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Resumen

Durante el proceso de curado del jamén y de los embutidos fermentados se
producen cambios a nivel bioquimico entre los que destacan la protedlisis, la
lipolisis y la glucolisis, y que van a definir la calidad que se espera en este tipo de
productos.

La evaluacién de ciertos compuestos derivados de dichas reacciones, pueden servir
como marcadores del proceso. Es el caso de los aminoacidos libres y en concreto la
lisina como marcador de protedlisis, o el acido lactico, producto de la fermentaciéon
de los carbohidratos como marcador de una fermentaciéon adecuada de embutidos
por bacterias acidolacticas. Por otro lado, la adicién de algin ingrediente como la sal
o aditivos como son los nitratos, van a asegurar la higiene del producto. Asi, los
nitratos tras su transformacion en nitritos durante el proceso, tienen la capacidad
de inhibir al Clostridium botulinum pero también colaboran en el desarrollo de las
caracteristicas sensoriales, aroma y color fundamentalmente, de los productos
curados. Sin embargo, en este caso concreto, y a pesar de ser un ingrediente
indispensable para asegurar sanitariamente el producto, debe mantenerse en
niveles permitidos por ser potencialmente perjudicial para la salud.

Existen diversas técnicas para el anadlisis de estos compuestos marcadores del
proceso, siendo la mas utilizada la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
Sin embargo, esta técnica es cara, conlleva tiempo y no siempre resulta accesible
para un laboratorio de una industria alimentaria. El desarrollo de biosensores en los
que se utilizan enzimas como elemento de bioreconocimiento, ha alcanzado una
gran expansion en algunos sectores como son la industria sanitaria y farmacéutica.

Estos sensores combinan la selectividad de las enzimas con la sensibilidad de la



deteccidn electroquimica. Ademas, son de manejo sencillo, los analisis son rapidos,
no requiere personal especializado, y es econdmico. En esta tesis nos planteamos
pues la posibilidad de utilizar un biosensor amperométrico simple compuesto por
un oximetro y una enzima, que se seleccionara en funcién del compuesto clave que
se quiera analizar para monitorizar los procesos. Asi, para la determinacidén de lisina
se ha elegido la lisina-a-oxidasa, para la determinacién de nitrato la nitrato
reductasa, y para la determinacién de acido lactico la lactato oxidasa. Los sensores
se han optimizado tanto para su uso con la enzima libre como inmovilizada en una
membrana (en el caso del sensor de acido lactico se desarroll6 Gnicamente para la
enzima libre) y en todos los casos se compararon los resultados de los biosensores
con la cromatografia liquida de alta resolucién como método de referencia.

Estos sensores han sido aplicados a muestras reales de jamén y embutido curados
permitiendo una determinacién fiable de lisina, nitrato y acido lactico con las

respectivas enzimas.



Resum

Durant el procés de curat del pernil i dels embotits fermentats es produixen canvis a
nivell bioquimic entre els que destaquen la protedlisi, la lipolisi i glucolisi, i que
definiran la qualitat que s'espera en este tipus de productes.

L'avaluaci6 de certs compostos derivats de les dites reaccions, poden servir com a
marcadors del procés. Es el cas dels aminoacids lliures i en concret la lisina com a
marcador de proteodlisi, o 'acid lactic, producte de la fermentacié dels carbohidrats
com a marcador d'una fermentacié adequada d'embotits per bacteris acidolacticas.
D'altra banda, I'adicié d'algun ingredient com la sal o aditius com so6n els nitrats,
asseguraran la higiene del producte. Aixi, els nitrats després de la seua
transformaci6 en nitrits durant el procés, tenen la capacitat d'inhibir al Clostridium
botulinum perd també col-labora en el desenvolupament de les caracteristiques
sensorials, aroma i color fonamentalment, dels productes curats. No obstant aixo,
en este cas concret, i a pesar de ser un ingredient indispensable per a assegurar
sanitariament el producte, ha de mantindre's en nivells permesos per ser
potencialment perjudicial per a la salut.

Hi ha diverses tecniques per a l'analisi d'estos compostos marcadors del procés,
sent la més utilitzada la cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC) . No obstant
aixo, esta técnica és cara, comporta temps i no sempre accessible per a un laboratori
d'una industria alimentaria. El desenvolupament de biosensors en que s'utilitzen
enzims com a element de biorecoeixement, ha aconseguit una gran expansié en
alguns sectors com sén la indudstria sanitaria i farmacéutica. Estos sensors combinen
la selectivitat dels enzims amb la sensibilitat de la detecci6 electroquimica. A més,

son de maneig senzill, les analisis sén rapides, no requerix personal especialitzat, i



és econdomic. En esta tesi ens plantegem la possibilitat d'utilitzar un biosensor
amperomeétrico simple compost per un oximetre i un enzim, que se seleccionara en
funcid del compost clau que es vullga analitzar per a monitoritzar els procesos. Aixi,
per a la determinacié de lisina s'ha triat la lisina-a-oxidasa, per a la determinaci6 de
nitrat la nitrat reductasa, i per a la determinacié d'acid lactic la lactat oxidasa. Els
sensors s'han optimitzat tant per al seu s amb l'enzim lliure com immobilitzada en
una membrana (en el cas del sensor d'acid lactic es va desevolupar unicament per a
I'enzim lliure) i en tots els casos es van comparar els resultats dels biosensors amb
la cromatografia liquida d'alta resolucié com a metode de referencia.

Estos sensors han sigut aplicats a mostres reals de pernil i embotit curats permetent

una determinacié fiable de lisina, nitrat i acid lactic amb els respectius enzims.



Abstract

During the rippening of ham and dry sausages, biochemical changes are produced,
the main changes are proteodlisys, lipolisys, and glucolisys, that are going to define
the quality that is normal in this type of products.

The evaluation of certain components that are derivates of this reactions, can be
used as markers of the process. This is the case of free amino acids like lysine, that is
a marker of protedlisys, another example lactic acid, a product of glycogen
fermentation, like a marker of correct fermentation carried out by lactic acid
bacteria. Another way to assure the food quality is the addition of some ingredients
like salt or additives like nitrate. Thus, nitrate after its trasformation in nitrite
during the process has the capacity of inhibition of Clostridium botulinum, and its a
helpers in the development of sensorial characteristcs like flavor, color and texture,
specially in ferment meat. Although the nitrate is an necessary ingredient for assure
food safety, must be according allowed levels, because can be potencially harmeful
for health.

There are different techniques for the analysis of those market of the process, being
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) the most used. However, this
technique is expensive and not accesible for a food laboratory. The development of
biosensors that use enzyme like and element of birecognition has achieved a great
expansion in farmaceutical and sanitary industries. Those sensors combined the
selectivity of enzymes with the selectivity of electrochemical detection. In addition
are economic, easy to use and the measurement are fast and do not require

specialized people.



In this thesis our main objective is the possibility to use amperometric biosensors,
comformed by an oximeter and an oxide reductase enzyme selected in function of
the interest component that is going to be analyzed for monitoring the process.
Thus, by the determination of lisine it has been choose the lisine-a- oxidase, for the
determination of lactic acid, the lactate oxidase have been chosen and for the
determination of nitrate, the nitrate reductase have been selected. Sensors have
been optimized, for been used in a soluble and immobilized form. (For acid lactic
sensor, just a soluble form has been developed) in all cases, the results of biosensor
was compared with HPLC like reference method.

Those sensors have been applied in real samples of ham and dry sausages allowing
reliable determination of lysine, nitrate and lactic acid, with their respective

enzymes.
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Introduccién

1 INTRODUCCION

El intenso y continuo desarrollo de la industria carnica a nivel mundial,
requiere de métodos rapidos, econémicos y eficaces para verificar in situ la calidad
y seguridad de sus productos. La industria carnica en Espafa exportd en 2013 un
total de 1.43 millones de toneladas de productos frescos, y 138,736 toneladas de
elaborados, lo que represent6 unas ventas exteriores de 4,189 millones de euros, un
3.9 % superiores a los 4,034 millones de euros de 2012, que a su vez habian crecido
un 11 % respecto a los 3,644 millones facturados en 2011 (Fuente: Asociaciéon
Nacional de Industrias de la Carne de Espaiia, 2015).

Dada la importancia econémica del sector, el control de calidad de sus productos,
especialmente realizado en linea de produccién, adquiere una especial relevancia.
En este sentido, la ciencia aplicada intenta dar solucién a esta demanda
aumentando asi la sensacidn de seguridad en el consumidor mediante el desarrollo
de métodos analiticos alternativos, como es el caso de los biosensores, ya utilizados
en medicina, y que se podrian aplicar en la industria de la alimentacidn,
convirtiéndose en herramientas ttiles de control.

Lo que se busca en un biosensor es economia, rapidez, sensibilidad y selectividad,
requisitos que se pueden cumplir empleando principios electroquimicos y
bioquimicos. Asi los electrodos de tipo amperométricos - enzimaticos rednen todos
los requisitos al combinar la sensibilidad de uno y la selectividad del otro.

Las enzimas poseen la caracteristica de ser altamente selectivas hacia determinados
sustratos y asi pueden ser utilizadas como bioelementos de reconocimiento de
ciertos analitos (sustratos), pero ademds, y en concreto, las enzimas
oxidoreductasas generan en su interaccién con el sustrato diferencias de potencial
medibles en sensores amperométricos. Esta selectividad permite la cuantificacion
del componente de interés a pesar de hallarse en mezclas complejas y ademas, en

concentraciones pequeiias, por la alta sensibilidad de los electrodos de medida, lo
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que simplifica el proceso de andlisis ya que no sera necesario utilizar técnicas
previas de separacion. La estabilidad de la enzima, que revertird en beneficio
econdmico, y la selectividad hacia el sustrato o analito de interés, dependera de
factores como las condiciones de reaccion (pH y temperatura), técnicas de
inmovilizacion del enzima, concentracién del enzima y del sustrato entre otras, por
lo que establecer las mejores condiciones de operaciéon para cada analito en el
biosensor se convierte en un importante objetivo. En este contexto, la medida de la
actividad enzimatica por ejemplo, sirve para determinar la afinidad de dicha enzima,
para una concentracién especifica de sustrato lo que a su vez permitird obtener
parametros técnicos de utilidad, como el uso de un intervalo lineal de medicién u
operacion. Asi, el estudio y optimizacion de dichos parametros técnicos para el
analisis de algunos marcadores de calidad y seguridad, como son la lisina, el nitrato
y el acido lactico, en productos carnicos curados y fermentados, empleando un

biosensor amperométrico; es el objetivo principal de esta tesis.

1.1 PRODUCTOS CURADOS DEL CERDO

1.1.1 Jamodn Curado

Se entiende por jamén curado al producto elaborado con la extremidad
posterior, cortada al nivel de la sinfisis isquiopubiana, con pata y hueso, que incluye
la pieza osteomuscular integra (perniles), procedente de cerdos adultos, y sometido
al correspondiente proceso de salazoén, y curado-maduracidn.

El proceso estd integrado por dos fases bien diferenciadas: i) Una primera fase
incluye el salado de las piezas, empleando sal y otros aditivos, como los nitratos y

nitritos, con lo que se pretende la absorcién y difusiéon de las sales dentro de éstas
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durante un periodo de reposo denominado post salado. Esta fase es necesaria para la
correcta conservacion del producto por disminucién de la actividad de agua y la
presencia de nitritos. ii) Una segunda fase, en la que se somete a la pieza a un
proceso de desecacién y maduracion, en los que se ven implicados fenémenos fisico-
quimicos, y bioquimicos, fundamentalmente de proteélisis y lipdlisis, que conducen
al desarrollo de unas propiedades organolépticas caracteristicas (Olmo et al., 2013).
De esta forma, se puede decir que el jamén no solo es el proceso de salado de la
pieza porcina con el objetivo de reducir toda posible alteracién microbiana, sino que
se trata de una verdadera transformacion a nivel de su composicién quimica y, por
lo tanto, de sus propiedades sensoriales.

A continuacién se describen brevemente las etapas del proceso de elaboracién del

jamoén curado.

1.1.1.1 Proceso de Fabricacion del Jamoén Curado

Se parte de perniles refrigerados o congelados. Se ha demostrado que la
congelacion presenta alguna ventaja frente a la refrigeracién pues al formarse
pequeiios cristales de hielo dentro de las estructuras musculares se facilita la
posterior penetracion de las sales durante la salazén. También se ha observado que
la congelacion facilita la aparicién de “pintas blancas” que son debidas a la
cristalizacién del aminoacido tirosina durante el proceso de maduracién posterior.
Sin embargo, para algunas denominaciones de origen es obligatorio que las piezas se
mantengan refrigeradas a temperaturas entre 0-3 °C, no estando permitido el uso de
materia prima congelada.

Los perniles se preparan en funciéon de las caracteristicas especificas propias de
cada tipo de jamon confiriendo a las piezas formas redondeadas caracteristicas. Al

realizar esta operacion se delimita, dejando libre de corteza, la superficie por donde
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ha de tener lugar la absorcién de las sales de curado y se elimina la mayor cantidad
posible de sangre de las piezas, mediante presion lo que evita el crecimiento de
microorganismos contaminantes, que pueden producir problemas tecnoldgicos en
procesos posteriores.

