre la

superficie del gel 2mL de n-pentadecano, permitiendo que solidificara a temperatura de refrigeracion. Por otro

lado, se prepararon 7.5mL de enzima 0.5% en grenetina al 2% y se colocaron sobre el n-pentadecano sdlido. Se

permitid la gelificacion de esta Gltima capa de grenetina a temperatura de refrigeracion y la caja fue sellada con
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parafim. El sistema se mantuvo a esta temperatura por 15 minutos, al término de los cuales se coloco a
temperatura ambiente y se evalud cualitativamente la actividad de la enzima.
También se elaboraron un control positivo (igual al sistema pero sin la capa intermedia de n-pentadecano) y

un control negativo (el cual constaba de una capa de ONPG en gel cubierta por una capa de grenetina al 2%).

b) ENTUBOS DE 25X150MM

Se prepararon 7.5 mL de ONPG 0.5% en grenetina al 2% y se colocaron en un tubo de ensayo de 25x150mm.
Se permitio la gelificacion del sistema a temperatura de refrigeracion. Una vez que se alcanzo la gelificacion total,
se extendio sobre la superficie del gel 1mL de n-pentadecano y a temperatura de refrigeracion se esperd hasta
que solidificara. Por otro lado, se prepararon 7.5 mL de enzima 0.5% en grenetina al 2% y se colocaron sobre el
n-pentadecano solido. Se permitié la gelificacion del sistema a temperatura de refrigeracion. Posterior a la
formacién del gel, la boca del tubo fue sellada con parafilm. El sistema se mantuvo a esta temperatura por 20
horas, al término de las cuales se colocd a temperatura ambiente.

También se elaboraron un control positivo, el cual era igual que el sistema completo pero sin n-pentadecano, y

un control negativo, el cual constaba de una capa de ONPG en gel cubierta por una capa de grenetina al 2%.
c) EN rusosofs.SonMErRo
Se procedio de |la misma manera que en el sistema en tubo (sec. 4.2.3.2.2.b) con la diferencia de que en esta
ocasion se utilizo como soporte de la reaccion un tubo de 5.5mm de diametro. Cuando el sistema estuvo listo, se

sellé la parte superior de éste con parafilm. Todo el sistema fue envuelto en papel aluminio para protegerlo de la

luz. Las cantidades que se utilizaron de cada componente fueron las siguientes: 1mL de ONPG 0.5% en
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grenetina al 2%, 50uL de n-pentadecano y 1mL de enzima 0.5% en grenetina al 2%. También en este caso se
hicieron un control positivo y uno negativo.

El sistema anterior y sus controles fueron repetidos pero en medio inclinado y con menor cantidad de
soluciones de enzima y sustrato (700pL de cada una) con el fin de aumentar la superficie de contacto y facilitar la
migracion del n-pentadecano a la superficie.

Todos los sistemas se colocaron a temperatura de refrigeracion durante 48 horas. Al término de ese tiempo se
evalud la intensidad del color para cada uno de los casos y posteriormente el sistema de reaccion se coloco a

temperatura ambiente para hacer las observaciones pertinentes.

4.2.3.3. DETERMINACION DEL TIEMPO DE TRANSICION DE GEL A LIQUIDO EN FUNCION DE LA CONCENTRACION

DE GRENETINA (PARTE 2)

Con el fin de determinar la concentracion de grenetina que permitiera obtener un gel firme y a la vez con el
menor tiempo de transicion de gel a liquido, se llevé a cabo un experimento similar al descrito en la seccion
4.2.3.1. pero esta vez las concentraciones de grenetina empleadas se ubicaban entre 1 y 2%. Para ello se
prepararon cinco tubos conteniendo 10mL de solucion de grenetina a las siguientes concentraciones: 1.2, 1.4, 1.6
y 1.8%. Las soluciones fueron preparadas de igual manera que en el experimento anterior (sec. 4.2.3.1.). Se
determiné el tiempo de gelificacion de igual manera que en el experimento anterior, asi como el tiempo al cual el
medio paso de gel a liquido a temperatura ambiente (tiempo de transicion de gel a liquido). Al igual que en el

experimento anterior cada concentracion fue ensayada por triplicado.
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4.2.3.4. CONSTRUCCION DEL SISTEMA ENZIMATICO EN GEL DE GRENETINA AL 1.3%
4.2.3.4.1. Con n-pentadecano como aislante

Se construyé un sistema similar a la seccion 4.2.3.2.2.b en tubo de ensayo de 8x75mm, pero usando una
concentracion de grenetina de 1.3%, considerada como dptima en el ensayo la seccion 4.2.3.3. La capa inferior
del sistema estaba compuesta por 950uL de ONPG 0.5% en grenetina al 1.3%. La capa intermedia constaba de
150uL de n-pentadecano, y la capa superior de 950uL de enzima 0.5% en grenetina al 1.3%. Al igual que en el
sistema mencionado, se permitio la gelificacion de cada capa a temperatura de'refrigeracibn antes de la adicion
de la siguiente. Una vez que las tres capas hubieron gelificado, la boca del tubo fue sellada con parafilm. El
sistema se mantuvo a esta temperatura por 4 dias, al término de los cuales se colocd a temperatura ambiente.
También se construyeron un control positivo y uno negativo.

Se hizo un sistema idéntico al anterior (incluidos los controles negativo y positivo) pero con la diferencia de

que se construyé inclinado.
4.23.4.2. Con grenetina al 1.3% como aislante

Se repitio el sistema de la seccion 4.2.3.4.1. cambiando el n-pentadecano por 500uL de grenetina al 1.3%.
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4.2.3.5. EFECTO DEL TIEMPO TRANSCURRIDO DESDE LA PREPARACION HASTA LA UTILIZACION DE LA ENZIMA

SOBRE LA GELIFICACION DE LA SOLUCION ENZIMATICA EN GRENETINA AL 1.3%

Se prepararon 7mL de solucion de enzima 0.5% en grenetina al 1.3% y se colocaron a temperatura ambiente.
A partir de esta solucion madre se tomaron muestras de 1mL y se colocaron en tubos de ensayo de 8x15mm a
temperatura de refrigeracion de acuerdo con los tiempos de inicio de refrigeracion (to) que se muestran en la tabla

4,

TABLA 4. Tiempos de inicio de refrigeracién de soluciones de -
galactosidasa en grenetina al 1.3%
Tubo Tiempo de inicio de refrigeracion
to (min)
06
50
10.0
15.0
200
350

D] S| W R =

Se registro el tiempo de gelificacion (tiempo transcurrido desde que la solucion fue colocada a temperatura de
refrigeracion hasta que no hay movilidad en la superficie del medio) para cada tubo y se evalué la consistencia de
los geles a las 24 horas.

4.3. Sistema enzimatico -galactosidasa-X-gal

Se prepararon geles de poliacrilamida al 5% de la manera descrita en la seccion 4.2.2. de acuerdo con las
condiciones que se muestran en la tabla 5. Como se observa en la tabla, el sustrato ONPG fue sustituido por el
sustrato X-gal. Los geles de enzima (E) y sustrato (S) obtenidos fueron fraccionados en ocho partes y con las

fracciones resultantes se llevaron a cabo un control positivo, un control negativo y un sistema completo.
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TABLA 5. Preparacion de geles de poliacrilamida
con (3-galactosidasa y X-gal
Gel E S
Concentracion de poliacrilamida (%) 10.00 5.00
Solucién de acrilamida al 30% (mL) 1.70 0.34
Solucién amniguado;:l g;a fosfatos 0.1M pH 6.6 1.25 025
Agua destilada (mL) 2.00 0.40
Solucién de persulfato de amonio 10% (pl) 50.00 | 10.00
TEMED (uL) 5.00 2.00
Espesor (cm) 0075 | 0.075
Concentracion de B-galactosidasa (%) 0.50 0
Concentracion de X-gal (M) 0 0.0006

E: Gel con enzima, S: gel con sustrato

4.4, Sistema enzimatico p-galactosidasa-lactosa-GOD-PAP
4.4.1. USO DE POLIACRILAMIDA COMO SOPORTE
Esta vez los sustratos sintéticos de la B-galactosidasa empleados en todos los casos anteriores fueron

sustituidos por su sustrato natural: la lactosa. Se prepararon geles de poliacrilamida al 5% de la manera descrita

en la seccion 4.3 de acuerdo con las condiciones que se muestran en la tabla 6. Se utilizé lactosa Merck ®.

TABLA 6. Preparacion de geles de poliacrilamida con B-galactosidasa y lactosa

Gel E4 $1 Ez S.
Concentracién de poliacrilamida (%) 10.00 | 10.0 | 25 10.0
Solucién de acrilamida al 30% (mL) 1.70 1.70 | 425 | 170
Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 6.6 (mL) 1.25 1251 0 1.25
Agua destilada (mL) 200 | 200 ] O 2.00
Solucion de persulfato de amonio 10% (pL) 50.00 | 50.00 | 50.00 | 50.00
TEMED (uL) 500 | 5.00 | 500 | 500

Sistema enzimatico GOD-PAP (mL) 0 0 0.75 0
Espesor (cm) 0.075 | 0.075) 0.075 | 0.075

Concentracion de p-galactosidasa (%) 0.50 0 | 050 0
Concentracion de lactosa (%) 0 500 | 000 | 5.00
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Para probar la eficacia del sistema, se realizo un ensayo que consistio en incubar los geles E1y S1 durante 30
minutos a temperatura ambiente, uno encima de otro para favorecer la reaccion enzimatica. Para hacer evidente
la produccion de glucosa a partir de la reaccion efectuada se adicionaron 0.5mL de sistema enzimatico GOD-PAP
y se realizaron las observaciones pertinentes. Para este ensayo también se llevd a cabo un control negativo que
consistié en un gel S1 adicionado con 0.5mL del sistema enzimatico GOD-PAP. Con los geles Ez y S se realizo

un control positivo de la manera descrita en la seccion 4.2.2.

442. USO DE GRENETINA COMO SOPORTE

4.4.2.1. METODO DE PLACAS DE VIDRIO PARA LA CONSTRUCCION DE PELICULAS DE GRENETINA

El método de placas de vidrio para la construccion de peliculas de n-pentadecano descrito en la seccion
4.2.1.3.2. no es (til para construir peliculas de grenetina debido a que la grenetina queda adherida a los vidrios y
se fracciona al separarios, dando lugar a la formacion de ‘medios geles” (sec. 5.2.3.2.). Para construir peliculas
de grenetina por el método de placas de vidrio fue necesario aplicar ciertas variaciones al método original,
mismas que se ilustran en la figura 10. Los pasos a seguir en este caso fueron los siguientes:

A.  Ademés del material descrito en la seccion 4.2.1.3.2. (dos portaobjetos, dos broches de presion para papel, dos separadores de
pléstico de 0.12cm de espesor y pistola de silicdn) fue necesario tener plastico adherente para alimentos.