A continuacidn se realiza el pre-salado de los perniles que consiste en la aplicacion,
por masajeado en la superficie libre de la corteza, de las sales de curado constituidas
por una mezcla de sal y sales nitrificantes; nitratos (E-251 nitrato sédico, E-252
nitrato potasico) y nitritos (E-249 nitrito sddico, E-250 nitrito potasico), que puede
contener también otros coadyuvantes como azucares y/o acido ascérbico. La
cantidad de nitratos y nitritos depende del peso de la pieza, siendo
aproximadamente de 150 ppm de nitrato s6dico o potasico y 100 ppm de los
correspondientes nitritos. La adicién de sales nitrificantes refuerza el efecto
conservante de la sal por inhibir el crecimiento de Clostridium botulinum, pero
ademas, contribuye a la generacion del color y aroma tipicos del jamén curado
(Toldra y Flores, 1998). Es por ello esencial conseguir una penetraciéon correcta de
las sales de curado, asi como una conversién gradual de nitrato en nitrito, que es la
forma activa, durante el proceso. Esto se consigue en las posteriores etapas de
salado y post salado, en las que la sal y sales de curado difundiran hasta el interior
de las piezas persiguiendo una disminucién de la actividad de agua (aw) y con ello la
estabilizacién microbioldgica de la materia prima.

El salado es una etapa decisiva para la calidad higiénico-sanitaria del producto
curado. La operacidn se realiza en ciAmaras frias con temperaturas de entre 1 y 5 °C
y con una humedad relativa normalmente entre 80 y 90 %. En estas condiciones se
forma en la superficie del jamén una solucién salina que penetra mas facilmente en
la masa muscular. Existen varias tecnologias de salado que se agrupan en dos tipos:
Salado por via seca; que puede ser mediante salado individual, con una cantidad

controlada de sal, o por exceso de sal y disposicion de los jamones “en pila”, en el que
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la cantidad de sal que penetra en los perniles se controla por tiempo, (entre 0.7 y 2
dias por Kg); o salado por via himeda, bien por inmersiéon o por inyeccién de
salmuera en la pieza.

A continuacion se retira el exceso de sal, se da forma a las piezas y se cuelgan en
camaras refrigeradas denominadas de postsalado o reposo, para que las sales
acaben de distribuirse homogéneamente por la pieza y se inicie la deshidrataciéon o
secado. Esta etapa, dura aproximadamente 2 meses, y en ella adquiere una gran
importancia el control de la temperatura (3-5 °C) y la humedad relativa (75-85 %).
La siguiente etapa es el secado y maduracion, que transcurren en una serie etapas
en las que se va disminuyendo la humedad (entre 65 y 75 %) y aumentando la
temperatura (entre 15 y 18 °C), y durante las cuales se desarrollan las
caracteristicas organolépticas de color, textura, aroma y sabor tipicas del producto
curado. El final del proceso lo marca una pérdida de peso respecto al inicial, de entre

el 30 y 35 % (Narvaez- Rivas et al,, 2013). El proceso se resume en la figura 1.

Ingredientes y Aditivos Condiciones de Proceso
pH <6.2
Eliminacion de la sangre
Sal (NaCl) y
Sales de curado
KNO, y/o NaNO,

<4°C

Sal (Nacl) HR: >85 %

<4°C
HR: 75-85 %
40-60 dias

14-20°C
6 meses — 2 afos

Figura 1. Diagrama de flujo de la elaboracién del jamén curado (Modificado de Nam Seong et al;

2014).
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1.1.1.2 Principales Cambios Bioquimicos durante el Proceso de

Curado de Jamén

Los cambios bioquimicos que se inician en la carne tras el sacrificio, se
modulan durante los procesos de curado para conseguir productos saludables y
deseables desde el punto de vista sensorial.

El desarrollo de las caracteristicas sensoriales del jamo6n curado, concretadas en la
textura, jugosidad, olor, sabor y aroma se deben, fundamentalmente a
transformaciones que experimentan las proteinas y los lipidos contenidos en la
materia prima (Toldra et al,, 2000). Estos cambios dependen por un lado de las
caracteristicas de la materia prima como son la composicion de los lipidos, (Kim et
al., 2014), linea genética y potencial proteolitico (Flores et al., 1994; Toldra et al,,
1996, Guerrero et al,, 1996; Armero et al., 1999), el valor del pH (Arnau et al,, 1998),
edad y sexo de los animales (Tabilo et al, 1999) y por otro lado del proceso
tecnoldgico en cuanto al tratamiento de la materia prima (refrigerada o congelada,
Flores et al.,, 2009), composicion de las sales de curado (Armenteros et al., 2012,
Ripollés et al, 2011), tipo de salado, temperatura, humedad, y duracién de las
distintas etapas del proceso. En definitiva, a cualquier factor que pueda afectar a la
actividad enzimatica responsable de dichos cambios bioquimicos, protedlisis y

lipdlisis, los cuales se describen a continuacidn.

1.1.1.2.1 Protedlisis

La protedlisis es un fenémeno enzimatico que contribuye en gran manera al
sabor y aroma del jamoén curado. El proceso consiste en la degradacidon enzimatica

de las proteinas miofibrilares y sacoplasmicas del tejido muscular porcino. Las
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enzimas proteoliticas pueden clasificarse en dos tipos en funcién de que actien en el
interior o en los extremos de las proteinas, y asi las primeras son las endoproteasas
o endopeptidasas (catepsinas, calpainas, proteasoma y caspasas) y las segundas son
las exoproteasas o exopeptidasas (peptidilpeptidasas, aminopeptidasas,
carboxipeptidasas y peptidasas).

Todos estos enzimas, que actian tanto simultineamente como secuencialmente, han
sido claramente identificadas en sus funciones durante el proceso de curado como
se resume a continuacion. En la figura 2 se indica la forma de actuacién de estas
enzimas.

Endopeptidasas: La catepsina D es una aspartil peptidasa, activa a pH acido, las
catepsinas B, L y H, son cistein peptidasas activas a pH ligeramente 4cido-neutro y
necesitan un ambiente reductor para expresar su maximo de actividad, por lo que la
glicdlisis anaerdbica en el musculo post mortem es, un ambiente adecuado para ellas
(O'Halloran et al., 1997). La actividad de catepsina D durante el curado es muy
relevante aunque se inactiva en etapas tempranas del proceso (Toldra et al., 1993,
Sentandreu et al., 2007), a diferencia de las catepsinas B y L. que son muy estables y
mantienen su actividad a lo largo de todo el proceso (Toldra et al., 1993). La adicién
de sal y el consiguiente descenso de la aw durante el secado produce la disminucién
en la actividad de las catepsinas. (Toldra et al., 1992). Por su parte; las calpainas (p-
calpaina y la m-calpaina), trabajan a pHs neutros y son estables inicamente en las
primeras 2 semanas, por lo que tienen mayor importancia en la etapa de
maduracién post mortem de la carne.

El proteasoma es un complejo multienzimatico muy abundante en el musculo y
activo a pH entre 7 y 9. Su funcion esta relacionada con la regulaciéon del recambio
de las proteinas musculares, aunque ciertos resultados indican que el proteasoma
no degrada miofibrillas intactas (Goll et al., 1991). Por su parte las caspasas son un

grupo de enzimas perteneciente al grupo de las cistein peptidasas con una
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especificidad de sustrato limitada a la hidroélisis de aquellos enlaces peptidicos que
contienen un acido aspartico en posicion P1. Son enzimas involucradas en la
apoptosis o muerte celular y en la activacién de citoquinas proinflamatorias
(Earnshaw et al,, 1999). Asi pues, no parece que el papel del proteasoma y las
caspasas vaya a ser relevante en los procesos de curado.

Los péptidos resultantes de la accidn de las endopeptidasas anteriormente descritas
son degradados posteriormente por la accién de las exopeptidasas, que actian sobre
las cadenas peptidicas a partir de sus extremos.

Exopeptidasas: Se libera dipéptidos, por la accion de dipeptidil peptidasas (DPP I, 1],
Il y IV) y tripéptidos, por la acciéon de tripeptidilpeptidasas (TPP [y II), desde el
extremo amino terminal de proteinas y péptidos. Estas enzimas presentan
diferentes pHs d6ptimos de actuacion, diferentes localizaciones dentro del tejido
muscular y diferente grado de estabilidad aunque permanece estables durante gran
parte o todo el proceso de curado (Sentandreu y Toldra, 2000). La actividad de estas
enzimas en etapas avanzadas del proceso ha sido demostrado (Mora et al,, 2010).
Menos estudiadas son las peptidildipeptidasas que realizan la misma funcién pero
desde el extremo carboxiterminal.

También con actividad exopeptidasica mantenida a lo largo de todo el proceso, pero
en este caso liberando gran cantidad de aminoacidos libres por el extremo amino
terminal, son la alanil (AAP), arginil (RAP), metionil (MAP) y piroglutamil (PGAP)
aminopeptidasas, activas a pHs neutros (AAP, RAP) o basicos (MAP, PGAP) y que se
encuentran en el citosol (Toldra et al, 1992b, 1993a, Flores et al,, 1996, 1997a ; Mora
et al, 2009). Existe otro grupo de exopeptidasas en los lisosomas (activas a pH
acido), que actian liberando aminoacidos desde el extremo carboxi terminal de
péptidos y proteinas, denominadas carboxipeptidasas. Aunque han sido menos
estudiadas en carnes y productos carnicos, si que se ha detectado su actividad en

etapas avanzadas del proceso de jamdn curado (Mora et al, 2011). Por tultimo,
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estarian las dipeptidasas y tripeptidasas que hidrolizan di y tripéptidos (Toldr3,
1997).

Existe pues una gran cantidad de enzimas que liberan aminoacidos libres y que se
mantienen activas durante todo el proceso de curado. Parte de estos aminoacidos
sufrirdn reacciones posteriores con generaciéon de aromas, pero la mayoria se
acumulan conforme avanza el proceso. Esta acumulacién de aminoacidos, y en
especial de aquellos mayoritarios en la estructura primaria de las proteinas de los
perniles frescos, y que son el dcido glutamico, la alanina, y la lisina se ha observado
en todo tipo de jamones tanto Ibérico, como Serrano (Cérdoba et al., 1994; Flores et
al,, 1997), lo que puede considerarse un buen indicador de la magnitud y avance de

la protedlisis.

Proteinas sarcoplasmaticas y
miofibrilares

Catepsinas
Calpainas

Oligopéptidos

1 Tripeptidilpeptidasas
Dipeptidilpeptidasas
Péptidos
pequefios
I Dipeptidasas
> Aminopeptidasas
l Carboxipeptidasas

Aminoacidos
libres

Figura 2. Esquema general de la proteoélisis (Modificado de Toldra, 1998).
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1.1.1.2.2 Lipélisis

La fraccion lipidica del musculo la forman los triglicéridos (mayoritarios en la

grasa de depdsito) y fosfolipidos (mas abundantes en la grasa intermuscular).
Durante el proceso de curado se producen importantes cambios en los lipidos
consistentes en primer lugar en la hidrélisis con liberacién de acidos grasos por
accion de lipasas sobre los triglicéridos y fosfolipasas sobre los fosfolipidos (Toldr3,
2006a). Dichas enzimas pueden tener un origen endégeno al proceder del tejido
muscular, y también exégeno al ser aportadas por los microorganismos lipoliticos
que se encuentran en la grasa de cobertura. La materia prima y la tecnologia
aplicada influyen en la lipdlisis de tal manera que al final del proceso los niveles de
acidos grasos libres pueden representar desde el 8 % hasta el 10 % de los lipidos
totales (Coutron-Gambotti et al., 1999).
Posteriormente, los dcidos grasos se veran involucrados en reacciones de oxidacién
y condensaciéon con otros compuestos (aminas, azucares, etc.), que llevaran a la
generacion de compuestos volatiles responsables del aroma caracteristico del jamoén
curado (Storrustlokken et al, 2015). El sabor y aroma del jamén curado estan
directamente relacionados con los fenémenos de lipélisis y posterior oxidaciéon que
experimentan sus lipidos, de tal forma que las reacciones oxidativas pueden generar
efectos positivos sobre estas caracteristicas sensoriales. Por ello existe una relacion
positiva entre ciertos marcadores de la oxidacion como cetonas, aldehidos, y
alcoholes y la intensidad del aroma caracteristico del jamé6n curado (Estévez et al.,
2009), siendo éste, uno de los pocos productos en los que la oxidacién de lipidos
tiene un efecto positivo desde el punto de vista sensorial.

En la figura 3 se muestra un esquema de la lip6lisis en el musculo durante el curado.
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Lipidos

Triglicéridos Fosfolipidos

Lipasas Fosfolipasas

Acidos grasos Libres
Oxidacion:
Quimica o enzimatica

Hidroperoxidos
Otras reacciones:
Interaccion con péptidos,
aminoéacidos, oxidaciones

L secundarias, etc.
Compuestos Volatiles

Figura 3. Esquema general de la lipélisis (Toldra, 2002).

1.1.2 Embutidos Crudo-Curados

proceso de maduracion (secado) y opcionalmente ahumados.

siguen un proceso similar que se describe a continuacién:

mantener la mezcla en frio (2 °C) y hacerla a vacio.

13

Son productos elaborados mediante el troceado o picado de carnes y grasas, a

los que se incorporan especias, aditivos y condimentos autorizados, sometidos a un

1.1.2.1 Proceso de Fabricacion de Embutidos Crudo-Curados

Aunque existen diferencias en la elaboracidn de los distintos productos todos

El proceso empieza con el picado en frio de la carne y de la grasa, adicién de
azucares, sal, nitratos, nitritos, materias auxiliares, condimentos y starters y
amasado para homogenizar la mezcla. El amasado no debe ser muy intenso para

evitar el embarramiento por aumento en la temperatura. Para ello hay que
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» Lamezcla amasada, se deja reposar durante 24h a 4 °C lo que constituye la pre-
maduracién. En este momento la carga microbiana es todavia baja;
principalmente compuesta de microorganismos aerobios psicrofilos.

= Se lleva la pasta a la embutidora utilizando tripas del calibre adecuado, y
ejerciendo presion suficiente para que no queden burbujas en el interior, que
darian lugar a agujeros en la masa del embutido resultante.

= Tras el embutido, se inicia el curado durante el cual se desarrollaran las
caracteristicas propias de cada tipo de embutido mediante la acciéon de las
bacterias iniciadoras (starters) que crecerdn en las condiciones fijadas de
humedad, temperatura y ventilacion. El curado tiene lugar a través de varias

etapas: fermentacién, maduracion y secado.

La fermentacion o estufaje tiene lugar a 20-27 °C, con humedades relativas de entre
90-95 % y un tiempo de estancia que varia entre 1 y 2 dias segtn el calibre del
producto y que tras el cual se debe llegar a una aw< 0.9 (Hospital et al,, 2014). Es
importante fijar bien los parametros tecnoldgicos ya que una temperatura elevada
acompafiada de una humedad préxima a la saturaciéon aumenta la velocidad de
desarrollo de los starters, y con ella la acidez, dificultando el desarrollo de la flora
de micrococos que, durante las primeras 24 horas, es la que reduce los nitratos a
nitritos, responsables ultimos del desarrollo de la coloracién roja caracteristica de
los embutidos. La minima cantidad de nitrito necesaria para la formaciéon de un
suficiente color “de curado” en los embutidos ha sido planteada entre 30 y 50 ppm.

Las bacterias lacticas (componentes mayoritarios de los starter) por su parte juegan
un papel clave en esta etapa al ser responsables de la fermentacion de los aztcares
presentes con produccién de acido lactico y consecuente bajada del pH. Dichos
starters  estan  constituidos fundamentalmente por bacterias lActicas

homofermentativas - Lactobacillus (Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. Sake) y

14
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Pedicoccus (P. acidilactici, P. pentosoceus) y pueden contener Micrococcus y mohos
(Aspergillus y Penicillium) ( Fonseca et al., 2013). La implantacién de estas bacterias
y la reduccién rapida del pH tienen como efecto la inhibicién de microorganismos no
deseables pero también la reduccién de la capacidad de retencién de agua por
desnaturalizacion de las proteinas lo que ayudara a la maduracién y secado.

Tras el estufaje, los embutidos se someten a la maduracion en secaderos a 10-14 °C
con humedades relativas entre 70 y 80 %. En esta etapa se produce la
deshidratacion del producto y tienen lugar los fenémenos de protedlisis y lipdlisis
que, como en el caso del jamén curado daradn lugar a la generaciéon de las
caracteristicas sensoriales de aroma sabor y textura tipicos de cada variedad de
embutido. El proceso se termina con el secado hasta alcanzar las mermas buscadas y
durante el que se terminan de generar los aromas buscados. Todo el proceso se

resume en la figura 4.

Ingredientes y Aditivos Condiciones de proceso
80% carne magra
20 % panceta

Sal

Sales de curado
KNO; y/o NaNO,
Azucares

Especias —l

Cultivo Iniciador l
Tripas I

naturales o L—' —

colageno

Cultivos mohos 12-18 °C HR: 90%
I 24-48 horas

l a,, final: <0.90

<2°C,pH £5.8

a,: 0.95-0.96

10-14 °C HR: 70-80%

<25°C

Figura 4. Diagrama de flujo para la elaboracién de embutidos crudo curados fermentados

(Adaptada de Fonseca et al., 2015).
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1.1.2.2 Principales Cambios Bioquimicos en Embutidos Crudo-
Curados

Los cambios que se producen durante el curado de embutidos son parecidos a
los que ocurren durante el curado de jamén excepto que en los embutidos esta
presente una mayor cantidad de grasa y ademds, hay microorganismos que
aportaran enzimas microbianas que intervendran en los procesos de proteolisis y
lipdlisis junto con los enzimas enddgenos de la carne. Estos procesos se veran
afectados también por el pH mas acido de los embutidos. Las principales diferencias
se verdn en que la presencia de actividad microbiana puede, potencialmente generar
aminas bidgenas, pero ademads, la presencia de azlcares aportara una mayor
influencia de la glucdlisis en la generacién de sabor y aroma en estos productos,

especialmente por la generacién de acido lactico.

1.1.2.2.1 Protedlisis

En este alimento la degradacion de las proteinas sarcopldsmicas y
miofibrilares se producen por accién de proteasas enddgenas asi como de enzimas
procedentes de microorganismos exogenos adicionados (cultivos iniciadores). Las
bacterias acido lacticas poseen una variada actividad proteolitica diferente a la de
las enzimas proteoliticas musculares y que ademas deben actuar a pHs mas acidos
de los que se encuentran en el jamoén curado. Esta diferente actividad dara un perfil
peptidico y de amino &cidos diferente, que seran sustrato para la generacién de
aromas (Flores et al., 1998; Fadda et al., 1999; Bolumar et al., 2005; Casaburi et al,,
2007). Todo este proceso tiene lugar mayoritariamente durante el secado y la
maduracién debido a que las condiciones tecnolégicas son las propicias para el

desarrollo de la proteolisis.
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1.1.2.2.2 Lipdlisis

Este tipo de productos contienen una carga importante de materia grasa
repercutiendo la hidrélisis de estos lipidos de forma importante en la calidad
sensorial del producto. La lip6lisis se inicia durante la fermentacidn y continda en la
maduracién donde los acidos grasos libres generados sufren diversas reacciones
oxidativas que conducen a la apariciéon de sustancias volatiles y no volatiles que
contribuyen al aroma y sabor del embutido. Staphylococcus y Micrococcaceae, y
levaduras son los que contribuyen mayoritariamente a la hidrélisis lipidica. (Sanz et
al., 1988; Hammes &Knauf, 1994; Sorensen & Samuelsen, 1996; Sorensen, 1997,
Ordofiez et al.,, 1999).

1.1.2.2.3 Glucdlisis y Fermentacion de los Hidratos de Carbono

La glucdlisis es la via metabdlica encargada de generar energia para la célula.
Es la ruta principal en el metabolismo de la glucosa o del glucdgeno para sintetizar
ATP en condiciones aerobias o anaerobias. A través de una serie de reacciones, la
glucosa se transforma en piruvato que, previa conversion en acetil coenzima A, pasa
al ciclo de Krebs. En condiciones anaerébicas, que son las que se dan en la carne, el
piruvato, en presencia de lactato deshidrogensa y ausencia de oxigeno se reduce y se
transforma en acido lactico (glucolisis post-mortem) con la consiguiente reducciéon
del pH.
En los productos fermentados, se dan ademas reacciones glucoliticas de origen
exdgeno que daran también como resultado acido lactico y que son debidas al aporte
de hidratos de carbono adicionados a la masa carnica que sirven de sustrato a los
microorganismos iniciadores de las reacciones de fermentacién. En los embutidos

fermentados se dan dos tipos de fermentacion la homofermentativa y Ila
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heterofermentativa. La primera s6lo va a generar acido lactico mientas que la
segunda puede generar productos como el acetato, etanol, acetoina o incluso acidos
grasos de cadena corta como el acético, propiénico, y butanoico que afectaran a la
calidad sensorial de los productos crudo curados. (Toldra et al., 2008; Kamenik et al.,

2013).

1.1.2.2.4 Otros Cambios

1.1.2.2.4.1 Generaciéon de Aminas Biégenas

Las aminas biégenas son compuestos organicos nitrogenados que se producen
fundamentalmente por descarboxilacién microbiana de sus aminodacidos
precursores, o por aminacién o transaminacién de aldehidos y cetonas. Tienen
estructura alifatica o aromatica y pueden ser monoaminas (histamina, feniletilamina
o tiramina), diaminas (putrescina, cadaverina) o poliaminas (espermina,
espermidina). Las poliaminas son de origen natural o fisioldgico, e indispensables, a
bajas concentraciones en células vivas en las que realizan diversas funciones. Por su
parte, las aminas biégenas (AB) tienen origen microbiano, se generan en alimentos
con alto contenido proteico (pescado, carne) que han sufrido degradacién con
crecimiento microbiano (Escherichia coli, Enterobacteriaceae, Hafnia alvei, o
Klebsiella pneumoniae) o fermentacién con gran liberacién de aminoacidos como
sucede en los embutidos (también en queso, vino, cerveza, etc), en los que el medio
acido estimula la sintesis y actividad de la descarboxilasa, proveniente tanto de la
microbiota responsable de la fermentacibn como de microorganismos
contaminantes de la materia prima (Maijala et al, 1993). El consumo de altas
concentraciones de AB puede tener efectos nocivos por tener propiedades

vasoactivas o psicoactivas (histamina, tiramina) o por formar nitrosaminas
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(putrescina y cadaverina). Ademads las aminas biégenas pueden ser indicadoras de
falta de higiene o mal procesamiento de los alimentos (Bover-Cid et al., 1999). De
hecho, se ha observado una menor generaciéon de AB en embutidos en los que se
adiciond nitratos (Hernandez-Cazares et al., 2012), a diferencia de lo que ocurre en

algunos embutidos de elaboracién tradicional en los que no se adiciona nitratos.

1.1.2.2.4.2 Reacciones de Transformacioén de Aminoacidos

Ademas de la generacién de aminas biégenas, los aminoacidos liberados en el
proceso de protedlisis también pueden sufrir cambios que generan compuestos
volatiles por acciéon de ciertas bacterias y levaduras. Asi por ejemplo Olesen et al
(2004), sefialaron un aumento del acido 3-metilbutanoico y «-hidroxi-isocaproico al
incubar leucina con cepas de S. xylosus y S. carnosus y las levaduras D. Hansenii
fueron capaces de generar alcoholes, aldehidos ramificados, compuestos acidos y
ésteres a partir del metabolismo de la leucina, isoleucina y valina (Demeyer et al,,

2000).

1.1.2.2.4.3. Degradaciéon y Oxidacion de los Lipidos

Los acidos grasos se oxidan de forma natural en presencia de catalizadores
como el oxigeno, la luz, iones metalicos, y temperatura. La oxidacién depende en
gran manera del grado de insaturacion de los acidos grasos ya que la presencia de
dobles enlaces genera desequilibrios en las moléculas que favorecen su oxidacién.
En el caso de los embutidos curados de lo que se trata es de dirigir la oxidacién de
los acidos grasos mediante la utilizacion de ciertos microorganismos como el caso
de los Staphylococcus los cuales producen compuestos volatiles deseables que

conforma, un aroma caracteristico (Berdagué et al., 1993; Johansson et al., 1994).
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1.2 CALIDAD

El concepto de calidad aplicado a alimentos es muy amplio y puede abarcar
desde el valor en nutrientes que puede aportar a la dieta, las caracteristicas
sensoriales que hacen de él un producto deseable para el consumo pero también, la
fidelidad de los procesos tecnoldgicos a las normas establecidas para la elaboracion
de alimentos con caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas seguras durante
toda su vida util. El conjunto de estas caracteristicas proporcionan una sensacion de
bienestar y seguridad en el consumidor. Las normas ISO definen calidad como la
“capacidad de satisfacer a través de unas propiedades o caracteristicas unas
necesidades declaradas por el consumidor, o simplemente implicitas.