B. Cada portaobjetos fue cubierto por una de sus caras con el plastico adherente, dejando una pestafia para facilitar la posterior
extraccion de la pelicula, como se muestra en la figura 10B.

C. Los separadores son colocados entre los vidrios como se muestra en la figura 10C, colocando los broches a presion para asegurar
el sistema. Los portaobjetos deben ser colocados con la cara recubierta de plastico adherente hacia adentro.

D. La parte inferior del sistema es sellada con abundante silicon, de manera que no existan fugas. Es necesario dejar de cada lado del
sistema un exceso de silicon (a manera de pestafia) que facilite su posterior desprendimiento para exiraer la pelicula del

dispositivo.
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E. Las pestafias de plastico adherente son dobladas hacia fuera del sistema, de manera que quede libre el espacio entre placas,
como se ilustra en la figura 10E.

F. Después de dosificar la solucion de grenetina en el espacio entre placas y permitir su gelificacion manteniendo el dispositivo a
temperatura de refrigeracion el tiempo suficiente para que ésta se lleve a cabo, se retiran los broches del sistema de placas para
comenzar con la extraccion de la pelicula.

Se retira el sello de silicon jalando por una de las pestafias dejadas a los lados.

H. Se retiran los separadores y las dos pestafias de plastico adherente se doblan hacia el mismo lado, de manera que se pueda

retirar uno de los portaobjetos para obtener la pelicula de grenetina completa.

FIGURA 10. Método de las placas de vidrio para la construccion de
peliculas de grenetina
i \ ]

o
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4.4.2.2. CONSTRUCCION DEL SISTEMA ENZIMATICO EN GRENETINA AL 10%

Se prepararon 10mL de solucién de grenetina al 10% de la siguiente manera: la grenetina sélida fue hidratada

con una parte del agua de aforo. El resto del agua fue calentada a ebullicion con microondas durante 2 minutos y

52



fue adicionada a la grenetina hidratada. La solucién se agitd hasta disolucion completa de la grenetina y se enfrié
a 37°C. Con la solucién anterior se prepararon 1.5mL de solucion al 5% de lactosa Merck y se construyé una
pelicula por el método de las placas de vidrio para grenetina (sec. 4.4.2.1.) utilizando separadores de 0.12cm de
espesor.

Se prepararon 10mL de solucién de grenetina al 16.67% siguiendo el mismo procedimiento empleado para la
solucion de grenetina al 10%. En 0.8mL de la solucién anterior a 37°C se disolvieron 7.5mg de enzima
(equivalentes a 0.5%) y se adicionaron 0.6mL de sistema enzimatico GOD-PAP, de manera que la concentracion
final de grenetina fue del 10%. Con la solucién resultante se construy6 una pelicula por el método de las placas
de vidrio para grenetina (sec. 4.4.2.1.) utilizando separadores de 0.12cm de espesor

Con el gel conteniendo la enzima y el sistema enzimatico GOD-PAP, y con el gel de lactosa se realizaron un

control negativo y un control positivo como se explica en la seccién 4.2.2,

4.5, Sistema enzimatico GOD-PAP-glucosa

Se mezclaron 0.6mL del sistema enzimatico GOD-PAP con 0.9mL de solucion de grenetina al 16.67%,
preparada de la manera descrita en la seccion 4.4.2.2. Con la mezcla resultante se elabord un gel por el método
de las placas de vidrio para grenetina (sec. 4.4.2.1.). Por otro lado, se prepararon 1.5mL de solucion al 5% de
dextrosa en grenetina al 10%, y con la solucion resultante también se construy6 un gel por el método de las
placas de vidrio para grenetina (sec. 4.4.2.1.). Ambos geles se construyeron con separadores de 0.12cm de
espesor. Con el gel GOD-PAP y el gel de dextrosa se realizaron un control positivo y un sistema completo con n-
pentadecano como se explica en la seccion 4.2.2. El control negativo no fue necesario debido a que ambos geles

eran completamente incoloros.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion de la actividad enzimatica a 9°C

Con el fin de saber si la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae presenta actividad a 9°C (temperatura
éptima de 37°C), se realizé la determinacion de su actividad por el método descrito en la seccién 4.1. Con los
datos obtenidos de la determinacion de la actividad enzimatica se realizd una grafica que muestra la
concentracion de producto (ONP) obtenido a través del tiempo (figura 11). Como se observa, si existe actividad
enzimatica a esa temperatura. Los datos de la grafica corresponden a la porcion lineal de la curva de cinética
enzimatica. Por lo tanto, la pendiente equivale a la velocidad inicial de la enzima. Bajo las condiciones estudiadas,
la enzima presentd una velocidad inicial de 0.049umolONP/mLemin. La presencia de actividad a 9°C, que es una
temperatura aproximada a la que se rompe la cadena de frio, indica que la enzima en cuestién es adecuada a los

propésitos de la investigacion.

FIGURA 11. Determinacion de la actividad enzimatica a 9°C

‘ 12

| 10 I — =

0.8

06 =

# mol ONP / mL

0.4

0.2

54



5.2. Sistema enzimatico p-galactosidasa-ONPG

5.21. USO DE N-PENTADECANO COMO SOPORTE

5.2.1.1. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE EMULSIONES DE AGUA EN ACEITE MINERAL

Debido a que la enzima se encuentra deshidratada y es necesaria la presencia de agua para que exista
actividad catalitica, fue necesario adicionar agua al sistema no acuoso por medio de la preparacion de una
emulsion aceite mineral — agua (w/o). Para conocer la maxima cantidad de agua que puede incorporarse al
sistema no acuoso para formar la emulsion, fue necesario evaluar la estabilidad de varias emulsiones w/o. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 12. Como se puede observar, la estabilidad de la emulsion decrecio
a medida que aumentd la cantidad de agua. La emulsién que permanecit estable por mas tiempo fue la que
contenia 3% de agua (567 segundos 6 9.45 minutos de estabilidad).

Tomando como base la emulsion con 3% de agua, se realizé otro ensayo adicionando 1% de acetona con el
fin de aumentar el tiempo de ruptura de la emulsion. El resultado fue un aumento considerable en la estabilidad
de la emulsion desde 9.45 minutos hasta 26 minutos, lo cual se aprecia en la figura 13. En todos los casos, las

emulsiones presentaban un aspecto turbio blanquizco.
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FIGURA 12. Determinacién de la estabilidad de
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FIGURA 13. Determinaciin de la estabilidad de emulsiones w/
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5.2.1.2. DETERMINACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN ACEITE MINERAL

Para saber si la maxima cantidad de agua que era posible adicionar a la emulsion para que permaneciera
estable era suficiente para que la enzima presentara actividad en el sistema no acuoso, se realizo un ensayo de
determinacioén de la actividad enziméatica de manera cualitativa (evaluando visualmente la aparicion del color

amarillo del producto de la reaccion) en presencia y ausencia de acetona. El ensayo se realizd mezclando la
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enzima y el sustrato con agua en aceite mineral. Los resultados obtenidos para cada caso se detallan a

continuacion.
a) SINACETONA

Para las tres diferentes concentraciones de enzima (0.1, 0.3 y 0.5%) se detecté actividad por la aparicion de

un color amarillo tenue. En los tres casos fue evidente la precipitacion del producto de la reaccion.
b) CoNACETONA

El experimento anterior se repitié adicionando 1% de acetona pensando que cumpliera una doble funcién: por
una parte aumentar la estabilidad de la emulsion, como se comprobé en el punto 4.2.1.1. de la presente
investigacion; por otra parte se esperaba que actuara como cosolvente, evitando asi la precipitacion del producto
de la reaccién para obtener una coloracién uniforme. El resultado fue que en el tubo que contenia 0.1% de
enzima la coloracion amarilla no fue evidente. En los otros dos tubos (0.3 y 0.5% de enzima) si se presento la
coloracion amarilla de una manera evidente, pero el problema de la precipitacion del ONP persistié. Todo lo
anterior indica que la funcion de la acetona sblo es aumentar la estabilidad de la emulsion, y no asi la solubilidad
del producto en el sisfema. Sin embargo, como la finalidad del sensor es detectar el abuso de temperatura se
decidio restar importancia a la precipitacion del ONP, hecho que finalmente seria evidente a los ojos del

consumidor.
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5.2.1.3. CONSTRUCCION DE PELICULAS DE N-PENTADECANO

Se probaron diversos métodos para construir las peliculas de n-pentadecano. A continuacién se mencionan

los aspectos mas relevantes de cada uno.

5.21.3.1. Método de superficie con agua fria

El n-pentadecano adicionado gota a gota sobre la superficie del agua fria se extendio formando la pelicula, la
cual solidifico al mantener el sistema en refrigeracion. La pelicula obtenida presentd una forma completamente
imegular y una superficie rugosa. Pero el problema mas grave radico en que el ONP migré desde el n-
pentadecano hacia el agua. Por lo tanto, este método se descarta, pues este fenémeno puede ocurmir tanto con la

enzima como con el ONPG.

5.21.3.2. Método de placas de vidrio

El sistema de placas de vidrio fue mostrado en la figura 9 (sec. 4.2.1.3.2.). Su base fue sellada por distintos

métodos, obteniéndose los siguientes resultados:

a) Sellado por inmersion en baiio de parafina fundida. Este método fue eficaz para sellar el sistema de
placas de vidrio, pero present6 algunos inconvenientes: era necesario fundir la parafina en un bafio de
agua caliente (lo cual implicaba trabajo adicional), el material que se puso en contacto con la parafina
tuvo que ser lavado con agua caliente para eliminar todos los residuos de la misma y el sello de parafina
en el sistema no pudo ser removido con facilidad a la hora de extraer la placa formada, provocando un

tiempo excesivamente largo de manipulacion de la misma, con la consiguiente fusion del n-pentadecano.
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b) Sellado por inmersion en baiio de silicon caliente. E| resultado fue un sistema de sellado eficaz, mas
rapido de realizar que el anterior y facil de retirar a la hora de extraer la pelicula del dispositivo. Ademas,
la pelicula formada present6 una forma perfectamente rectangular. Sin embargo, fue necesario emplear
grandes cantidades de silicon para llenar la caja. Ademas, cada vez que se necesitaba construir una
pelicula era necesario calentar el silicon hasta fundiro, lo cual a la larga provocd cambios en la
consistencia y apariencia del mismo, haciendo el sello quebradizo y dificil de retirar. La caja, junto con
todo el silicon deteriorado, quedd completamente inservible para posteriores ensayos.

c¢) Sellado con pistola de silicon. En este caso, el sellado fue eficaz y el sistema muy sencillo e higiénico,
pero la pelicula en el lado del sello de silicon adquirié una forma inégular. Este dltimo problema no
presenta mucha relevancia, ya que las peliculas obtenidas fueron utiles para la investigacion.