En relacién a los productos curados, la calidad incluye los siguientes aspectos:

a) Calidad nutricional.- Los productos curados proporcionan una interesante
variedad de componentes a la dieta, destacando su aporte proteico, mineral, y su
contenido en vitaminas. En general, el jamén contiene un 20-30 % de proteinas y 3-6
% de lipidos, mientras que en los embutidos, la grasa puede alcanzar hasta el 40 %.
Las proteinas del cerdo se consideran de alta calidad por su excelente digestibilidad
y alto valor biolégico, con una gran cantidad de aminoacidos esenciales (Leo M.L et
al, 2009). En los productos curados, y en especial en el jamén, gran parte de los
aminoacidos estan en forma libre debido a la intensa proteoélisis que ha tenido lugar
(Toldra et al., 1992b). Contiene también gran abundancia de dipéptidos naturales de
histidina (carnosina, anserina y balenina), de los que se han descrito interesantes
propiedades bioactivas (Aristoy et al, 2015). Durante los procesos de curado se
generan ademas multitud de péptidos con propiedades antioxidantes (Mora et al,,
2014) y antihipertensivas que han demostrado su actividad tanto in vitro como in
vivo (Escudero et al., 2012). Posee también acidos grasos mono y poliinsaturados,

siendo la carne de cerdo muy rica en acido oleico, y en especial el cerdo Ibérico cuyo
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contenido en &cido oleico supera el 65 %, debido a su modo de explotacién o
crianza, diferente a otras razas.
También el jamoén curado destaca por su riqueza en minerales como hierro y zinc,
ambos en formas biodisponibles gracias a las proteinas que facilita su absorcién. El
zinc es necesario en los sistemas bioldgicos ya que colabora al normal
funcionamiento de reacciones enzimaticas y cumple un papel importante en el
sistema inmunitario por lo que su ingesta en las primeras etapas de la vida es
indispensable. El jamdén contiene ademdas cantidades importantes de fosforo y
potasio y pequefias cantidades de calcio y magnesio (Lozano et al.,, 1998; Nam Seong
etal.,, 2014 ). Hay que destacar que debido a las caracteristicas de su procesamiento,
las cantidades de sodio son muy altas, alrededor del 2.3 % (para una concentracion
de sal del 5.8 %), que, teniendo en cuenta las recomendaciones de la OMS que
indican que no se debe superar el consumo diario de 6 g NaCl (2.3 g Na) por su
relacion con la hipertensién, hace que el jamdén curado deba consumirse con
precaucion en especial por personas hipertensas o con tendencia a la hipertension.
Esta recomendacidn, sin embargo, no tiene en cuenta la presencia de compuestos
intrinsecos del jamén con propiedades antihipertensivas (péptidos) que pueden
neutralizar el efecto negativo de la sal, especialmente cuando no se ha demostrado
una relacién directa entre hipertensiéon y consumo de jamén curado en el caso de
que el resto de la dieta sea saludable. En cualquier caso, la tendencia actual es
reducir el contenido de sal, bien por reduccién de la cantidad de sal, NaCl empleada
y/o por sustitucién por otras sales (Barat et al,, 2013).
Asimismo, el jamén curado destaca por su contenido en vitaminas del grupo B, en
especial la tiamina (Bi), riboflavina (B2), niacina, (Bs) y cianocobalamina (Biz)
(Jiménez-Colmenero et al,, 2010).

b) Calidad Organoléptica.- Los alimentos se someten a anadlisis fisicos,

quimicos y microbioldgicos con el fin de conocer su valor nutricional y garantizar su
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seguridad. Pero los productos destacan también por sus propiedades organolépticas
como el aspecto, sabor, olor, aroma o la textura que pueden ser determinantes de la
calidad del producto en cuanto que tienen un efecto decisivo en el consumidor a la
hora de adquirir dicho producto. Estas particularidades se estudian mediante un
analisis que mide las sensaciones producidas por los alimentos. El analisis sensorial
de los alimentos parte de parametros basicos: aspecto, olor, sabor o gusto, aroma y
textura, haciendo referencia ésta ultima a las sensaciones durante la masticacion. A
través de estos parametros pueden identificarse posibles alteraciones del producto,
excesiva proteolisis o defectos en la fabricacidn, que sin ser peligrosos desde el
punto de vista sanitario, si que devalian o menoscaban la aceptacion del producto;
pero ademads, un alimento se distingue por numerosas caracteristicas de las que
depende, en gran medida, su eleccidn y aceptacion por parte del consumidor. Estas
peculiaridades definen la calidad sensorial, una disciplina que con el desarrollo de la
tecnologia alimentaria ha ganado fuerza en el sector y que persigue como objetivo
profundizar en el estudio de las cualidades sensoriales especificas para cada
alimento.

Es por esto que el analisis sensorial dependera del tipo de producto y asi, a modo de
ejemplo, en el jamén curado podrian valorarse especialmente los siguientes

aspectos (Pena et al,, 2013):

Apariencia: Color
Uniformidad de la loncha
Veteado
Presencia de pintas blancas

Encortezado

Olor: Caracteristico a curado
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A carne

Olores extrafos: olor sexual

Sabor. Salado
Amargo

Aroma: Caracteristico a curado
A carne

Persistencia de la sensacion retronasal

Textura: Pastosidad
Jugosidad
Dureza

Fibrosidad

c) Calidad higiénico-sanitaria.- Este aspecto de la calidad guarda relacién con
un posible riesgo de intoxicacién o enfermedad por el consumo de alimentos
contaminados con microorganismos patégenos (Listeria, etc.), por residuos de
farmacos (antibioticos u hormonas) que han sido administrados durante la crianza
del animal y que pueden llegar a causar problemas alérgicos o de resistencia, o por
toxicos o sustancias que a dosis determinadas puedan ser perjudiciales para la
salud. Este podria ser el caso de una excesiva adicién de nitratos en las sales de
curado y que cuando generan nitritos estdn considerados como formadores de
nitrosaminas (Honikel, 2008).

La calidad puede ser medida durante el proceso de fabricacién, en el producto
terminado o durante su etapa de comercializacién para lo que es necesario disponer

de métodos objetivos que sean rapidos, fiables y econémicos.
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1.2.1 Parametros para el Control de la Calidad

En base a todos los aspectos descritos y que condicionan la calidad de los

productos curados, se concretan los parametros de control.

1.2.1.1 Controles en Jamones Curados

El principal control que se realiza en el proceso de curado de jamoén es el
control de las mermas. La pérdida de peso permite seguir facilmente el proceso de
secado, de modo que una merma del 30-35 % indica un producto terminado, sin
olvidar que durante todo el proceso se controla la humedad, temperatura y
ventilacidn de las cAmaras dénde se realiza el salado, secado y curado de las piezas.

Control de la penetracién de las sales de curado.- Para lograr las caracteristicas

especificas de apariencia, aroma, sabor y textura, propias del jamoén curado, (1.2b)
asi como asegurar la calidad higiénica de éstos (1.2c), es esencial la aplicacién y
difusién correcta de la sal y de los agentes de curado (nitratos y nitritos) en los
perniles.

Como primer punto esta la utilizacidn de la sal comin que junto con el uso de sales
curantes, nitratos y nitritos, ayudaran a conseguir las caracteristicas deseadas del
producto. La sal se ha utilizado desde tiempo inmemorial como agente conservador
de los alimentos sobre todo de la carne, y su accién se debe a que disminuye la aw
dificultando el crecimiento microbiano. La sal tiene también un efecto regulador de
la actividad de las proteasas musculares para obtener un producto de calidad en
cuanto al desarrollo de las caracteristicas sensoriales. Por su parte, el nitrito actda
inhibiendo el crecimiento del Clostridium botulinum y, siendo esta su principal
misiéon no es la Unica ya que es también responsable del desarrollo del color

caracteristico de los productos curados afectando ademas a su aroma (Toldra et al.,
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2009). La adicion de nitratos se debe a que sirven de fuente de obtencién lenta de
los nitritos por reduccién durante el curado.

El control, tanto de la penetraciéon de la sal como de los nitritos y nitratos (como
fuente de nitritos), es asi muy importante para garantizar tanto la calidad sensorial
como la seguridad microbioldgica de los productos curados. Sin embargo, nitritos y
nitratos, que cumplen un papel tecnolégico necesario, deben permanecer dentro de
los limites de concentraciéon permitidos para evitar riesgos para la salud que su
abuso puede provocar. La ingesta diaria aceptable (IDA) de nitratos recomendada
por el comité conjunto de la FAO/OMS es de 0- 3.7 mg/Kg peso corporal. Puesto que
la toxicidad de los nitratos proviene de su conversion en nitritos y su posible
formacion enddgena en N-nitrosocompuestos debe tenerse en cuenta también la
IDA de nitritos, fijada en 0-0.06 mg/Kg de peso corporal (EFSA, 2010). El analisis
para el control de los nitratos se vera al final del apartado.

Control de protedlisis. El desarrollo de las caracteristicas deseables de textura,

aroma y sabor de los productos carnicos curados, se debe fundamentalmente a la
protedlisis controlada que tiene lugar durante el proceso. El control de dicha
protedlisis se realiza con la sal, ya que ésta regula por inhibicidn, la actividad de las
proteasas musculares (catepsinas) (Armenteros et al., 2009).

El pardmetro que mejor describe el grado de protedlisis durante el proceso es el
indice de protedlisis que relaciona el nitr6geno aminico no proteico, proveniente de
los aminoacidos libres, con el nitrégeno aminico total, que incluye ademas a las
proteinas.

El indice de proteélisis aumenta conforme avanza el proceso de maduracioén, por lo
que su medida nos da idea del avance del mismo, o de su duracién y por tanto de la
calidad del producto. Sin embargo, indices de protedlisis anormalmente altos
pueden indicar el uso de materias primas (animales) no adecuadas por tener

genéticas con una excesiva actividad de catepsinas o el uso de cantidades de sal
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excesivamente bajas, (Toldra et al 1996). La tendencia actual es a reducir la sal en
los alimentos, pero esto en la fabricacién de jamdn debe controlarse con mucho
cuidado ya que, los jamones con mayor indice de protedlisis presentan menor
dureza y mayor cohesividad que se asocia a una textura blanda y/o pastosa
indeseable.

El avance de la protedlisis tinicamente a partir de la medida de los aminoacidos
libres que se generan, puede ser también indicativo de la calidad del jamén curado.
Se ha observado aumento de todos los aminoacidos libres excepto de la ornitina, -
alanina y glutamina, hasta el final del proceso (procesos de 12 a 15 meses), siendo el
acido glutamico la lisina, alanina, leucina, y arginina los que mas crecen, por lo que
podrian ser indicativos de la longitud o avance del proceso (Toldra et al., 2000a). Al

final del apartado, se describen métodos de andlisis de aminodacidos libres.

1.2.1.2 Controles en Embutidos Crudo-Curados

Los principales parametros de control en la fabricacién de embutidos crudo-
curados, giran en torno a la seguridad microbiolégica del producto, que esta
relacionada con la implantacién de los cultivos iniciadores, y con un secado
adecuado. Los controles que se realizan son los siguientes:

El control del pH en los embutidos curados nos indicara que los cultivos iniciadores
se han implantado correctamente y que la generacion de 4cido lactico progresa.

La determinacion de la actividad de agua, principalmente al final del proceso, es
importante para la seguridad microbiolégica del producto final.

La calidad microbiolégica de salchichones se evalia mediante los recuentos de
Staphylococcus aureus, clostridios sulfito reductores, Escherichia coli y Listeria
monocytogenes y la presencia/ ausencia de Salmonella. Los estudios realizados por

Smith et al, (1975), reportan la incidencia de embutidos crudos-curados con
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presencia de Salmonella en productos elaborados por el sistema tradicional, e
indican que cuando el patégeno estd presente después del estufaje es dificil asegurar
su ausencia en el producto final mediante la disminucion de actividad de agua que
tiene lugar durante el proceso de secado. Frente a esta problematica se elabor6 el
Reglamento de criterios microbiologicos EC 2073/2005 que requiere ausencia de
Salmonella en 25 g para este tipo de productos (Official Journal of the European
Union, 2005).

Un control alternativo o complementario de los tradicionales descritos, seria la
medida del acido lactico, puesto que de su concentracién depende la bajada de pH en
los embutidos y ademas seria indicativo del establecimiento de las bacterias acido
lacticas deseables, garantizando una buena calidad higiénica y alargando la vida util
en el producto terminado. Al final del apartado se describen los métodos de

determinacion de acido lactico.

1.2.2 Determinacion de Nitrato

Los nitratos y nitritos son compuestos idnicos que se encuentran en la
naturaleza formando parte del ciclo del nitrégeno. El nitrato NO3- es la forma estable
de las estructuras oxidadas del nitrégeno, y a pesar de su baja reactividad quimica
puede ser reducido a nitrito por accién microbiolégica. De hecho, el nitrato se
transforma en nitrito por reduccién bacteriana tanto en los alimentos (durante el
procesado y almacenamiento), como en el propio organismo (en la saliva y el tracto
gastrointestinal). El nitrito es la forma activa capaz, por un lado de inhibir el
crecimiento de C. botulinum, y sus esporas y también de, a través de la formacién de
oxido nitrico, unirse al Fe++ de la mioglobina para formar nitrosomioglobina que da

color rojizo a los productos carnicos curados (Honikel, 2008).
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Sin embargo, la reduccién del nitrato a nitrito condiciona también su toxicidad ya
que puede originar metahemoglobinemia por oxidacién del Fe** de la hemoglobina,
la cual tiene una excesiva afinidad por el 02 quedando bloqueada la mision
transportadora de O, de la hemoglobina pudiendo tener efectos téxicos e incluso
llevar a la muerte. Este efecto es especialmente importante en los lactantes. Sin
embargo, el riesgo mas importante para la salud derivado de la exposicidn a estas
sustancias se debe a que el nitrito puede reaccionar con aminas o amidas para
formar “nitrosocompuestos” (figura 5), muchos de los cuales como las nitrosaminas
son potentes carcindgenos. Las reacciones de nitrosacion pueden tener lugar
durante la maduracién o el procesado de los alimentos o bien en el tracto

gastrointestinal (ecuacidén 1).

HNO: + H* - H2NO2* —» H20 + NO* (1)

H3C\
R-NH
| + O=NH

R’

N — CH,
I

N
|

|
O

Amina secundaria Acido Nitroso

N-nitrosamina

Figura 5. Formacién de Nitrosaminas

Asi pues, tanto por su accidn beneficiosa en el alimento como por su posible acciéon

perjudicial en el organismo, su concentraciéon en los productos curados debe
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controlarse y mantenerse por debajo de los limites permitidos.

Por todo ello, se hace necesario disponer de métodos de medida de nitratos en los
alimentos y en concreto en los productos carnicos curados. En la preparacién de la
muestra para su andlisis, lo mas habitual es la extraccion en agua caliente,
desproteinizacién de la muestra y filtrado. Tras ello, se reducen los nitratos
obtenidos a nitritos empleando cadmio metalico y se determinan los nitratos como
nitritos empleando reacciones de 6xido reduccién que dan productos coloreados
medibles a determinadas longitudes de onda por espectrofotometria visible (Bianchi
etal., 1995).

También se puede analizar por cromatografia de intercambio i6nico. Dado que se
trata de aniones, los nitratos y nitritos pueden analizarse facilmente por esta técnica
empleando un detector de conductividad o por deteccién ultravioletaa 210 0 215nm
(De Mey et al., 2014 ).

Se ha utilizado también la electroforesis capilar en zona (ECZ) para analisis de
nitritos y nitratos en alimentos infantiles (Della Betta et al., 2014) y en carnes y
productos carnicos curados (Zhang et al., 2014). Esta técnica ha permitido analizar
conjuntamente iones inorganicos y organicos (acidos organicos). En estos casos es
frecuente la deteccion UV indirecta que consiste en afiadir un croméforo al
electrolito, de manera que la elucién del analito se detecta por una sefial negativa
(menor absorcién) que sera transformada por el software en positiva. Una buena
revision sobre este método es la publicada por Galli et al,, (2003), aunque en ella no
aparece ninguna aplicacion a los productos carnicos. El método se empled
recientemente para seguir la fermentacién durante el ensilado (Ayarza et al., 2015).
Los métodos enzimaticos utilizando enzimas oxidoreductasas permiten también el
analisis de nitratos y, aprovechando el intercambio de electrones que se dan en este
tipo de reacciones y colocando estas enzimas en un sensor amperométrico, podemos

rentabilizar los analisis. Esta aplicacion se describird mas adelante.
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1.2.3 Determinacion de Aminoacidos Libres

Los aminodacidos libres son el producto de la hidrdlisis de las proteinas del
cerdo durante los procesos de curado y su cantidad aumenta de manera muy
importante en dichos productos, pero en especial en el jamoén curado. Los indices de
protedlisis dan idea del avance de la protedlisis, pero los resultados son muy
variables pues tienen muchas interferencias. El andlisis de los aminoacidos
particulares es mas fiable. En los embutidos crudo curados es dificil tomar como
marcador de curado alguno de los aminoacidos, ya que el espectro de éstos varia
mucho en funcién del tipo de embutido en cuanto a proceso y composicion de la
flora microbiana (Fadda et al, 1999; Bolumar et al., 2006; Casaburi et al., 2007). En el
caso del jamdn si que hay unanimidad, e independientemente del proceso, la lisina
es junto con el cido glutdmico, los aminoacidos que mas aumentan, lo que facilita su
uso como indices del avance de la protedlisis.

El andlisis de aminodcidos en alimentos estd muy desarrollado. Se utilizan
normalmente métodos de cromatografia liquida o de gases, y los analisis,
especialmente de los aminoacidos libres es muy complejo por el gran nimero de
picos que aparece en el cromatograma y porque la preparaciéon de la muestra es
larga y/o complicada ya que los aminoacidos requieren una derivatizacién para
poder ser analizados y/o detectados.

El andlisis de aminoacidos concretos por métodos enzimaticos, sin embargo, es una
alternativa sensible, mas selectiva y rapida no requiere derivatizacién como indice
de protedlisis en productos fermentados. Suelen utilizarse enzimas oxidasas, L-
aminoacido oxidasas, como la glutamato oxidasa para el andlisis de glutamato o la
lisina oxidasa para el analisis de lisina, que ademas, asociandose con sensores
amperomeétricos, constituye una buena opcién para el seguimiento de la protedlisis

en jamdn curado.
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1.2.4 Determinacion de Acido Lactico

El &cido lactico es un acido carboxilico con un grupo hidréxilo en posicién a y
su presencia en embutidos se debe a que es producto de la fermentacién lactica de
los azticares en presencia de bacterias lacticas. La presencia de acido lactico produce
una bajada de pH que protege a los embutidos crudo-curados del crecimiento de
bacterias perjudiciales y ademas, ayuda a la desecacién del producto por provocar la
desnaturalizacién de proteinas y salida de agua interna.

Los métodos analiticos para la determinacion de acido lactico incluyen métodos
colorimétricos, cromatografia liquida de alta resolucidn, espectroscopia infrarroja y
métodos enzimaticos (Naidoo y Simpson, 2012; Liaud et al,, 2014; De Sena Aquino et
al 2015; Lu et al,, 2015).

Por su caracter acido se separa bien en columnas de intercambio i6nico, lo que
permite su analisis por cromatografia liquida de alta resolucién empleando este tipo
de columnas y con deteccion ultravioleta a 210 nm. También se ha analizado, del
mismo modo que el nitrato, por electroforesis capilar (Galli et al., 2003).

Existen ademas Kkits comercializados para el andlisis de acido lactico, basados en el
método enzimatico de la lactato deshidrogenasa, que transforma el acido lactico en
acido piruvico y NADH. La cantidad de NADH formada, proporcional al acido lactico
presente en la muestra, se mide a 340nm. Este método enzimatico, se puede también
acoplar a sensores amperométricos, aplicacion de la que se hablara en la seccion
siguiente.

Hasta ahora hemos centrado el control de los productos curados del cerdo, en el
analisis de determinados parametros objetivos: i) analisis de aminoacidos libres y
en concreto lisina, para hacer un seguimiento del proceso de curado, tanto de jamo6n
como de embutidos crudo-curados ii) analisis de nitratos para asegurar la calidad

microbioldgica de ambos tipos de productos, y iii) analisis de acido lactico para
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hacer un seguimiento de la implantaciéon de las bacterias acido lacticas en los
embutidos fermentados para asegurar la calidad higiénica del producto. En los 3
analitos, se ha mencionado la posibilidad de analizarlos empleando sensores

enzimaticos como describiremos a continuacion y que sera objeto de esta tesis.

1.3 BIOSENSORES

Los biosensores son dispositivos analiticos conformados por un elemento
biolégico de reconocimiento que estan asociados a un mecanismo que garantiza la
deteccidn e interpretacion de la variacidn de las propiedades eléctricas obtenidas de
la interaccion entre el dispositivo y el material biolégico.

Segun la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) un sensor se
define como un dispositivo analitico que incorpora un elemento biolégico,
intimamente asociado con un transductor fisicoquimico que en presencia del analito
produce una sefal eléctrica que es proporcional a la cantidad presente del mismo
(Turner et al 1987). El principio de deteccién se basa en la interacciéon especifica
entre el compuesto de interés y el bioelemento de reconocimiento (enzimas,
anticuerpos, tejidos, receptores celulares, microorganismos, o acidos nucleicos).
Dicha interacciéon produce variacién en una o varias propiedades fisico-quimicas
(pH, transferencia de electrones, calor, cambios de masa, variacion de las
propiedades dpticas, cambios de potencial etc.) estos cambios son detectados por
un transductor especifico que debe ser capaz de convertir esa reaccion biologica en
una sefial detectable (Prodromidis y Karayannis, 2002). La sefial es amplificada
para su posterior tratamiento (Thakur y Ragavan 2013) (Figura 6).

La eleccion del material biolégico de reconocimiento estard determinado por las

caracteristicas fisico-quimicas que lo hacen afin al analito de interés, y su interaccion
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Vi+ — +

V.= G x ( Vi+ - Vi-)

Figura 6. Amplificacion de la sefial de tensién en un sensor electroquimico donde Vi+ y Vi-

representan la caida de tensidn, G, la conductancia, V,, la tensién.

con el sistema transductor. Como método de analisis, ademas de sus aplicaciones en
alimentos, se ha podido utilizar para cuantificar determinados componentes como
residuos agroquimicos, toxinas, presencia de patégenos, contaminantes ambientales
y se han aplicado al control de procesos de fabricacién en tiempo real. Como
ventajas principales presentan: una alta sensibilidad, ya que los analitos, en muchas
ocasiones se encuentran a nivel de trazas, selectividad, y reproducibilidad, asi como

un facil manejo y bajo costo de operacion.

1.3.1 Clasificacion de los Biosensores

Los biosensores se pueden clasificar en base a su elemento de reconocimiento

o el tipo de transductor.
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1.3.1.1. Clasificacion de los Biosensores por su Elemento de
Reconocimiento

1.3.1.1.1 Biosensores Cataliticos

Los biosensores cataliticos utilizan material biolégico (enzimas, anticuerpos,
tejidos o microorganismos) que va a reaccionar selectivamente con un analito o
familia de analitos y lo transformar4, acelerando la reacciéon quimica sin consumirse.
Las enzimas son las que en los dltimos afios se han utilizado mas frecuentemente
debido a su disponibilidad, bajo costo y facil manipulacién (Eggins, et al 2002). Este
tipo de biosensores son conocidos como sensores enzimaticos. El mecanismo basico
de la catdlisis enzimatica implica la uniéon del enzima con el sustrato con la
consiguiente transformacion de éste en producto, y liberaciéon de la enzima que
quedara de nuevo disponible como se muestra en la ecuacién 2. Un ejemplo seria la

reaccion de oxidacion de la lisina, catalizada por la lisina oxidasa.
k 1

E+S ~—— E-S
K_l Kz

2

E+P

1.3.1.1.2 Biosensores por Afinidad

En este tipo de biosensores el analito de interés interactia con
macromoléculas o ensambles moleculares organizados en los que intervienen acidos
nucleicos, anticuerpos, o carbohidratos. Estos biosensores monitorizan la unién del
analito con su receptor sin llevar a cabo transformaciones de orden quimico
(Jiménez y Ledn, 2009), pero produciendo una reacciéon de equilibrio en la que se

forma un complejo analito-receptor (Mello y Kubota, 2002). Esta interaccién genera

34



Introduccién

una variacion fisico-quimica en el entorno (cambio de pH, de masa, variacién de las
propiedades Opticas, etc.) que es captada por el transductor. Entre ellos estan los

inmunosensores o los sensores basados en quimioreceptores.

1.3.1.2 Clasificacion de los Biosensores por el Tipo de Transductor

1.3.1.2.1 Biosensores Electroquimicos

La caracteristica principal de este tipo de sensores quimicos es la robustez con
la que trabajan; ademas su fabricacién es simple y econdmica comparada con el
resto de transductores, poseen un amplio intervalo de linealidad, y tiempos de
respuesta cortos. El proceso genera productos y consume sustratos generandose
una sefial electroquimica transformada, la cual es detectada y amplificada para su
posterior tratamiento (Figura 6). En funcién del tipo de sefial electroquimica se

pueden clasificar en amperomeétricos, potenciométricos, y conductimétricos.
1.3.1.2.1.1 Amperométricos

Este tipo de biosensores se basa en la transferencia electrénica directa entre la
enzima y el electrodo. Las caracteristicas principales de estos sensores son su
naturaleza catalitica, asi como la transferencia electronica directa desde el electrodo
hacia la molécula de sustrato y viceversa a través del centro activo de la enzima, sin
portadores.

De acuerdo con la teoria de la transferencia de electrones, la constante de velocidad
de la interaccidn electroquimica directa entre el donante y el aceptor se determina

por la caida de potencial entre el centro redox de la enzima y el electrodo, por la
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energia de transformacion en la transferencia de electrones, y por la distancia entre

el sitio activo de la enzima y la superficie del electrodo (Dzyadevych et al., 2008).

1.3.1.2.1.2 Potenciométricos

Este tipo de sensores se basa en la diferencia de potencial o voltaje entre un
electrodo de trabajo y un electrodo de referencia. La diferencia de potencial entre
los electrodos, tiene relacion directa con la concentracion del analito de acuerdo con
la ecuaciéon de Nernst-Donnan (ecuacién 3), en la que se tiene también en cuenta la

actividad de iones interferentes.

zi

_ 0 , RT ot zj
E=E +nFlnai+ZjKi’j *a (3)
donde ajes la actividad del ion principal, aj la actividad del ion interferente ,z; y z; las
cargas de los iones principal e interferentes, y Kipj.Ot es el coeficiente de selectividad.