Después de sellar el sistema por el mejor método (con pistola de silicon), se dosificd el n-pentadecano y se
pemiti6 que la pelicula solidificara. La extraccién de la pelicula fue facil y rapida, por lo que se obtuvieron
peliculas completas y uniformes, sin que se presentara fusion del n-pentadecano por una prolongada
manipulacion.

5.2.1.4. DETERMINACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN N-PENTADECANO

Por razones econdniicas. las pruebas preliminares para encontrar las condiciones de reaccion se realizaron en
aceite mineral, cuyo costo es menor. Al sustituir el aceite mineral por n-pentadecano, que es finalmente el medio
de reaccion necesario para lograr el objetivo de la investigacion, el resultado fue la ausencia de coloracion
amarilla. En el n-pentadecano, una concentracion de 0.017% de ONPG no fue suficiente para dar lugar a la
formacion de producto en cantidad tal que pudiera apreciarse a simple vista. Por lo tanto, se adicion6 al medio un
0.5% mas de ONPG solido, dando como resultado la aparicion de una coloracion amarillo tenue, tal como se

muestra en la figura 14.
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FIGURA 14. Determinacién cualitativa de la
actividad enzimstica en n-pentadecano

0.5% de enzima + 3% de agua +0.52% de ONPG

5.2.1.5. PREPARACION DE EMULSION DE [3-GALACTOSIDASA EN N-PENTADECANO

Las emulsiones que contenian acetona no se formaron: se observé formacion de una pelicula blanquecina en
las paredes del tubo. Las condiciones encontradas en el aceite mineral no son reproducibles en n-pentadecano,
por lo que el uso de la acetona como cosolvente y estabilizante quedé descartado. La formacion de emulsiones
sin acetona no mostré un comportamiento constante, ya que en algunos casos la emulsién se obtenia y en otros
se formaba la pelicula blanquecina. A pesar de que las condiciones de sonicacion (nivel de agua, diametro de los
tubos, profundidad del tubo en el agua, posicion del tubo en el tanque y tiempo de sonicacion) fueron controladas
de la mejor manera posible, no se observo un comportamiento uniforme.

Se tomé un tubo con una de las emulsiones no formadas que no contenian acetona y el liquido fue decantado
a un tubo limpio. Se adicionaron 0.52% de ONPG en polvo tanto al liquido transferido al nuevo tubo como al
residuo sélido que quedd adherido a las paredes del tubo original. El liquido permaneci6 incoloro, mientras que en
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el residuo solido se presentd aparicion de color amarillo intenso. De todo lo anterior es posible concluir que el

residuo blanquecino corresponde a la totalidad de la enzima.

5.2.1.6. PREPARACION DE EMULSION DE ONPG EN N-PENTADECANO

La adicion de 0.52% de ONPG en polvo al medio trae como consecuencia el problema de formacion de una
pasta que se adhiere a las paredes del tubo y no logra incorporarse al n-pentadecano, como se ilustra en la figura
15a.

Para solucionar el problema se adicionaron al tubo con la pasta 0.1mL de dimetil sulféxido (DMSO), sabiendo
que ofros sustratos sintéticos de la lactasa con estructura similar al ONPG? presentan la propiedad de ser
solubles en este compuesto. Al adicionar 0.1mL de DMSO al tubo que contenia la pasta adherida a las paredes,
se encontrd que dicha pasta desaparecia completamente, lo cual se puede observar en la figura 15b.

Al mezclar la emulsion de ONPG con una de las emulsiones de enzima que si se formaron en la seccion
5.2.1.5. se presentd separacion de fases, siendo evidente la aparicion de color amarillo intenso en la fase inferior,

correspondiente al DMSO con agua, tal como se muestra en la figura 16.

? Green--D-Gal (N-meilindolil-B-D-galactopiranésido), Purple-B-D-Gal (5-yodo-3-indolil-B-D-galactopiranésido),
Red-B-D-Gal (5-bromo-6-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido)
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FIGURA 15. Preparacién de emulsién de
ONPG en n-pentadecano

L]

2 Pastade ONPG y agua formada en n-pentadecano
b. Al adicionar DMSO al medio la pasta desaparece, pues of ONPG se
disuelve por completo.

FIGURA 16. Determinaci6n cualitativa de la
actividad enzimética en n-pentadecano con 5%
de DMSO

0.5% de enzima + 3% de agua +0.52% de ONPG
+5% de DMSO
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5.2.1.6.1. Determinacién de la estabilidad de emulsiones de 3% de agua en n-

pentadecano con 0.52% ONPG a distintas concentraciones de DMSO

Como la emulsién se desestabi!iza- con una concentracion tan alta de DMSO, se realizaron pruebas de
determinacion del tiempo de ruptura de emulsion a distintas concentraciones de DMSO, con la finalidad de
encontrar la minima cantidad de DMSO que disolviera 5.2mg de ONPG sin desestabilizar la emulsion. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 17. En todos los casos el ONPG se disolvio completamente.

FIGURA 17. Determinacion de la estabilidad de emulsiones con
3% agua en n-pentadecano, en presencia de DMSO

Tiempo de ruptura de la
emulsién (s)
g

3% H20, 0.52% ONPG

% de DMSO

Como se observa en la figura 17, la emulsion mas estable fue aquella con 5% de DMSO. Se penso6 que con
una emulsién que permanecia estable durante mas de 30 minutos, y que a la vez contenia al sustrato totalmente

disuelto, seria posible obtener peliculas homogéneas de n-pentadecano para asi obtener el sistema deseado.
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5.2.1.6.2. Determinacion de la actividad enzimatica en presencia de 5% DMSO

Con la finalidad de saber si la presencia de DMSO afectaba la actividad de la enzima, se realizé la
determinacion cuantitativa de dicha actividad. Los resultados obtenidos de esta determinacion se muestran en la
figura 18. El coeficiente de correlacion “r" obtenido en ambos casos indica que los datos corresponden a la
porcion lineal de la curva de cinética enzimética, por lo que la pendiente obtenida de la regresion lineal equivale a
la velocidad inicial.

FIGURA 18. Determinacién de actividad enzimiatica de Aspergillus
oryzae en presencia de 5% DMSO

# SinDMSO w Con 5% DMSO

0.0 05 1.0 15 20 25 0
Tiempo (min)

La tendencia lineal de los datos puede apreciarse si se observa la figura 18. Bajo las condiciones estudiadas,
la velocidad inicial de la enzima experimenté un aumento de 11.32% cuando se encontraba en presencia de
DMSO. Por lo anterior, se pensaba que el DMSO podia ser utilizado como cosolvente y estabilizante de la

emulsion de ONPG en el n-pentadecano. Sin embargo, era necesario conocer el efecto del DMSO en el sistema
enzimatico (ver sec. 5.2.1.7.).
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5.2.1.7. CONSTRUCCION DEL SISTEMA ENZIMATICO

Cuando se prepararon las emulsiones de ONPG con DMSO, se observé un comportamiento similar al de las
emulsiones de enzima (sec. 5.2.1.5.), es decir, las emulsiones no siempre se formaban. El sistema enzimético fue
construido con una de las emulsiones de ONPG formadas. Cuando el sistema, construido a temperatura de
refrigeracion, fue expuesto a temperatura ambiente, no se presentd coloracion amarilla correspondiente a la
formacion de ONP. Con el fin de minimizar las fuentes de variacion en la preparacion de las emulsiones de ONPG
se intentd preparar una solucion inicial de DMSO (1,250uL), agua (750uL) y ONPG (130mg). Se pensaba que al
sonicar esta mezcla se obtendria una solucion completamente homogénea a partir de la cual se tomarian
alicuotas para formar emulsiones con n-pentadecano. Sin embargo, al comenzar con la preparacion de esta
solucién se descubrié un hecho importante: la mezcla DMSQO-agua, totalmente incolora, se transformé en una

solucion amarillo intenso al adicionar el ONPG, como se muestra en la figura 19.

FIGURA 19. Preparacién de soluci6n inicial
de ONPG, DMSO y agua

A B

A Mezcla de agua (750uL), DMSO (1.25mL) y ONPG (130mg)
B. DMSO

Para determinar si el color amarillo se debia a la presencia de ONP en la solucién se corrieron los espectros

de UV-visible para una solucion de ONP en DMSO y para la muestra (que es la mezcla DMSO-agua-ONPG).
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Los espectros obtenidos se muestran en la figura 20. Los resultados muestran que el ONP disuelto en DMSO
presenta el mismo espectro que la sustancia muestra, lo cual indica que ésta comesponde a ONP (ONPG
hidrolizado). Por lo tanto, de alguna manera esté ocurriendo una hidrolisis del ONPG presente al adicionar DMSO
y agua. Por todo lo anterior se concluye que el DMSO no puede ser utilizado junto con el ONPG,; si el ONPG sufre
hidrolisis, al no haber ONPG disponible, cuando se monta el sistema completo con la enzima ya no se registrara
aumento en la intensidad del color. Ademas, al adicionar n-pentadecano a la mezcla DMSO-agua-ONPG en la
proporcion requerida, se observé |a desaparicion del color amarillo. Debido a este fenémeno de enmascaramiento
del color por la presencia de n-pentadecano, la hidrolisis del ONPG por el DMSO no habia sido notada en

ensayos anteriores.

FIGURA 20. Espectro UV-visible para el ONP
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5.2.1.8. EFECTO DEL N-PENTADECANO SOBRE LA ESTABILIDAD DEL COLOR DEL ONP

En muchos de los ensayos anteriores se observd un fenémeno de suma importancia para la presente
investigacion: el n-pentadecano enmascara el color amarillo comespondiente a la presencia de ONP. Desde que
se realiz6 el ensayo cualitativo de actividad enzimética en n-pentadecano (sec. 5.2.1.4.) no se percibi6 el color del
ONP: fue necesario utilizar una concentracién muy elevada de ONPG (0.52%) para que el color obtenido al final
de la reaccion fuera perceptible. La hidrolisis del ONPG por el DMSO no fue detectada al adicionar DMSO a la
mezcla ONPG-agua-n-pentadecano (sec. 5.2.1.6.) ni al determinar la estabilidad de emulsiones agua — DMSO en
n-pentadecano con ONPG (sec. 5.2.1.6.1.). Dicha hidrdlisis (nicamente fue detectada cuando se prepar6 una
mezcla de DMSO, agua y ONPG (sec. 5.2.1.7.) porque s6lo entonces se percibi6 el color amarillo. De hecho,
cuando dicha mezcla fue adicionada con n-pentadecano el color amarillo desaparecid. Por todo lo anterior se
realizo este ensayo, en el que se deseaba demostrar que el color amarillo desaparecia al adicionar n-
pentadecano. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21.