Como ejemplo estdn los sensores denominados voltamperométricos, que generan
curvas de intensidad-potencial, y son iones selectivos. Estos pueden disponer de un
dispositivo de medida de potencial, un electrodo de referencia y una membrana
selectiva de iones (ISE) o de gases, como electrodo de trabajo (Terry et al., 2005). La
aplicacién mas extendida de estos sensores es el uso de electrodos selectivos de
iones, que consiste en que el electrodo de trabajo se une a una membrana selectiva a

un i6én (Na+, K+, Ca2+, H+, o NH4*) determinado.
1.3.1.2.1.3. Conductimétricos

Se basan en los cambios de conductividad, (o alguna propiedad asociada a

ésta) mediante las medidas de resistividad en corriente continua, y medidas de
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impedancia cuando se utiliza corriente alterna a voltaje constante que se produce
en el sistema del sensor debido a la generacién o consumo de iones durante una
reaccion quimica (Chaubey y Malhotra, 2002). El cambio en la conductividad es

proporcional a la concentracién de iones segun la ecuacion 4.

A= 4)

K
c
donde K es la conductividad especifica (S cm-1) y C es la concentracion de iones.

(mol cm3).
1.3.1.2.2 Biosensores Fisicos

1.3.1.2.2.1 Opticos

Se basan en los cambios de las propiedades dépticas como la absorbancia,
reflectancia, fluorescencia, indice de refracciéon, dispersiéon de luz, y efecto
optotérmico por interaccion del analito y el receptor. Estos dispositivos no
necesitan electrodos de referencia, y presentan inmunidad ante interferencias
eléctricas. Algunos sensores de fibra éptica se han utilizado para determinar la
calidad microbioldgica, por ejemplo en embutidos, mediante la deteccién de Listeria
monocytogenes (Geng et al, 2004) o Escherichia Coli 0157:H7 (Radke y Alocilja,
2005), o presencia de contaminantes como es la deteccién de antibi6ticos en suero

de oveja (Carrasco et al,, 2015).

1.3.1.2.2.2 Térmicos

En este tipo de sensores la interaccion entre el analito y el receptor produce una
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variacion de entalpia que se convierte en una sefial eléctrica que es proporcional a la
concentracion del analito. Un esquema de este tipo de biosensores se muestra en la
figura 7. Pueden utilizarse combinados con enzimas inmovilizados que por
transformacion del sustrato (sensores cataliticos), se liberan o consumen calorias
que pueden detectarse por termistores o dispositivos piroeléctricos. Se han utilizado
también para la detecciéon de interacciones antigeno-anticuerpo (sensores por
afinidad).

En este tipo de sensores la reaccion se produce en dispositivos termoaislados por lo
que los cambios ambientales no afectan a los cambios de temperatura detectados.

Tienen el inconveniente de ser muy costosos.

a Termistores
interconectados
Intercambiador . Reactor
de calor : Biocatalitico (a)
b Camara

termoaislada (b)

Figura 7. Esquema de un sensor térmico.
1.3.1.2.2.3 Piezoeléctricos
El funcionamiento de este tipo de sensores se basa en el efecto piezoeléctrico
que tienen los cristales de cuarzo. Este efecto consiste en la aparicién de una carga

eléctrica cuando el cristal es sometido a algin tipo de deformacion. Detectan la

variacién de la frecuencia de resonancia, que se produce sobre la superficie de un
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cristal piezoeléctrico, o un dispositivo de onda acustica superficial, debido a una
variacion de masa (Terry et al, 2005). En alimentos se han optimizado
recientemente para detectar S. aureus en leche utilizando como elemento de

reconocimiento, un aptadmero para el S. aureus (Lian et al., 2015).

1.3.2 Sensores Enzimaticos

Los sensores enzimaticos son biosensores electroquimicos de tipo catalitico
en los que el receptor es una enzima cuya funcidn es catalizar especificamente la
reaccion correspondiente. La enzima permanece inalterada después de la reaccidn,
lo que al estar inmovilizada permite utilizarla en multiples mediciones. En este tipo
de sensores el transductor mas frecuente es el electrodo tipo Clark o electrodo de
oxigeno. El principio de operacién se detalla en el apartado 1.3.2.4.

Estos sensores presentan caracteristicas como la alta selectividad, especificidad y
versatilidad de las enzimas para reconocer moléculas particulares, combinado con
un transductor capaz de medir la concentracién de un analito a partir de variaciones
de corriente (intensidad, diferencia de potencial o conductividad) que se producen
en una célula electrolitica como consecuencia de la reaccién enzimatica.

Como se indico, las enzimas son proteinas capaces de catalizar una reaccién quimica.
Reaccionan de manera selectiva con un analito o familia de analitos, acelerando la
reaccion y sin consumirse.

El mecanismo béasico de la catalisis enzimatica se indicé en la ecuacion 2, donde S es el
sustrato, E la enzima, E-S el complejo enzima-sustrato y P el producto, K1., k2, k.1, son
las constantes cinéticas para cada una de las etapas de reaccion.

La velocidad maxima de la reaccién enzimatica y la constante de Michaelis-Menten

se determinan mediante la ecuaciéon de Hanes-Woolf (ecuacién 5).
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(3)

donde V es la velocidad de reaccidon, Vmax es la velocidad maxima de reaccién, Kn es
la constante de Michaelis-Menten y S corresponde a la concentracién de sustrato.

La actividad de una enzima esta regulada por el pH y la fuerza i6nica del medio de
reaccion y temperatura, por lo que determinar estos pardmetros constituye el
primer paso a seguir en la caracterizaciéon de una enzima. Las enzimas poseen una
estructura tridimensional en cuyo interior se localiza el sitio activo que es el que
confiere la especificidad.

Las enzimas se clasifican por el tipo de reaccién que catalizan (Tabla 1).

Las enzimas son los elementos més comunmente utilizados en la fabricaciéon de
biosensores, debido a su bajo coste, disponibilidad en el mercado, y facil
manipulaciéon. Son muy selectivas y su principal ventaja es su velocidad de respuesta
en relaciéon a otros bioreceptores (acidos nucleicos, antigenos, células de tejidos,
microorganismos).

Las enzimas mas utilizadas como bioreceptores son las de tipo oxido-reductasas,
ya que en la conversién enzimdatica del sustrato (oxidacién) tiene lugar una
reaccion de transferencia de electrones (Reviejo y Pingarrén, 2000; Thévenot et al.,
2001; Liang et al., 2015) y con ello el cambio de la enzima a estado reducido, que
dependiendo de la capacidad de la enzima para tomar dos o cuatro electrones del

oxigeno, el producto final puede ser agua o peréxido de hidrégeno (Figura 8).
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Tabla 1. Clasificaciéon de las enzimas por el tipo de reaccién que catalizan.

Enzima Tipo de reaccion
Transferasas Catalizan la transferencia de un grupo quimico de un sustrato a
otro.
Hidrolasas Catalizan las reacciones de hidrélisis. Rompen biomoléculas con

moléculas de agua.

Liasas Catalizan adiciones de grupos a dobles enlaces o formaciones de
dobles enlaces por eliminacién de grupos.

Isomerasas Catalizan la interconversion de isémeros.

Ligasas Catalizan la formacién de enlaces C-C, C-S, C-0, y C-N por reacciones
de condensacion.

Oxidoreductasas Catalizan reacciones de oxidorreduccién. Transferencia de

hidrégeno o electrones de un sustrato a otro.

Fuente: Nelson y Cox, 2001.

Sustrato Producto

H,0
0, H,0,

Membrana
Enzimatica

Enzima Enzima

Reducida Oxidada

Figura 8. Secuencia de la reacciéon de oxidacién catalizada por una enzima oxidasa
empleando oxigeno molecular como aceptador de electrones (Modificado de Reviejo y
Pingarrén, 2000).
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En la configuracién de los sensores enzimaticos, la enzima puede encontrarse libre
en solucién o inmovilizada sobre el transductor (directamente o sobre una
membrana), lo que es mas frecuente, pues permite la reutilizacién con el

consiguiente beneficio econémico.

1.3.2.1 Métodos de Inmovilizacion

La inmovilizacién de la enzima es un proceso decisivo en la construccion del
sensor ya que aumenta la estabilidad del enzima y el tiempo de vida. En
contrapartida, la inmovilizacién puede cambiar la conformacién de la enzima
(estructura cuaternaria) disminuyendo su sensibilidad.

En general, los métodos de inmovilizaciéon de enzimas se clasifican en dos grandes
grupos: retencién fisica (atrapamiento y microencapsulacién), y retencién quimica
(adsorciéon a la superficie, acoplamiento covalente, o entrecruzamiento o cross-
linking) (Dornelles Mello y Kubota 2002; Eggins, 2002, Sharma et al, 2003; Nunes y
Marty 2006).
Tipos de inmovilizacién mas empleados:
=  Atrapamiento. Es la retencidon de la enzima en el interior de una matriz
sélida porosa (polimeros de poliacrilamida, celulosa, colageno, alginato,
carragenato, resinas de poliuretano o membranas de didlisis grafito mas
agente aglutinante). La enzima no sufre ningiin cambio en su estructura, Sin
embargo, se crea una barrera que dificulta la difusién de analito hasta el
centro activo de la enzima aumentando el tiempo de respuesta.
=  Microencapsulacion. Se encapsulan gotas de una solucién enzimatica en
microcapsulas semipermeables fabricadas de polimeros organicos que

permiten el paso de moléculas de sustrato y productos pero no de la enzima.
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El material biolégico permanece en contacto con el transductor,
manteniendo a su vez la alta sensibilidad de las enzimas, pues no se ven
afectadas por los cambios de pH, temperatura o fuerza iénica del medio.

=  Adsorcién en superficie. Mediante interacciones idnicas, fuerzas de Van der
Waals y puentes de hidrogeno, la enzima se asocia a un soporte (alimina,
arcilla, grafito o silica gel. La adsorciéon se obtiene por volatilizacion del
tampoén que contiene la enzima, no requiere de reactivos quimicos, pero no
es muy estable y la unién con el soporte es muy débil. El pH, la fuerza i6nica
y la presencia de iones como cofactores influyen en la desorcién de la
enzima.

»  Entrecruzamiento (cross-linking). Esta técnica utiliza reactivos bi funcionales
(glutaraldehido, hexametildisocianato, 1,5-dinitro-2,4-diflorobenzeno) que
originan uniones intermoleculares entre moléculas de enzima. El agente
bifuncional tiene dos grupos aldehidos en sus extremos que reaccionan con
el grupo amino de una enzima o proteina.

=  Enlace covalente. El enlace covalente entre el transductor y la enzima se basa
en la activacion de grupos quimicos del soporte (membrana o reactor) para
que reaccionen los nucleéfilos de las enzimas grupos amino carboxilicos,
alcoholes, tioles, o imidazol. Es importante el control del pH y la fuerza
i6nica, y tiene como ventaja el que se suelen conseguir tiempos de vida muy

largos.

1.3.2.2 Materiales Soporte para la Inmovilizacién de la Enzima

Entre los materiales mas cominmente utilizados estan los siguientes:
=  Polimeros electropolimerizados o preformados. En los primeros, la enzima

se incorpora en solucién junto con un monémero (polipirrol, polianilina y
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politiofeno), sobre la  superficie del electrodo y mediante
electropolimerizaciéon se forma una pelicula polimérica que se adhiere
firmemente sobre el electrodo, proporcionando una matriz tridimensional
que atrapa la enzima. (Ghosh et al 1998). Los polimeros preformados son
peliculas delgadas de materiales como el nafion, acetato de celulosa,
policarbonato, nylon o poliuretano, sobre los que se inmoviliza el enzima, y
después se coloca directamente sobre la superficie del electrodo. Algunas de
estas membranas, ademas de ser un material de soporte para la
inmovilizacién son selectivas, y evitan interferencias electroquimicas.
Debido a sus caracteristicas conductoras los polimeros pueden ser utilizados
directamente como electrodos, o para modificar a otro tipo de electrodos
como es el caso de la pasta de carbono.

=  Materiales conductores. Se utilizan composites a base de un material sélido-
conductor; oro, platino, teflén, polvo de grafito, carbono vitrificado, o grafito
pirolitico, disperso en una matriz polimérica de caracteristicas aislantes que
le confiere el agente aglutinante (aceite de parafina o silicona) al cual, se le
puede afiadir la enzima o los mediadores electroquimicos. Asi se obtienen
biosensores con un depdsito tridimensional de la enzima que permite,
mediante un simple pulido, la renovaciéon de la superficie del biosensor
(Reviejo y Pingarrén, 2000).

= Sistemas sol-gel. Son sales inorganicas de metales o compuestos
organometalicos que se someten a reacciones de hidrélisis y polimerizacion
hasta formar una suspension coloidal o sol, que mediante diversos procesos
de pulverizacion o centrifugado, llegan a condensar las particulas en una
nueva fase (gel). La enzima se afiade durante esta transiciéon y queda
retenida en las cavidades de la matriz (Prodomidis y Karayannis, 2002).

=  Electrodos modificados. Se basa en la modificacion del electrodo
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principalmente los de pasta de carbono, con polimeros conductores,
particulas coloidales, otro tipo de nanomateriales (nanotubos, nanocables

de carbono y nanoparticulas de oro).

1.3.2.3. Materiales de Construccion del Transductor

Los materiales mas utilizados en la construccion de los biosensores
electroquimicos son: los metales nobles (oro, platino), carbono (pasta o varillas),
conductores composite (polvo de grafito, dispersado sobre polimeros de resina
epoxi, silicona, metacrilato, o poliuretano), sales y polimeros organicos conductores
o metales sintéticos, con cualidades eléctricas y épticas (polipirrol, polifuranos,

poliindoles, policarbazoles, y polianilinas) (Gerard et al,, 2002; Li et al., 2015).

1.3.2.4 Principio de Operacion

La mayoria de los sensores enzimaticos que utilizan enzimas oxidoreductasas
y deteccion de oxigeno disuelto, se basan en el modelo de Clark que consiste en una
sonda sensor amperométrica, que tiene como catodo un metal noble, generalmente
platino y un anodo de plata sumergidos en un electrolito, solucién de cloruro
potasico, y separados de la disolucién de muestra por una membrana de poli-tetra-
fluoretileno (teflén) permeable al oxigeno. Al aplicar un potencial de -0.6 V al
electrodo de Pt, se genera una corriente entre ambos que es el resultado de las
reacciones que se esquematizan en las ecuaciones 6 y 7 y que se relaciona con el

consumo de oxigeno.

Catodo de platino
02+ 2H,0+4 e —» 4 OH- (reduccion) (6)
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Anodo de plata
4Ag +4Cl- —» 4AgCl + 4e- (oxidacién) (7)

Asi, el consumo de oxigeno, que es proporcional a la corriente generada, se relaciona
directamente con la concentracién del analito.

Se han desarrollado diferentes métodos para la transferencia de electrones entre la
enzima y el transductor amperométrico, lo que ha dado lugar a tres generaciones de
biosensores amperomeétricos:

. En los de primera generacion, la concentracion del analito se relaciona con la

reduccion de oxigeno en el catodo de platino (consumo de oxigeno) (ecuacién

8).

Glucosa + 0, —> 4cido gluconico + H202
0r 4 4H+  _o00mv o 2H,0 8)

También puede medirse la corriente generada por la posterior reducciéon del

agua oxigenada (ecuacion 9).

H,0; ———> 0, + 2H* + 2e- (9)

Por otra parte, la reduccion del peréxido de hidréogeno (ecuacion 9) ocurre al
aplicar altos potenciales sobre los electrodos como el platino (0.65 V vs Ag/AgCl)
(Prodomidis y Karayannis, 2002). Lo que conlleva a reacciones interferentes de
compuestos organicos electroactivos (ascorbatos, urato, acido urico, paracetamol).
Las corrientes de fondo que podrian generarse en estas condiciones pueden verse

neutralizadas por el uso de membranas permeables al oxigeno y utilizando
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cantidades o volimenes pequeiios de electrolitos (Falck, 1997; Plumeré et al., 2013).
. La segunda generacion de biosensores incorpora un mediador que se encarga
de la transferencia electrdnica entre el centro activo del enzima y la superficie
del electrodo. La enzima y el mediador se inmovilizan juntos. La presencia de
peroxidasa, facilita el proceso. En la figura 9 se esquematiza el proceso
poniendo como ejemplo la determinacién de glucosa con glucosa oxidasa

(GOx) empleando ferroceno como mediador.

Glucosa+0;

ﬂGO‘x
Ac. Glucbnico+H,0 HQP:’-'*C_ y ‘cr'rucnrlo%e

H,0 ) HRP,, ferrcceno

0aox¥LO33

Proceso enzimatico proceso faradaico

Figura 9. Esquema del funcionamiento de los sensores segunda generacion.

. En los biosensores de tercera generacidn, la transferencia electrdnica entre el
centro activo del enzima y la superficie del electrodo se realiza de forma
directa, no se utilizan mediadores, el potencial que se utiliza es el adecuado al
intrinseco del enzima por lo que la medida es mas selectiva. El inconveniente
es que los centros activos del enzima suelen estar en el interior y esto dificulta

el contacto con la superficie del transductor.
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1.3.3 Aplicaciones de los Biosensores

Actualmente existen multitud de biosensores en los cuales se combinan la
amplia diversidad de componentes biol6gicos (enzimas, acidos nucleicos, receptores
celulares, anticuerpos y células intactas) con los diferentes tipos de transductores
(electroquimicos, épticos, piezoeléctricos, termométrica); éstos se pueden utilizar
en numerosos sectores como el andlisis clinico, de alimentos, aguas, vigilancia del
medio ambiente, industria, defensa y seguridad.

La aplicacién de biosensores a la industria agroalimentaria se ha dirigido a los
siguientes campos de aplicacién, de los que algunos ejemplos se muestran en la

Tabla 2.

. Evaluacién de la calidad en cuanto al analisis de componentes interesantes
desde el punto de vista nutritivo como son aminoacidos, azicares, alcoholes,

vitaminas, colesterol, etc.

. Andlisis de contaminantes y residuos como pesticidas, metales pesados,

fosfatos, nitratos, nitritos, etc.

. Evaluacién de la vida util y control de procesos como la determinacién de la
frescura en carnes y pescados (hipoxantina, aminas, etc.) o el enranciamiento
de aceites o de la leche, deterioro de vinos, seguimiento de procesos
fermentativos (4cido lactico), evaluacion de la madurez de frutas (azucares,

etc).
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Tabla 2. Aplicacion de los biosensores en la industria alimentaria

Analito Matriz Enzima de Transductor Referencias
Biorreconocimiento
Evaluacion de la Calidad
Lisina Queso mozzarella, Lisina-a-oxidasa Amperométrico Guerrieri et al,,
preparados 2013
farmacéuticos
Glucosa Jarabes, miel, Glucosa oxidasa Amperométrico Samphao et al,,
bebidas 2015
energéticas
Citrato Jugo de frutas Citrato liasa; oxaloaceato Potenciométrico Kim, 2006.
descarboxilasa
Etanol Bebidas Alcohol oxidasa Amperométrico Angeloni et al,,
alcoholicas 2015
Colesterol Pescado, carne, y Colesterol oxidasa Amperométrico Caoetal, 2013
huevos
Lactosa Leche Celobiosa deshigrogenasa  Termométrico / Yakovleva et al,,
Amperométrico 2012
Hipoxantina Carne de cerdo Xantina oxidasa Amperométrico Hernandez Cazares
P P etal, 2010
Evaluacion de la vida util
Polifenoles Vinos Lacasas Amperométrico  Di Fusco etal, 2010
Lactato Vinos y cidras Lactato oxidasa Amperométrico  Loaizaetal, 2015
Acidos Aceite de olivay Glicerol deshidrogenasa Amperométrico  Ben Rejeb et al., 2007
grasos de girasol
Aminas Embutidos Diamino oxidasa Amperométrico  Hernandez-Céazares
crudo-curados etal,, 2012
Indicador de maduracion
Glucosa Frutas Glucosa oxidasa Amperométrico  Fung Angetal,2015
Sucrosa Zumo de frutas Glucosa oxidasa; Invertasa.  Amperométrico  Majer-Baranyi et al.,

2008

49



Introducciéon

En esta tesis se aportan tres aplicaciones mas sobre el uso de los sensores
enzimaticos al control de calidad de los productos carnicos, como son el analisis de
lisina para el seguimiento de la protedlisis, el andlisis de los nitratos para el control
de la seguridad y el analisis de acido lactico para el control de la fermentacién de

embutidos.

1.3.3.1 Sensores Enzimaticos para la Determinacion de Lisina

La lisina es un aminoacido esencial que debe formar parte de la dieta ya que
su funcién es basica para la construcciéon de todas las proteinas y no puede
sintetizarse en el organismo humano. Ademas, desempefia un papel esencial en la
absorcién de calcio, y en la producciéon de hormonas, enzimas y anticuerpos. La
carne y los productos carnicos son una fuente muy rica de lisina biodisponible. Sin
embargo, el interés en el andlisis de lisina no tiene que ver, Unicamente, con su papel
nutritivo, sino en cuanto que puede constituir un indicador del correcto
almacenamiento de determinados alimentos (Curulli et al., 1998), de la fraudulenta
adicidn a quesos, de derivados lacteos sometidos a tratamientos térmicos en los que
la lisina resulta danada (Guerrieri et al., 2013). La lisina también puede servir como
indicador del progreso de procesos fermentativos que incluyan protedlisis, como es
el caso de los productos carnicos fermentados, como se indic6 en el apartado 1.2.3,y
por extensidn, en otros productos fermentados como quesos, vino, etc.

En la tabla 3 se recogen algunas aplicaciones de los sensores enzimaticos al analisis
de lisina. Cuatro son las enzimas que se han utilizado para este tipo de
determinaciones: lisina deshidrogenasa, (Dempsey et al, 1992) Ilisina
monooxigenasa (Privman et al,, 2013), lisina descarboxilasa (Bdéka et al, 2015) y
lisina a-oxidasa, siendo esta ultima la mas empleada. El uso de una enzima u otra o

incluso la fuente de obtencion de la enzima, influira en la selectividad de la reaccién
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en relacion a otros aminoacidos (Endo et al., 2008).

La lisina a-oxidasa cataliza la siguiente reaccién:

Lisina oxidasa
Lisina+ 0O, —— 2 o-keto-g-aminocaproato + H,O,+NH; (10)

Esta reaccion es seguida por la reduccién electroquimica del peréxido de hidrégeno
en el electrodo de trabajo de modo que la sefial de corriente observada se
correlaciona con la concentracion de lisina en la muestra, directamente o a través
del oxigeno consumido, como se explico en el apartado 1.3.2.4.

Los sensores de lisina utilizan mayoritariamente un electrodo de platino como
electrodo de trabajo y varia lo que es la técnica de inmovilizacién. En la mayoria de
los trabajos se utiliza inmovilizacion por entrecruzamiento, empleando
glutaraldehido y/u otros reactivos bifuncionales (diaminas, dialdehidos,
diisocianatos, polioles, etc.), capaces de formar uniones intermoleculares dentro del
enzima. En algunos casos, se recurre a entrecruzamientos con alguna proteina, sin
actividad enzimatica, siendo frecuente la albumina de suero bovina (BSA). También
hay ejemplos de inmovilizacién por absorcién en matrices (alumina, gel de silice,
celulosa, etc) o atrapamiento en matrices sélidas porosas (alginato, colageno,
gelatina, carragenato, poliuretano, etc). Sin embargo, lo mas frecuente es recurrir a
técnicas mixtas de absorcién, atrapamiento, o enlace i6nico o covalente, todas ellas
con posterior entrecruzamiento (Olschewsky et al, 2000; Chauhan et al, 2013).
También pueden afadirse mediadores del tipo de los ferricianuros (Dempsey, 1992;
Sahin, 2013) que acttan facilitando el transporte de electrones.

En algunos casos, se recurre a modificar o cubrir el electrodo de trabajo con
polimeros de 1,2 diamino benzeno o pirrol, que por permeacién selectiva impide el

paso de moléculas mayores que el perdoxido de hidrégeno, para disminuir
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interferencias en la medida de éste, por la presencia de compuestos electroactivos

como la cisteina o el dcido ascorbico en la matriz de muestra (Curulli et al., 1998;

Kelly et al., 2000; Guerrieri et al.,, 2013). Las condiciones de reaccion las determina la

enzima, en cuanto a temperatura y pH 6ptimos, que va desde 7 a 8.2.

Tabla 3. Biosensores amperométricos utilizados para determinar lisina.

Enzima Transductor Inmovilizacién Aplicacién Referencia
LyDH  Amperométrico Inmovilizacién con Disoluciones  Dempsey et
Electrodo de Pt gelatina en una patrén al,, 1992
membrana de celulosa
LOx Amperométrico Co-inmovilizacién con Extractosde  Vrbovaet
Electrodo de Pt catalasa sobre una Trigo al,, 1992.
membrana de nylon o de
colageno
LOx Amperométrico Atrapamiento en una Fermentaciéon Siegler et
Electrodo de Pt resina de poliuretano y en medios de al, 1994
entre dos ldminas, de cultivo
celulosay
polipropileno.
LOx Amperométrico Inmovilizacién mediante Fermentacién Simonian et
Electrodo de Pt enlace covalente sobre en medios de al., 1994
gel de silice cultivo
LOx Amperométrico Entrecruzamiento con Leche y pasta Curulli et
Electrodo modificado glutaraldehido y al,, 1998
por electrodeposicién adsorcion en el polimero
de un polimero de 1,2
diamino benzeno
LOx Amperométrico Atrapamiento en un gel de Fermentaciéon Olschewski
Electrodo de Pt poliuretano en medios de etal, 2000
cultivo
LOx Amperométrico Método de impregnaciéon Sueroy Stefan-van
Electrodo de Pt en pasta de diamante Preparados Staden et
farmacéuticos al., 2012
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LOx Amperométrico Entrecruzamiento con Queso Guerrieri et
Electrodo modificado po glutaraldehido + BSA al,, 2013
electrodeposicion de un
polimero de pirrol

LOx Amperométrico Enlace i6nico sobre los Sueroy Sahin et al,,
Electrodos modificados electrodos modificados Preparados 2013
por electrooxidacién de farmacéuticos
polivinilferroceno
(mediador)

LOx Amperométrico Inmovilizacién mediante  Preparados Chauhan et
Electrodo de Auy Pt enlace covalente y farmacéuticos, al. 2013
modificados con amino entrecruzamiento con leche, suero
propiltrietoxisilano glutaraldehido

LOx: Lisina oxidasa; LyDH: Lisina deshidrogenasa

1.3.3.2 Sensores Enzimaticos para la Determinacion de Nitrato

El papel del nitrato y nitrito en los productos carnicos asi como la necesidad
de analizarlos y controlar su presencia durante el procesado y su ausencia en el
producto final ha quedado ampliamente descrito, ver apartado 1.2.2. Ademas, los
diferentes gobiernos han establecido limites a la cantidad de nitratos y nitritos
empleados en los productos carnicos por lo que el control de nitratos en alimentos
resulta de interés para la industria alimentaria y en concreto para la industria
carnica o los organismos de control.