FIGURA 21. Efecto del n-pentadecano sobre el color
del ONP

A | B

%
I's

.

A. Solucién de ONP en agua (0.1mM)
B. Solucién de ONP en n-pentadecano (0.1mM)
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Como se observa en la figura 21, cuando el ONP se encuentra en agua el color amarillo es perfectamente
perceptible. En cambio, cuando se encuentra en n-pentadecano, el color desaparece completamente. Por esa
razon el producto de la reaccion enzimética (y de la hidrdlisis quimica del ONPG) no era perceptible cuando se

pretendia usar n-pentadecano como soporte.
5.2.2. USO DE POLIACRILAMIDA COMO SOPORTE

Como no se pudieron obtener emulsiones estables de enzima y ONPG en n-pentadecano que al ser
mezcladas dieran lugar a la formacién del producto amarillo, se descarto la posiﬁilidad de usar esta parafina como
soporte. Habia llegado el momento de probar un nuevo material de soporte, y se eligié la poliacrilamida. El primer
paso fue jugar con las condiciones de preparacion de los geles de poliacrilamida de manera que se encontraran
las Optimas.

El gel Sy (5% de poliacrilamida con ONPG 0.034M) present6 coloracion amarilla debida a la hidrélisis del
ONPG durante el proceso de mezclado y disolucion. El ONPG es sensible a la luz y a las temperaturas elevadas,
por lo que el largo proceso de disolucion del sustrato en la solucion amortiguadora y de polimerizacion de la
acrilamida a temperatura ambiente trajo como resultado la hidrélisis fototérmica del sustrato y la consiguiente
aparicion de color amarillo. Ademas, la polimerizacion de la acrilamida nunca se llevé a cabo. Por esa razon se
construyo el gel Sy’ con ONPG a la mitad de la concentracion original (0.017M en lugar de 0.034M). Ademas, el
ONPG se mantuvo en bafio de hielo durante la disolucion completa en la solucién amortiguadora, y el sistema de
placas fue protegido de la luz durante la polimerizacion de la acrilamida, con lo que se evitd en gran parte la
hidrélisis del ONPG. Sin embargo, el gel de ONPG obtenido fue muy poco rigido, lo que trajo consigo problemas
en la manipulacién. Por el contrario, el gel de enzima (gel E1) no presentd problemas de polimerizacion. El control
negativo y el control positivo realizados con los geles de enzima y de ONPG obtenidos (geles E1 y S1') se

muestran en la figura 22.
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FIGURA 22. Pruebas realizadas en geles de poliacrilamida al 5%

A B ;--:"".j.-.—-"” 7

A. Control negativo. Gel ONPG 0.017M (gel S1')
B. Control positivo. Gel ONPG 0.017M + Gel enzima 0.5% (gel E1 + gel S1)
Ambos geles elaborados con 25pL persulfato de amonio 10% y 2.5ul TEMED

La ausencia de color en el control negativo muestra que no ocurrié una hidrélisis significativa del ONPG al
mantenerlo a baja temperatura y protegido de la luz durante el proceso de fabricacion del gel. La aparicion del
color amarillo en el control positivo se registr6 a los 2 minutos de contacto entre los geles. En el caso del sistema
completo, pasaron 20 minutos de exposicién a temperatura ambiente sin que se presentara indicio alguno de
color amarillo, ain cuando la pelicula aislante de n-pentadecano fundié. El control positivo fue realizado
inmediatamente después de la elaboracion de los geles, pero el sistema completo fue construido después de
haber mantenido el gel de ONPG unas horas en solucion amortiguadora (lo cual es necesario para evitar la
desecacion del gel). La poca o nula rigidez del gel provoco que el sustrato migrara a la solucion amortiguadora.
Por lo tanto, al ser muy baja la cantidad de ONPG retenido en el gel, en el sistema completo no se produjo ONP
en cantidad suficiente para que el color fuera evidente. La poca rigidez y la gran dificultad para manipular el gel
de ONPG llevo a la construccién de nuevos geles de enzima (Ez) y sustrato (S2) aumentando la concentracion de

los agentes polimerizantes (50pL de persulfato de amonio al 10% y 5pL de TEMED) y aumentando el espesor del
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gel a 0.075cm. El control negativo, el control positivo y el sistema obtenidos con estos nuevos geles se muestran

en la figura 23.

FIGURA 23. Pruebas realizadas en geles de poliacrilamida al 5%
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Control negativo. Gel ONPG 0.017M (gel Sz)
Control positivo. Gel ONPG 0.017M + Gel enzima 0.5% (gel Ez +gel S2)

Sistema. Gel ONPG 0.017M + pelicula n-pentadecano + Gel enzima 0.5% (gel Ez +n-
pentadecano + gel S2)

La coloracién amarilla en el control negativo es muy tenue debido a la poca hidrdlisis del ONPG llevada a cabo
durante la elaboracion del gel. El color amarillo que se observa en el control positivo de la figura 23B aparece de
forma instantanea después del contacto entre los geles. En el caso del sistema completo, que fue fabricado a
temperatura de refrigeracion, se observé la aparicion del color amarillo que muestra la figura 23C después de 5
minutos a temperatura ambiente. En todos los casos el color amarillo desapareci6 a las 24 horas después de
haber sido producido. Probablemente esto se debia a que la baja concentracién de poliacrilamida en el gel no
permitia retener al producto de la reaccion, por lo que se prepararon nuevos geles al 10% de poliacrilamida tanto
de enzima (gel E3) como de sustrato (gel S3). El gel S; presentaba mayor rigidez que los anteriores y, por lo tanto,
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era mas manipulable. Los resultados obtenidos de las pruebas realizadas con estos geles se muestran en la
figura 24. El control negativo presentt coloracion amarillo muy tenue, igual que en las pruebas anteriores. El
control positivo presentd la coloracion amarilla inmediatamente después del contacto entre los geles, con una
intensidad superior a la de las pruebas anteriores, como se observa en la figura 24B. Esto pone de manifiesto el
hecho de que al aumentar la concentracion de poliacrilamida en el gel se reduce el tamafio de poro y es mayor la
retencion tanto del sustrato ONPG como del producto ONP. En el caso del sistema completo construido con los
geles al 10%, se presentd aparicion de color amarillo muy tenue a los 7.42 minutos de exposicion a temperatura
ambiente.

FIGURA 24. Pruebas realizadas en
geles de poliacrilamida al 10%

A. Control negativo. Gel ONPG 0.017M (gel S3)
B. Control positivo. Gel ONPG 0.017M +Gel enzima 0.5%
(gel Es +gel Sq)

Las pruebas anteriores fueron repetidas utilizando los geles E3 y Sz después de 20 horas de haber sido
preparados, obteniéndose los resultados que se presentan en la figura 25. El color que presentd el confrol
positivo se obtuvo a los 3 minutos de contacto entre los geles; la aparicion del color tardé mas que en los geles
nuevos debido al ligero aumento de la hidrolisis del ONPG con el tiempo y a la creciente fuga del mismo en la
solucién amortiguadora donde se guardaba el gel. Ambos fenébmenos condujeron a la disminucion del ONPG
disponible para que se llevara a cabo la reaccién enzimatica. Lo mismo sucedi6 en el caso del sistema completo,

donde la aparicion del color amarillo sucedio a los 8 minutos de exposicion a temperatura ambients. Tanto en los
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geles al 10% nuevos, como en los que llevaban 20 horas desde su preparacion, el color amarillo producido
desaparecio a las 24 horas a temperatura de refrigeracion.

FIGURA 25. Pruebas realizadas en geles de poliacrilamida
al 10% con 20 horas de haber sido preparados

Control positivo. Gel ONPG 0.017M + Gel enzima 0.5% (gel E + gel S3))
Sistema. Gel ONPG 0.017M +n-pentadecanc +Gel enzima 0.5%
(gel E3 +n-pentadecano +gel Ss)

®»

Con el fin de obtener una coloracion mas intensa, se aumentt la concentracién de sustrato al doble, pero fue
necesario aumentar también la concentracion de poliacrilamida a 15% para que fuera posible la formacion del gel
(gel S3). El control negativo asi elaborado presentt una coloracién muy tenue, prueba del control estricto llevado
a cabo durante el proceso. En el control positivo construido con los geles S5’ (ONPG 0.034M) y E; (enzima al
0.5%) se obtuvo aparicion de color amarillo a los 2 minutos de contacto. Sin embargo, a las 24 horas de
refrigeracion dicho color desaparecio completamente. El sistema completo elaborado con los geles mencionados
presentd color amarillo a los 4 minutos de exposicion a temperatura ambiente; el color producido en este caso
tampoco fue estable mas de 24 horas. La desaparicion del ONP se debe a que este compuesto presenta la
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particularidad de ser arastrado por el vapor de agua’ y puesto que la forma del sistema supone una gran
superficie, la cantidad de agua que se evaporaba llevaba consigo una gran cantidad de ONP, a tal grado que el
color amarillo ya no era perceptible en la pelicula y es por eso que este sistema no puede ser considerado

adecuado para ser utilizado como CTI.

5.2.3. USO DE GRENETINA COMO SOPORTE

5.2.3.1. DETERMINACION DEL TIEMPO DE TRANSICION DE GEL A LIQUIDO EN FUNCION DE LA CONCENTRACION

DE GRENETINA (PARTE 1)

Los resultados obtenidos de la determinacion del tiempo de transicion de gel a liquido a las distintas
concentraciones ensayadas se muestran en la tabla 7. Los datos que se muestran en dicha tabla corresponden al

promedio de las tres determinaciones realizadas en cada caso.

TABLA 7. Determinacion del tiempo de transicion de gel a liquido en funcion de la concentracion de
grenetina
Tubo Concentracion de grenetina Tiempo de gelificacion Tiempo de transicion
(%) (min) gel-liquido (min)
1 1 56.20 3.29
2 2 17.85 30.17
3 3 11.31 >60
4 4 797 >60
5 5 6.83 >60

El gel correspondiente a la concentracion de 1% de grenetina present muy poca rigidez. El gel era tan blando
que aun después de 1 hora a temperatura de refrigeracion hubo movimiento en la superficie del medio. A partir de

la concentracion de 3% de grenetina los geles formados resistieron méas de 1 hora a temperatura ambiente sin

? Nota sobre informacién tecnolégica publicada por la Agencia para Sustancia Téxicas y Registro de Enfermedades
(Servicio de Salud Piblica de EUA) en julio de 1992.
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romperse, presentando alta rigidez y maleabilidad. El gel comespondiente a una concentracion de grenetina de
2% permanece en forma de gel 30.17 minutos a temperatura ambiente, ademas de ser un gel rigido y maleable.
Por todo lo anterior se deduce que las concentraciones de 2, 3, 4 y 5% de grenetina pueden ser usadas en la

construccion de geles maleables para la formacion del sistema enzimatico deseado.

5.2.3.2. CONSTRUCCION DEL SISTEMA ENZIMATICO EN GRENETINA

5.2.3.2.1. En sistemas abiertos

Con las concentraciones de grenetina ensayadas en el punto anterior se realizd un ensayo con el fin de
evaluar cualitativamente la actividad enzimatica en el nuevo material de soporte. La primera concentracion
ensayada fue la commespondiente a 2% de grenetina. Cuando la segunda fase (sustrato) fue vertida a temperatura
de refrigeracion sobre el gel de la enzima, se observd de manera instantanea la aparicion de coloracién amarilla
en la interfase. Al colocar el tubo a temperatura ambiente la intensidad del color fue aumentando a través del
tiempo, hasta obtener color amarillo intenso en todo el medio a los 15 minutos. Una vez obtenido el color amarilio
intenso, el tubo sellado con parafilm fue mantenido a temperatura de refrigeracion para evaluar la intensidad del
producto obtenido. El color permanecié estable por mas de 21 dias bajo las condiciones mencionadas. Por todo lo
anterior puede afirmarse que la enzima presenta actividad en el soporte empleado.

Como se obtuvieron resultados exitosos en gel de grenetina al 2%, se construyeron peliculas por el método de
placas de vidrio (sec.4.2.1.3.2.) con el nuevo material de soporte y se elabord con ellas un control positivo. Una
vez que los geles se formaron dentro del sistema de placas a temperatura de refrigeracion, se encontr que al
ejercer la fuerza necesaria para separar las placas de vidrio y extraer el gel, una parte de éste quedé adherida a
uno de los vidrios y la ofra parte al segundo vidrio, de forma que quedaron dos geles con aproximadamente la

mitad del espesor original cada uno, como se muestra en la figura 26.
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FIGURA 26. Ruptura del gel de grenetina en el sistema de placas de vidrio
(sec. 3.2.1.3.2.)
- - . ~
gel de g Separacion de las
grenetina Y placas de vidrio
T f . “medios geles”
placas de vidrio de grenetina
El sistema de placas de vidrio se muestra de perfil.

El control positivo elaborado con los “medios geles” a temperatura de refrigeracion present6 aparicion de color
amarillo intenso a los 3 minutos de contacto.

Pensando en aumentar la concentracion de grenetina para obtener un gel mas consistente y maleable se
trabajo con grenetina al 3%. Pensando en la posibilidad de omitir el uso del n-pentadecano, se probé el uso de
grenetina al 2% como aislante. El sistema fue construido en una caja Petri de manera que se pudieran obtener
peliculas de aproximadamente 0.1cm de espesor sin tener que utilizar el sistema de placas que, como se observo
en el punto anterior, no permitia la obtencion de peliculas completas de grenetina. Después de que la tercera
capa de grenetina (correspondiente al sustrato ONPG) fue vertida en la caja y mantenida a temperatura de
refrigeracion hasta su gelificacion completa, el sistema ya presentaba una coloracion ligeramente amarilla. Esto
demuestra que la grenetina al 2%, bajo las condiciones utilizadas, no funciona como un aislante eficaz que

permita evitar el contacto entre la enzima y el sustrato a temperatura de refrigeracion: la grenetina a esa
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concentracion permite en cierto grado la difusion del sustrato debido a su alto contenido de agua. De esta
manera, el sustrato encuentra el sitio activo de la enzima y se lleva a cabo la reaccion aun a temperatura de
refrigeracion. Cuando la caja fue colocada a temperatura ambiente, a los 5 minutos se presentd la aparicion de
color amarillo intenso acompanado del olor caracteristico del producto de la reaccion. La caja con el producto
obtenido fue almacenada a temperatura de refrigeracion para evaluar la estabilidad del color. La intensidad del
color disminuy a través del tiempo, hasta que a los 20 dias el sistema era incoloro.

Con el fin de disminuir en lo posible la difusion del sustrato hacia la enzima, la concentracion de la grenetina
enelgeldeenzimahneaumeniada. No se aumentd la concentracion en el gel de sustrato debido a que la
grenetina a mayor concentracion requiere ser mantenida a una temperatura mas elevada (mas de 30°C) para
mantenerse liquida y el ONPG sufre hidrolisis a dicha temperatura. Ademas se aumentt el espesor de la capa
aislante de grenetina al 2%. La caja Petri de 5cm de diametro fue cambiada por una caja de cartdn recubierta con
plastico adherente para disminuir el tamafio del sistema y con eilo la cantidad de material requerido. Después de
verter en el sistema la Ultima capa de grenetina (comrespondiente al ONPG) a temperatura de refrigeracion,
pasaron 16 minutos y el sistema presentd solamente pequefias zonas amarillas. Eso significa que se logrd
disminuir en gran medida el grado de difusion del sustrato hacia la enzima, pero no lo suficiente para evitar la
reaccion antes de exponer el sistema a temperatura ambiente. Por lo tanto, el gel de grenetina al 2% no puede
ser utilizado como aislante del sistema aunque se aumente la concentracion del gel de enzima.

Cuando el sistema completo fue colocado a temperatura ambiente, se observd aparicién de color amarillo
evidente a los 5 minutos, alin cuando el medio se mantuvo sélido. Después de 20 minutos de exposicion a
temperatura ambiente, el color que presentaba el sistema era amarillo intenso. Sin embargo, cuando el sistema
fue colocado a temperatura de refrigeracion después de una hora de haber sido mantenido a temperatura
ambiente con el fin de evaluar la estabilidad del color producido, a las 24 horas el color se perdio completamente.

En el sistema con la enzima disuelta en grenetina al 5% el comportamiento fue exactamente el mismo.
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Como en los ensayos anteriores y en los de la seccion 5.2.2. se perdia el color obtenido, se efectué un
experimento con la finalidad de determinar si la hermeticidad de los sistemas de grenetina (sellado) o el nivel de
llenado de los mismos (llenado) afectaban de alguna manera la estabilidad del color amarillo caracteristico del
| producto de la reaccion. Para ello, en cajas Petri de vidrio de 5¢cm de diametro, con capacidad para 20mL, se
prepararon mezclas de grenetina al 2% y ONP 0.393 mg/mL. Cada caja recibio un tratamiento distinto de acuerdo
con lo que se muestra en la tabla 8. En los casos en que las cajas fueron selladas, dicho sellado se hizo con

parafim. En todos los casos las cajas fueron mantenidas a temperatura de refrigeracion durante el tiempo que

durd el experimento.

TABLA 8. Tratamientos a los que fueron sometidos diversos sistemas de grenetina al 2% y ONP

0.393 mg/mL
No. de caja 1 2 3 y
ratamient Liena a la mitad Llena a la mitad )
i’ y sellada sin seflar Llena y sellada Llena sin sellar

Posteriormente se evalud la estabilidad del color en funcion del tiempo de acuerdo con la siguiente escala:
0 = Ausencia de color
1 = Vagamente perceptible
2 = Poco intenso
3 = Intensidad regular
4 = Intenso
5 = Muy intenso
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 27. En dicha figura se observa que el color se pierde mas
rapidamente cuando la caja se encuentra llena hasta la mitad y no se encuentra sellada. El ONP tiene la
propiedad de ser muy soluble en el vapor de agua, de manera que si el sistema no se encuentra sellado ocurren
fugas de agua en forma gaseosa, arastrando al compuesto colorido. Ademas, cuando la caja se encuentra llena

a la mitad, al ser mayor el espacio de cabeza es mayor la cantidad de aire (y por ende de vapor de agua)

contenido en la caja, por lo que el ONP es arrastrado en mayor cantidad que si la caja se encuentra
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completamente llena. Como el sellado se realiz con parafilm no se logrd la hermeticidad completa, y las
pequefias fugas que se presentaron favorecieron la pérdida del compuesto. Obviamente, lo contrario ocurre
cuando el sistema se encuentra sellado (pues no hay fugas de ninguna clase) y completamente lleno (el espacio
de cabeza es menor). Debido al fenémeno de amastre del ONP con el vapor de agua, la estabilidad del color en
los sistemas en pelicula era tan baja, pues en forma de pelicula es mucho mayor la superficie de contacto enfre el
aire y el medio. Al aumentar la superficie de contacto, aumenta la cantidad de ONP que se pierde y con ello la
velocidad de pérdida del color. Por lo tanto, al trabajar con ONPG como sustrato el sistema enzimatico no puede
ser construido en forma de pelicula debido a que el producto de la reaccién (ONP) no es estable bajo esas

condiciones.
FIGURA 27. Efecto del llenado y sellado en la estabilidad del color
de soluciones ONP - grenetina

6
% 5 —1
3 4

3 . ==#=_Llena a la mitad y sellada
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5.2.3.2.2. ENSISTEMAS SELLADOS

En la seccion anterior (5.2.3.2.1.) se llegd a la conclusién de que la estabilidad del ONP es mayor en los
sistemas que se encuentran perfectamente sellados y de que no es posible trabajar en pelicula. Por lo tanto, en
esta seccion se probaron diversos sistemas sellados para la construccion del sistema enzimético.
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a) ENcaJAs PETRI

El control positivo dio color al contacto entre las fases y al cabo de 15 minutos la distribucion del color en el
medio era homogénea. El color se mantuvo estable durante mas de 19 dias a temperatura de refrigeracion. El
control negativo se mantuvo incoloro el tiempo que durd el experimento. El sistema completo presenté una
coloracion amarillo tenue aiin a temperatura de refrigeracion, debido a que la capa intermedia de n-pentadecano
presentaba algunas fugas. Al exponer el sistema a temperatura ambiente, el n-pentadecano se fundié y las capas
de enzima y de sustrato entraron en contacto, produciéndose color amarillo intenso al cabo de 3 minutos. Dicho
color fue intenso en todo el sistema, pero se encontraba distribuido en el medio de una manera heterogénea
debido a que algunas burbujas de n—pentadecano no lograron salir a la superficie. Después de 5 dias a
temperatura de refrigeracion el color amarillo mantuvo su intensidad y su distribucion en el medio era homogénea.
Después de 18 dias el color aun mantenia su intensidad. Por todo lo anterior se concluye que el sistema sellado
en caja Petri permite que el color permanezca estable durante un tiempo prolongado debido a que es sencillo
realizar un sellado eficiente. Sin embargo, al ser tan grande la superficie de contacto entre las capas de enzima y
sustrato es muy dificil aislarlas completamente mediante una simple barrera de n-pentadecano, por lo que no es

posible conseguir que el sistema se mantenga incoloro por mucho tiempo a temperatura de refrigeracion.
b) EN TUBOS DE 25X150MM
Con el fin de minimizar la probabilidad de fugas se propuso este sistema en el que la superficie de contacto
enzima-sustrato fuera menor. Los resultados obtenidos en los tubos de 25x150mm se muestran en la figura 28. El

comportamiento del control positivo fue similar al de la caja Petri, con la diferencia de que por la longitud de la

columna de grenetina el color amarillo tardé mas en distribuirse por todo el medio; en el caso particular de este
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experimento tardo 24 horas, aunque desde los 3.83 minutos aparecié una coloracion amarillo intenso en la
interfase. El control negativo se mantuvo incoloro por 20 dias.

En el sistema completo s aprecid que parte del n-pentadecano fue desplazado al adicionar la solucion de
enzima. El sistema se mantuvo incoloro por algiin tiempo, pero a las 20 horas se observé una coloracion amarilio
tenue en la interfase ONPG-n-pentadecano, lo cual es indicativo de la existencia de fugas. Por ofra parte, la fase
superior, que comesponde a la enzima, nunca gelific. Al exponerse a temperatura ambiente, el n-pentadecano
tardé 10 minutos en subir a la superficie y el color amarillo se intensificé por todo el medio a los 41 minutos. En la

figura 28C se observa una capa en la superficie del medio en el tubo que commesponde al npentadecano. En
todos los casos el color se mantuvo estable por mas de 20 dias.

FIGURA 28. Sistemas sellados con grenetina al 2%

en tubo de 25x150mm

(64
A B
. “—

A. Confrol negativo (ONPG + grenetina 2%)
B. Control positivo (B-galaciosidasa + ONPG)
C. Sistema completo (-galactosidasa +n-pentadecano + ONPG)
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c) ENTUBOS DE 5.5MM DE DIAMETRO

Este sistema se propuso con el fin de reducir al minimo las fugas en el sistema, darle una imagen mas estética
y a la vez ahomrar materias primas. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 29. El control positivo
presentd una coloracién amarillo intenso en la interfase al entrar en contacto las fases. Al cabo de 5.92 minutos el
color estaba distribuido homogéneamente por todo el medio. A los 5 dias el color se mantuvo estable. El control
negativo se mantuvo incoloro los 5 dias que dur6 el experimento.

FIGURA 29. Sistemas sellados con grenetina al 2%
en tubo de 5.5mm de didmetro
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A. Control negativo (ONPG + grenetina 2%)
B. Control positivo (B-galactosidasa + ONPG)

C. Sistema completo (B-galaciosidasa + n-pentadecano + ONPG)

En cuanto al sistema completo, se mantuvo 3 dias en refrigeracion protegido de la luz, como se observa en la
figura 30A. Sin embargo, al exiraer el sistema del refrigerador se observé una ligera coloracion amarillo tenue
indicativa de la presencia de fugas, lo cual se aprecia en la figura 30B. En dicha figura se pueden observar
perfectamente las fres fases del sistema: la superior de enzima, la intermedia de n-pentadecano y la inferior de
ONPG. A temperatura ambiente se observo la fusion del n-pentadecano a los 3 minufos de exposicion, mienfras
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que a los 5 minutos se formd una gran miscela en el centro del sistema. A los 23 minufos la miscela de n-
pentadecano llegd a la superficie del sistema, en el minuto 35 la interfase presentd una coloracion amarilio
intenso y a los 40 minutos el color ya estaba disfribuido por todo el medio. El color se mantuvo estable los 5 dias

que durd el experimento. En la figura 29C se observa la fase superior comespondiente al n-pentadecano.

FIGURA 30. Sistema completo en tubo de 5.5mm de
didmetro a temperatura de refrigeracién

A ' & B .-r
. ‘ 1

A. Forma de conservacion del sisiema completo en refrigeracion
B. Sistema completo recién expuesto a temperatura ambiente

En el sistema inclinado se presentd el mismo problema de las fugas y del tiempo largo para que se diera la
reaccion. El tiempo al cual todo el sistema alcanzo una coloracion amarillo intenso (35 minutos) fue ligeramente
menor que en el sistema vertical y podria ser adecuado para algunas aplicaciones, aunque sigue siendo
demasiado largo para fines de la presente investigacion.

82



5.2.3.3. DETERMINACION DEL TIEMPO DE TRANSICION DE GEL A LIQUIDO EN FUNCION DE LA CONCENTRACION

DE GRENETINA (PARTE 2)

Este experimento ya se habia realizado con anterioridad, pero con concentraciones de grenetinade 1,2, 3,4y
5% (sec. 5.2.3.1.). En dicho experimento se encontrd que el gel de grenetina al 1% presentaba una consistencia
muy blanda y que el gel al 2% tardaba méas de media hora a temperatura ambiente para fundirse. Con el fin de
aumentar la velocidad de difusion de la enzima y el sustrato se repitio el experimento, pero esta vez buscando
una concentracion de grenetina menor a la que se estaba utilizando (2%) y que al mismo tiempo cumpliera con
las condiciones de gelificar con facilidad, producir un gel rigido y fundir en menos de 15 minutos fuera del
refrigerador. Los resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 9. Los datos que se presentan en dicha

tabla comesponden al promedio de las tres determinaciones realizadas para cada caso.

TABLA 9. Determinacién del tiempo de transicion de gel a liquido en funcion de la concentracion de
grenetina
Tubo Concentracion de grenetina Tiempo de gelificacion Tiempo de transicién
(%) (min) gel-liquido (min)
1 1.2 26.48 7.50
2 1.3 22.00 8.41
3 14 20.97 12.72
4 1.6 16.62 17.65
5 1.8 13.40 21.47

La concentracion elegida fue 1.3% en primer lugar por el corto tiempo de fusion pero sobre todo por la
consistencia de los geles que forma, ya que el gel de 1.2% a pesar de tener un tiempo menor de fusion tiende a

formar geles demasiado blandos.
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5.2.3.4. CONSTRUCCION DEL SISTEMA ENZIMATICO EN GEL DE GRENETINA AL 1.3%

Una vez que se determind la concentracion optima de grenefina que permitiera obtener un gel rigido con el
menor tiempo de fransicion de gel a liquido a temperatura ambiente, se construyeron sistemas enzimaticos
utilizando la concentracion encontrada, esperando aumentar el grado de difusion de la enzima y el sustrato y con
ello disminuir el tiempo de reaccion.

5.2.34.1. Con n-pentadecano como aislante

Los resultados de estos ensayos se muestran en la figura 31. El control positivo, elaborado en tubo de ensayo
de 8 x 75mm, presentd una coloracion amarillo tenue a los 8 minutos de contacto a temperatura de refrigeracion.
Cuando fue expuesto a temperatura ambiente, el medio fundié a los 3.75 minutos y la produccién de color intenso
fue instantanea. Por ofro lado, el sistema completo presentd fugas y adquirid una coloracion amarilio tenue en

refrigeracion. El sistema inclinado presentd el mismo comportamiento.

FIGURA 31. Sistemas sellados con grenetina al
1.3% en tubo de 8x75mm

A B an
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A.  Control negativo (ONPG + grenetina 2%)
B. Control positivo (B-galactosidasa + ONPG)
C. Sistema completo (3-galactosidasa +n-pentadecano + ONPG)




5.2.3.4.2. Con grenetina al 1.3% como aislante

Se mont6 un sistema como el descrito en la figura 1 pero usando grenetina como material de soporte y
también como aislante. El sistema completo presenté coloracién amarillo tenue a temperatura de refrigeracion, lo
cual indica que la grenetina a la concentracion utilizada no sirve como aislante en el sistema, ya que permite que
la difusion se lleve a cabo con facilidad. Otro aspecto que llama la atencion es que la fase donde se encontraba la

enzima nunca gelificd.

5.2.3.5. EFECTO DEL TIEMPO TRANSCURRIDO DESDE LA PREPARACION HASTA LA UTILIZACION DE LA ENZIMA

SOBRE LA GELIFICACION DE LA SOLUCION ENZIMA EN GRENETINA AL 1.3%

En el ensayo anterior (sec. 5.2.3.4.) asi como en el caso de ensayos en tubo sellado (sec. 5.2.3.2.2.) se tuvo
el problema de que la fase que contenia a la enzima nunca gelificd. Estos dos casos tienen en comdn que el
. tiempo que transcumit entre la preparacion de la solucién y la utilizacion de la misma fue relativamente largo.
Para determinar si el tiempo de utilizacion influye en la gelificacion se recurrié a hacer este experimento, del que
los resultados se muestran en la tabla 10. Todas las muestras fueron tomadas de una solucion madre de
grenetina al 1.3% conteniendo 0.5% de enzima.

Como se observa en la tabla 10, entre mayor fue el tiempo transcurrido entre la preparacion de la solucion de
enzima en grenetina hasta su refrigeracion, mayor fue el tiempo que tardo en gelificar. De hecho, cuando la
solucién fue mantenida solamente 10 minutos a temperatura ambiente, al someterla a refrigeracion nunca se
alcanzé a obtener un gel con la consistencia deseada. A partir de los 15 minutos a temperatura ambiente, al
someter a refrigeracion ya nunca se formo el gel. Este comportamiento es debido a que la enzima liofilizada fue

extraida de un cultivo de Aspergillus oryzae, por lo que es muy probable que no se encuentre libre de proteasas.
Al ser la grenetina una proteina, las proteasas presentes en la B-galactosidasa probablemente rompen ciertos
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enlaces peptidicos y dafan su estructura, evitando que se forme el gel. Entre mayor tiempo es mantenida la

solucién a temperatura ambiente, mayor es el dafio que sufre la estructura de la grenetina, hasta que liega el

momento en que es incapaz de formar una red tridimensional. Por lo tanto, se deduce que el tiempo maximo que

una solucién de enzima y grenetina puede ser mantenida a temperatura ambiente es de 5 minutos. Si se

mantiene bajo esas condiciones por mas tiempo ya no se podra efectuar la gelificacion.

TABLA 10. Efecto del tiempo transcurrido desde la preparacion hasta la refrigeracion de soluciones de
enzima en grenetina al 1.3% sobre la gelificacion
Tubo Tiempo de inicio de refrigeracion Tiempo de gelificacion Consistencia

To (min) T (min) del gel

1 0.74 25.38 Rigido

2 5.00 27.43 Rigido

3 10.00 1440.00 Muy blando

4 15.00 >1440.00 Liquido

5 20.00 >1440.00 Liquido

6 35.00 >1440.00 Liquido

To es el tiempo que la solucion de enzima en grenetina permanece a temperatura ambiente antes de ser sometida a refrigeracion

Te es el iempo al cual el gel ya se ha formado completamente (ya no hay movimiento en la superficie)

5.3.

Sistema enzimatico p-galactosidasa-X-gal

Con el fin de obtener un color méas evidente y una estabilidad mayor, se cambié el sustrato ONPG por X-Gal,

el cual da lugar a la formacion de un producto color indigo. El soporte utilizado fue poliacrilamida al 5% y el

sistema se aimd en peliculas, utilizando el método de las placas de vidrio que se describe en la seccion 4.2.1.3.2.

Los resultados obtenidos al realizar las pruebas con los geles de X-Gal 0.006M (gel S) y enzima 0.5% (gel E) se

muestran en la figura 32.
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FIGURA 32. Pruebas realizadas en geles de poliacrilamida al 10%

IA ‘¢ 9 e

Control negativo. Gel X-Gal 0.006M (gel S)

Control positivo. Gel B-galactosidasa 0.5% +gel X-Gal 0.006M (gel E +gel S)
Sistema. Gel B-galactosidasa 0.5% +n-peniadecano +gel X-Gal 0.006M

(gel E + n-pentadecanc +gel S)

P>

El control negativo mantuvo una coloracién azul cielo durante mas de 25 dias, sin sufrir modificaciones
significativas durante este periodo de tiempo. Por ofro lado, en el control positivo se aprecié la aparicion de color
azul indigo y de un precipitado del mismo color a los 9 minutos de contacto. El tiempo de estabilidad del color de
éste sistema es el mismo que el del confrol negativo. En el sistema completo se aprecia un color azul tenue a los
9 minutos de exposicién a temperatura ambiente. Después de la obtencion del color, el sistema se volvié a
almacenar a temperatura de refrigeracion. A las 24 horas se observé un aumento significativo en la intensidad del
color, pasando del azul tenue inicial al color mostrado en la figura 32C. El color abtenido al final en el sistema
completo se mantuvo estable mas de 25 dias a temperatura de refrigeracion.
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5.4. Sistema enzimatico p-galactosidasa-lactosa-GOD-PAP

5.4.1. USO DE POLIACRILAMIDA COMO SOPORTE

En el ensayo de efectividad del sistema elaborado con los geles de enzima (Es) y lactosa (S1) después de la
adicion de la solucion del sistema enzimatico GOD-PAP se observo la aparicion instantanea de un color rojo
sepia en el gel de enzima y en el residuo de la solucion empleada. El color aumenté su intensidad con el paso del
tiempo. La aparicion de este color es debida a que uno de los productos de reaccion entre la lactasa y una
molécula de lactosa, es una molécula de glucosa que al reaccionar con las enzimas del sistema GOD-PAP,
produce la coloracion rosa caracteristica, que conforme transcurre la reaccién aumenta su intensidad. Con el fin
de evaluar la estabilidad del color el control positivo se colocd en refrigeracion por 24 horas y el resultado de la
evaluacion fue la permanencia del color después del tiempo estipulado.

En el caso del control negativo se observo también una coloracion rojiza. Esto se debe a la gran cantidad de
glucosa que se encuentra presente en la lactosa.

Al momento de preparar el gel con la enzima y el sistema GOD-PAP (gel E2) se apreci6 una ligera coloracion
rosa que desaparecio al polimerizar la acrilamida. Cuando se llevo a cabo el control positivo entre los geles de
enzimas (E2) y de lactosa (Sz) pasaron 96 horas de contacto entre los geles sin que se observara aparicion de
color, por lo que fue necesaria la adicion de 0.1mL de solucion GOD-PAP para corroborar la presencia de glucosa
en el sistema; el resultado fue la presencia del color rojo sepia caracteristico. La aparicion de color era esperada
ya que en los geles se tenia por un lado una mezcla de enzimas y por otro un sustrato (lactosa) que al sufrir
hidrélisis enzimatica generaria ofro sustrato (glucosa) para otra reaccion enzimatica (sistema GOD-PAP-
glucosa). Sin embargo, no se present6 color, sino hasta la adicion de la solucién del sistema GOD-PAP. Esto
podia deberse a que de alguna manera uno de los sustratos de las enzimas del sistema GOD-PAP se habia

agotado.
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5.4.2. USO DE GRENETINA COMO SOPORTE

5.4.2.1. METODO DE PLACAS DE VIDRIO PARA LA CONSTRUCCION DE PELICULAS DE GRENETINA

Al aplicar al método de placas de vidrio para la construccion de peliculas de n-pentadecano las variaciones
descritas en la seccion 4.4.2.1. fue posible obtener peliculas de grenetina completas y de manera sencilla,

evitandose el problema de la formacion de “medios geles” que se describe en la seccion 5.2.3.2.

5.4.2.2. CONSTRUCCION DEL SISTEMA ENZIMATICO EN GRENETINA AL 10%

En la seccion 5.2.3.4.2. se concluyé que la grenetina no podia ser usada como aislante debido a que permitia
un alto grado de difusion del sustrato hacia la enzima. Como la capa aislante del sistema enzimatico no pudo ser
de grenetina, solo quedaba como altemativa hacerla de n-pentadecano. Para dar mayor consistencia al gel de
grenetina que servia como soporte se aument6 la concentracion de grenetina a 10%. Pero la solucion de
grenetina al 10% preparada present coloracion amarillo evidente, por lo que se descarté el uso de ONPG como
sustrato en este medio: el producto de la hidrolisis enzimatica del ONPG presenta el mismo color que la
grenetina. Por lo tanto, se utilizé el sustrato natural de la enzima: la lactosa. Para hacer colorida la reaccion, se
empleo el sistema enzimatico GOD-PAP para que actuara sobre la glucosa producida por la hidrélisis enzimatica
de la lactosa, produciendo una coloracion rojiza. La solucion de grenetina conteniendo la enzima B-galactosidasa
y el sistema GOD-PAP present6 una coloracion ligeramente rosa al ser introducida en el sistema de placas de
vidrio; después de 5 minutos de permanecer en refrigeracion para que se llevara a cabo la gelificacion de la
grenetina, el color rosa se intensificd. El control positivo realizado con los geles de enzima-GOD-PAP y lactosa no
presenté diferencia alguna con la intensidad del control negativo ain después de 10 minutos de contacto. Para

aclarar este fenémeno se realizd una mezcla de solucion de grenetina al 10% con el sistema GOD-PAP, misma
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que resultd incolora. Al adicionar B-galactosidasa a la mezcla anterior se obtuvo una coloracion rojiza similar a la
que presentd el gel. La enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzze contiene residuos de glucosa en una
cantidad tan alta que agotan los sustratos (fenol y 4-aminofenazona) del sistema enzimatico GOD-PAP,
produciendo coloracion rosa intenso ain antes de que se lleve a cabo la hidrélisis enzimatica de la lactosa. La
glucosa producida a partir de dicha hidrdlisis resulta despreciable comparada con la que contiene la enzima, por
lo que el color del control positivo fue igual al del control negativo. Por lo tanto, no es posible utilizar la enzima -

galactosidasa de Aspergillus oryzae junto con el sistema enzimatico GOD-PAP para los fines de la presente

investigacion.

5.5. Sistema enziméatico GOD-PAP-glucosa

Como altemativa al uso de la enzima B-galactosidasa con su sustrato lactosa, se construyé un sistema
utilizando como enzima el sistema GOD-PAP y como sustrato la dextrosa. Como ambos geles resultaron
completamente incoloros, no fue necesario realizar un control negativo. Los resultados obtenidos en el control
positivo se muestran en la figura 33. Se presentd color rosa tenue a los 0.33 minutos de contacto entre los geles
(figura 33A). Como se observa en las figuras 33B y 33C, el color se intensificd con el tiempo hasta obtener un
maximo a los 2 minutos a temperatura ambiente (figura 33D). El color asi obtenido se mantuvo estable durante 20

dias a temperatura de refrigeracion.
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FIGURA 33. Control positivo GOD-PAP-glucosa
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Desarrollo de color obtenido a distintos tiempos
A. 0.33 min, B. 0.67 min, C. 1.00 min, D. 2.00 min

El sistema completo tampoco presentt problemas de aparicion de color antes de tiempo, lo que prueba la gran
capacidad del n-pentadecano para funcionar como aislante. El sistema se mantuvo incoloro durante 30 minutos a
temperatura de refrigeracion, al término de los cuales se coloco a temperatura ambiente. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 34. Al momento de la exposicion a temperatura ambiente (figura 34A) el
sistema era incoloro. Se presentd aparicion de color rosa 1 minuto después de la exposicion a temperatura
ambiente, cuando el n-pentadecano comenzd a fundir (figura 34B); a los 3.50 minutos el sistema era rosa con
pequefias zonas incoloras, donde el n-pentadecano ailin funcionaba como aislante (figura 34C) y seguia
intensificandose con el tiempo. Después de 13 minutos, el sistema era rosa en toda la superficie (figura 34D), y a
los 26min, momento al cual se obtuvo la méxima coloracion, fue almacenado a temperatura de refrigeracion para
evaluar la estabilidad del color producido, mismo que se mantuvo durante mas de 28 dias.
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FIGURA 34. Sistema completo GOD-PAP-glucosa

Tiempos de exposicidn a temperatura ambiente:
A. 0.67 min, B. 1.00 min, C. 3.50 min, D. 13.0 min, E. 26.0 min

5.6. Comparacion entre los sistemas enzimaticos desarrollados y los

sistemas comerciales

Los indicadores de abuso de temperatura desamollados en el presente frabajo pertenecen al tipo de
dispositivos mas simples segin la clasificacion de Taoukis y Labuza (24): los CTls (Indicadores de Temperatura
Critica) que solo muestran la exposicion del producto por ariba de una temperatura de referencia, que en este
caso fue de 10°C. En la tabla 11 se muestra una comparacion enfre varios aspectos de los sistemas enzimaticos
desarrollados, asi como la seccion en que fueron presentados y discutidos los resultados correspondientes a
cada uno.
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El primer sistema fue el formado por la enzima B-galactosidasa y el sustrato ONPG. Cuando se intenté usar n-
pentadecano como soporte no se logré obtener una emulsion estable, por lo que al montar el sistema y exponerio
a temperatura ambiente no hubo desarrollo de color. Las dificultades presentadas en el desarrollo de este
sistema, asi como su elevado costo en caso de que hubiera funcionado, hacen que no pueda ser considerado
como un sistema adecuado. Cuando se utilizé poliacrilamida como soporte se obtuvo un sistema en el que el
color se desarrollaba a los cuatro minutos de exposicion a temperatura ambiente, pero que no duraba estable
mas de un dia. Como el uso de peliculas de poliacrilamida aumentaba la superficie de contacto sistema-aire, era
mayor la cantidad de ONP arrastrado por el vapor de agua, por lo que se perdié mas rapidamente el color. Por lo
anterior, el sistema de peliculas de poliacrilamida no pudo ser considerado Iadecuado. a pesar de su costo
moderado. En todos los casos en que se utilizd grenetina como soporte se presenté desamollo de color a
temperatura de refrigeracion, pues como la grenetina debi6 ser adicionada a temperatura ambiente sobre la capa
previamente solidificada de n-pentadecano, gran parte de éste fundié y por densidad migr6 a la superficie del
sistema, permitiendo el contacto enzima-sustrato alin a temperatura de refrigeracién. Como este fenémeno puede
dar lugar a falsos positivos (eliminacion de productos que jamas fueron sometidos a abuso de temperatura) todos
los sistemas de grenetina fueron descartados, a pesar de ofrecer costos tan bajos como 95 centavos. La
grenetina presentd un papel muy pobre como aislante en lugar de n-pentadecano, permitiendo que la reaccion se
efectuara a tal grado que el medio presentd color amarillo intenso en refrigeracion.

En el caso de los sfslemas B-Galactosidasa / GOD-PAP / lactosa, es posible que la glucosa presente en la
enzima liofilizada consumiera los sustratos del sistema enziméatico GOD-PAP. Por esa razon, al montar el sistema
y exponerio a temperatura ambiente no se presentaba cambio alguno en la coloracion inicial. También estos
sistemas tuvieron que ser descartados.

El sistema B-Galactosidasa / X-gal, que fue construido sobre un soporte de poliacrilamida, se mantuvo

completamente incoloro a temperatura de refrigeracion, prueba de la estabilidad de los reactivos empleados en su

93



construccion y de la habilidad del n-pentadecano para funcionar como aislante. Al ser expuesto a temperatura
ambiente, el sistema presento desarrollo de color a los 9 minutos y una estabilidad del color desarrollado mayor a
25 dias. Este sistema puede ser considerado como muy adecuado para ser usado de forma comercial, excepto
por un pequefio detalle: el costo por sistema es muy elevado (8.75 pesos).

El dltimo sistema probado fue el GOD-PAP / glucosa, que fue construido sobre grenetina al 10% en forma de
pelicula. Este sistema se mantuvo completamente incoloro a temperatura de refrigeracion y, al ser expuesto a
temperatura ambiente, presenté desarrollo de color después de un minuto. El color se mantuvo estable durante
mas de 28 dias. El costo del sistema es de 5.80 pesos, lo que lo hace adecuado para su uso comercial.

Un sistema comercial de tipo CT| para indicar abuso de temperatura se encuentra disponible en 3M (figura 3).
No se dispone de datos técnicos sobre este dispositivo, pero se sabe que presenta cambio de color en 5 minutos
a temperatura ambiente con cambio completo en 2 horas a cualquier temperatura de referencia entre los -17 y
los 66°C. Este amplio rango de temperaturas ya presenta una gran ventaja sobre los sistemas desarollados,
cuya Gnica temperatura de referencia es de 10°C.

Otro sistema comercialmente disponible es un indicador basado en difusion: el Monitor-Mark ® de 3M (24),
que consiste en un cojin saturado con una mezcla quimica (depésito). El cojin se encuentra superpuesto al final
de un largo soporte poroso (caril). Antes de ser usado, el cojin se encuentra separado del camil por una pelicula
que funciona como barrera. Al remover la barrera se activa el sistema, y si la temperatura se encuentra por amriba
del punto de fusion de la mezcla quimica comienza la difusion. Un ejemplo de mezcla quimica usada es el
estearato de butilo (punto de fusion de 12°C) mezclado con colorante azul. Al fundir la mezcla comienza a
moverse a través del camil. La respuesta del indicador es la distancia que ha recorrido el “frente azul”. El avance
de la sustancia puede ser visto a fravés de aberturas a lo largo del caril. Estandarizando el tiempo que
corresponde a una determinada distancia, se puede conocer cuanto tiempo ha sido expuesto el sistema a una
temperatura superior a la de referencia (24). El principio del Monitor-Mark ® es mucho mas simple que el de los

sistemas aqui desarrollados (que son de tipo enzimatico), pero el comercial tiene una vida util de varios afios si se
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mantiene a bajas temperaturas antes de la activacion. Los sistemas desarollados en este trabajo no requieren
ser activados, pero tienen una vida Gtil mucho menor (por ejemplo, el sistema GOD-PAP / glucosa solo dura 1
mes, que es el tiempo de estabilidad de la mezcla de enzimas y sustratos GOD-PAP de Spinreact ®). Ademas, la
informacion proporcionada por el Monitor-Mark ® arroja mayor cantidad de datos sobre el historial térmico del
producto que los sistemas desarrollados. En el caso del sistema GOD-PAP / glucosa, se podria hacer una
adaptacion semi-cuantitativa mediante el desamollo de una escala de color que permitiera conocer de forma
aproximada la cantidad de glucosa que ha reaccionado con el sistema GOD-PAP.

Entre los sistemas de tipo enzimatico comercialmente disponibles no se conoce de la existencia de uno que
utilice los mismos sistemas enzimaticos que los desarrollados en la presente investigacion. Se sabe que el Time
Temperature Monitor de |-Point ® esta basado en un cambio de color causado por una disminucion de pH
resultante de una hidrdlisis enzimatica sobre un sustrato lipidico (24). Antes de la activacion, el indicador consiste
en dos compartimentos separados (en forma de minibolsas plasticas): uno contiene la enzima lipolitica en
solucién acuosa (lipasa pancreatica); el otro contiene el sustrato lipidico (como tricapronato de glicerina)
suspendido en fase acuosa con un indicador de pH. El indicador es activado rompiendo la bamrera que separa los
dos compartimentos por ejercion de una presion mecanica, mezclando la enzima y el sustrato. La hidrolisis causa
liberacion de un acido (acido caproico), provocando un cambio de color en el indicador de pH. EI cambio de color
puede ser apreciado visualmente (si el indicador esta dirigido a consumidores) o medido instrumentalmente por
un colorimetro portatil (éi el indicador esta dirigido a productores). El Time Temperature Monitor de |-Point ® tiene
una vida (til de 1.5 afios a 4°C antes de la activacion. Como se observa, este sistema esta basado en una
reaccion enzimatica distinta a las empleadas en los sistemas propios. Este sistema también requiere activacion y,
acoplado a un método instrumental adecuado, puede dar la historia térmica completa del producio al cual se
encuentra asociado, a diferencia de los sistemas desarrollados que solo indican que el producto ha sido expuesto

a una temperatura superior a los 10°C.
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El costo es una de las principales razones por las que los productores de la industria de alimentos se han
mostrado renuentes al uso de los indicadores de abuso de temperatura. En el caso de los indicadores
comerciales, los costos varian desde los 40 a los 85 centavos de peso. En el caso de los propios, los mejores
sistemas presentaron costos de 8.75 pesos (sistema B-galactosidasa / X-gal) y 5.80 pesos (sistema GOD-PAP /
glucosa). Los sistemas desarrollados (que pueden considerarse en etapa de prototipo) se encuentran a un nivel
un poco mas alto que los costos que los comerciales, y con la mejora de sus caracteristicas este costo podria
reducirse a un punto que fueran accesibles. Lo importanie es centrarse en hacer ver a los productores que la
inversion en un dispositivo indicador de abuso de temperatura puede evitar muchas pérdidas econdmicas en
productos que pierden sus caracteristicas de calidad al ser expuestos a temperaturas elevadas.
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. CONCLUSIONES

La enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae presentt actividad a una temperatura de 9°C, por lo que
es (il para fines de la investigacion.

La emulsion mas estable en aceite mineral fue la que contenia 3% de agua y 1% de acetona.

La enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae presentt actividad en aceite mineral con 3% de agua.

La coloracion més intensa en aceite mineral se presenté con una concentracion de enzima de 0.5% y 0.017%
de ONPG.

» En n-pentadecano fue necesario adicionar 0.52% de ONPG para que la coloracion amarilla fuera evidente.

Y

La presencia de 5% de DMSO propicia la hidrolisis del ONPG, por lo que no puede ser usado como
cosolvente en el sistema B-galactosidasa — ONPG.

El sistema B-galactosidasa - ONPG no pudo ser construido usando n-pentadecano como soporte debido a
que no se lograron emulsiones de enzima y sustrato estables.

El mejor método para la construccion de peliculas de n-pentadecano y poliacrilamida fue el de placas de
vidrio, pero para hacer peliculas de grenetina fue necesario aplicar una variacion al método cubriendo la cara
intema de los vidrios con plastico adherente.

Para que el color amarillo sea evidente en el sistema B-galactosidasa — ONPG sobre poliacrilamida, la
concentracion del gel de 0.5% de enzima debe ser de 10% de poliacrilamida y de 15% de poliacrilamida para
ONPG 0.034M.

En el sistema B-galactosidasa — ONPG usando poliacrilamida como soporte, el color obtenido no fue estable
por mas de 24 horas, ya que el sistema fue construido en pelicula provocando que el ONP fuera amastrado
con el vapor de agua por la gran superficie que deriva de ésta forma geométrica.

Una concentracion de ONPG de 0.034M inhibe la polimerizacion de la acrilamida al 5%.
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Para aumentar la estabilidad del color amarillo en sistemas con grenetina es necesario sellarios, para impedir
que el ONP sea arrastrado por el vapor de agua y el color se pierda.

En los sistemas B-galactosidasa — ONPG en capas de grenetina, se obtuvo un efecto indeseable, ya que
desarrollaron color a temperatura de refrigeracion, debido a que el n-pentadecano migraba a la superficie y
permitia el contacto entre la enzima y el sustrato.

El sistema p-galactosidasa — X-GAL permanecid incoloro a temperatura de refrigeracion, desarrollo color a
los 9 minutos de exposicién a temperatura ambiente y el color permanecié estable mas de 25 dias, lo que
hace de este sistema uno de los mejores, excepto por su elevado costo (8.75 pesos).

No es posible acoplar el sistema -galactosidasa — lactosa con el sistema enziméatico GOD-PAP, pues tanto
la enzima como la lactosa contienen restos de glucosa que agotan los reactivos del kit y provocan el
desarrolio de color antes de tiempo.

El sistema GOD-PAP - glucosa permanecié incoloro a temperatura de refrigeracion, desamollé color después
de 1 minuto a temperatura ambiente y el color permaneci6 estable durante mas de 28 dias; lo anterior,
aunado a su bajo costo (5.80 pesos) lo convierte en el mejor sistema desarmollado.

Los mejores sistemas desarrollados fueron los de B-galactosidasa — X-GAL en poliacrilamida y el de GOD-
PAP - glucosa en grenetina, ya que en ambos no se obtiene color a temperatura de refrigeracion con lo que
se descarta la presencia de falsos positivos, se obtiene el color caracteristico a una intensidad perceptible y
ademas dicho color es estable por mucho tiempo, sin embargo es necesario optimizarios para hacerlos mas

accesibles econémicamente hablando.
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