Existen en la bibliografia muy pocas aplicaciones del uso de sensores enzimaticos al
analisis de nitratos en alimentos. El enzima que se utiliza mayoritariamente es la
nitrato reductasa. Esta enzima que reduce selectivamente el nitrato a nitrito,
acoplado a la oxidacién de NADH, tiene 2 6 3 cofactores en sus centros activos Mo,
hemo y/o FAD. Se ha descrito que segin el origen: eucariota (plantas, algas y
hongos) o procariota (de bacterias) la estructura del centro activo de la enzima es
diferente, lo que condicionara los resultados en cuanto a estabilidad, especificidad, y

sensibilidad (Kalimuthu et al, 2015). Los anadlisis se realizan en sensores
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amperométricos en los que la corriente generada entre el electrodo de trabajo y el
de referencia se produce por la transferencia de electrones durante la reduccién de
nitrato a nitrito mediada por la nitrato reductasa, y posterior reduccidn de la enzima
oxidada que suele ser asistida por un mediador. El papel de los mediadores es
facilitar la transferencia de electrones entre el enzima y el electrodo para suplir a los
cofactores intrinsecos del enzima que quedan inaccesibles tras la inmovilizacién.
Los mediadores deben ser moléculas pequefias y de respuesta rapida y suelen
inmovilizarse junto con la enzima, de modo que la eleccién del mediador (sulfonato
de antraquinona, benzil o metil violégeno) y el método de inmovilizacién afectara
también a la efectividad del biosensor.

En cualquier sensor basado en reductasas, el oxigeno y otras especies reducibles
van a producir una reduccién competitiva con falsos positivos y que es dificil de
evitar. La primera medida seria purgar bien las disoluciones. También se ha
intentado minimizar utilizando mediadores de alto potencial como el sulfonato de
antraquinona (Kalimuthu et al,, 2015), pero la interferencia del oxigeno sigue siendo
importante. También, si el nitrito estd presente, como es el caso de los productos

curados, podria conducir a errores en la determinacion.

1.3.3.3 Sensores Enzimaticos para la Determinacion de Acido
Lactico

Durante la maduracion, los embutidos crudo-curados se convierten en
alimentos mas estables y seguros como consecuencia de “barreras de crecimiento
microbiano”, en las que las bacterias acido lacticas (BAL) son las principales
protagonistas por prevenir el crecimiento de microorganismos indeseables,
mediante la generacién de acido lactico y consiguiente reducciéon del pH. Asi pues, en

la industria de los alimentos el acido lactico es un parametro indicador de la higiene
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y frescura de los productos carnicos fermentados, sin embargo no hay muchas
aplicaciones de sensores enzimaticos al analisis de acido lactico.

Por esta razdén surge el interés de investigar un método analitico-enzimatico
alternativo, para monitorizar el desarrollo de este analito en este tipo de alimentos.
La reaccién enzimatica es simple, lo cual implica a su vez un facil disefio del
biosensor (Rassaei et al.,, 2014). En presencia de oxigeno disuelto la lactato oxidasa
cataliza la oxidacion de acido lactico a piruvato y forma peréxido de hidrogeno, la
corriente que se obtiene debido a la formacién del perdéxido de hidrégeno o del
consumo del oxigeno es proporcional a la concentracién de acido lactico
(Shimomura et al., 2012).

La reaccion se indica a continuacion:

Acido Lactico + O; lactato oxidasa > piruvato + H;0; (11)

El oro y el platino son los materiales de los electrodos mas cominmente usados en
el disefio de los biosensores de acido lactico, especialmente los basados en L-lactato
oxidasa debido a sus caracteristicas electroquimicas hacia la oxidacién del peréxido
de hidrégeno.

Asi, se han construido sensores de lactato por inmovilizacién con enlace covalente
de la lactato oxidasa sobre el electrodo de platino modificado (Pagan et al., 2015)
que resulté mas efectivo (mas sensible y estable) que la simple inmovilizacién fisica
de la enzima. Otro trabajo desarroll6 un sensor en el que se combinaba la medicion
amperomeétrica y potenciométrica, para el analisis simultdneo de L-lactato y glucosa
utilizando un microelectrodo de platino, y las respectivas enzimas lactato y glucosa
oxidasa inmovilizadas por entrecruzamiento con BSA, empleando glutaraldehido.

Son microsensores electroquimicos en fase liquida (Diallo et al., 2013). En otro
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trabajo se inmoviliz6 la lactato oxidasa sobre un film de polianilina y fluoroanilina
utilizando el Pt como electrodo auxiliar (Suman et al., 2005).

Los electrodos de carbén son lentos en la transferencia de electrones y requieren un
alto potencial para la reduccion del peréxido de hidrégeno y, por tanto, su aplicacion
a sensores L-Lactato es de poco valor (Salimi et al., 2007). A pesar de ello, se ha
desarrollado un sensor en el que modificaron los electrodos de carbono (su
superficie activa) con nanoparticulas de platino para conseguir una mayor
sensibilidad, y en el que inmovilizaron la enzima por simple adsorcién (Lamas-
Ardisana et al., 2014).

Se ha disefiado un sensor para determinar acido lactico en productos lacteos,
mediante un sistema de inyeccidn de flujo; y en el que la enzima esta inmovilizada

sobre una capa delgada de proteina natural (Bori et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

La industria alimentaria actual requiere mantener un control continuo de
calidad en la produccién diaria de lotes, los cuales quedan inmovilizados antes de su
salida al mercado hasta que se verifican los parametros de calidad que deben
cumplir. Por esta razon los andlisis deben ser rapidos, precisos, y de bajo coste. Es en

este contexto que la presente Tesis Doctoral se plantea el siguiente objetivo:

Desarrollo de sensores enzimaticos de tipo amperométrico como técnicas rapidas de

control de la calidad de productos carnicos curados.

Para la realizacién de este objetivo general se plantean los siguientes objetivos

especificos:

1) Desarrollo y optimizacidon de un sensor enzimatico para analizar lisina y su
aplicacién al andlisis de lisina como indice de protedlisis en el control de la
maduracién de jamones y de embutidos curados.

2) Desarrollo y optimizacidon de un sensor enzimatico para analizar nitrato y su
aplicacién al andlisis de nitratos en jamén como método de control del
proceso de nitrificacion.

3) Desarrollo y optimizaciéon de un sensor enzimatico para analizar acido
lactico y su aplicacién al analisis de acido lactico como indicador del grado

de fermentacién en embutidos curados.
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Plan de Trabajo

3. PLAN DE TRABAJO

Para cumplir con los objetivos propuestos en esta Tesis Doctoral se plante6

la realizacién de las siguientes actividades:

1) Puesta a punto del sensor enzimatico con la enzima lisina- a-oxidasa para la

2)

determinacién de lisina.

a.

Estudio de la actuacién de la enzima siguiendo la desapariciéon del
sustrato de la reaccion (lisina) mediante HPLC.

Estudio del comportamiento electroquimico del oximetro en combinacién
con la enzima durante dicha reaccién y optimizacién de las condiciones
de operacién (cantidad de enzima, pH y temperatura) del sensor con la
enzima libre..

Optimizaciéon del método de inmovilizacién de la enzima y de las
condiciones de operacidn en un sistema con la enzima inmovilizada.
Estudio de la cinética enzimatica en ambos sistemas; con la enzima libre e
inmovilizada.

Estudio de la linealidad, sensibilidad, repetibilidad en ambos sistemas y
estudio de la estabilidad de la enzima en solucién e inmovilizada en la
membrana.

Estudio de posibles interferencias de otros aminoacidos, sobre la medida
de la lisina con la lisina-a-oxidasa .

Aplicacidn del sensor de lisina al analisis de muestras de jamén durante el

proceso de curado.

Puesta a punto del sensor enzimatico con la enzima nitrato reductasa para la

determinacion de nitrato. En dicho sensor se realizaran las actividades a, b, c,

d y e, descritas para el sensor de lisina. La aplicacidon del sensor de nitrato al
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3)

analisis de muestras se realiz6 sobre diluciones de un extracto de jamon tras

la etapa de postsalado (2 meses de curado).

Puesta a punto del sensor enzimatico con la enzima lactato oxidasa, para la
determinacion de acido lactico. En dicho sensor se realizaran las actividades a,
b, d y e, descritas para el sensor de lisina, pero inicamente en el sensor con la
enzima libre. La aplicacién del sensor de acido lactico al analisis de muestras se

realizé utilizando extractos de salchichdn y chorizo.
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4.1 MATERIALES

4.1.1 Materias Primas

Para las experiencias con el jamén curado se utilizaron muestras del
musculo Biceps femoris de 21 jamones a distintos tiempos del proceso de curado:
carne fresca, 2, 3.5, 5, 6.5, 9 y 10 meses. Los jamones se habian fabricado para un
proyecto anterior, en la planta piloto del Instituto a partir de perniles de cerdos del
cruce Landrance x Duroc, utilizando la metodologia tradicional de curado de jamén
serrano. Tras realizar el muestreo, dichas muestras de musculo se habian envasado
a vacio y conservado a - 80°C hasta la realizacidn de los analisis.

Los embutidos curados (5 muestras de chorizo y 5 de salchich6n) se obtuvieron de

un supermercado local.

4.1.2 Reactivos Quimicos

4.1.2.1 Determinacion de Lisina

Todos los patrones utilizados: lisina, fenilalanina, histidina, ornitina,
arginina, isoleucina y tirosina, fueron de Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Para desarrollar y operar el sensor enzimatico se utiliz6 la enzima lisina-a- oxidasa
(EC 1.4.3.14) de Trichoderma viride y glutaraldehido grado I al 70 % de Sigma-
Aldrich. Para la preparacién de la soluciéon enzimatica, los 4.6 mg de enzima
contenida en el envase comercial se disolvieron en 25 mL del tampdn fosfato 0.05M
pH 7.5, resultando tener una actividad de 6.8 U/mL. La membrana preactivada

Immunodyne ABC (Nylon 66, con un tamafio de poro de 0.45 pm) fue adquirida de
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Pall Europe (Porsmounth, United Kingdom) y la membrana de Teflén (12.7 pm)
permeable al oxigeno de Thermo Fisher Scientific Inc (Madrid, Espafia).

Todas las sales para la preparaciéon de las disoluciones tampoén; fosfatos mono y
dis6dico, acetato de sodio anhidro y otros reactivos como &cido fosférico, acido
acético glacial, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) e hidréxido sédico fueron de
Panreac (Panreac Quimica, S.A, Barcelona, Espaiia).

El reactivo de derivatizaciéon, se prepard con o-ftalaldehido (OPA), acido 3-
mercaptopropidnico, éter polioxietilenlaurilico (Brij 35) y acido bérico, todos de
Sigma-Aldrich.

Los disolventes para la cromatografia; tetrahidrofurano (THF), la trietilamina,
acetonitrilo, y metanol; estos dos ultimos de grado HPLC, para gradiente fueron de

Sigma- Aldrich.

4.1.2.2 Determinacion de Nitrato

El patrdn utilizado, nitrato potasico fue de Sigma-Aldrich.

Para desarrollar y operar este sensor se utilizé6 la enzima comercial nitrato
reductasa (EC 1.6.6.1-3) de Aspergillus niger, de Sigma-Aldrich. Para la preparacion
de la solucién enzimatica, los 7.8 mg de la enzima contenida en el envase se
disolvieron en 15 mL de tampoén fosfato 0.1M pH 7.1 con una actividad enzimatica
de 2.57 U/mL y la membrana fue la misma utilizada para el sensor con la lisina-a-
oxidasa.

Las sales para preparar los tampones fueron de Panreac excepto el acido 3-(N-
morpholino) propanosulfénico MOPS (99.5 %) que fue de Sigma-Aldrich. El acido
ortofosférico para la fase movil de la cromatografia fue Scharlau (Sharlab Chemie,

S.A., Barcelona Espaiia).
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4.1.2.3 Determinacion de Acido Lactico

El patrén utilizado fue L-(+)acido lactico para la cromatografia y lactato sédico
como sustrato para las medidas con el sensor, fueron ambos de Sigma-Aldrich.
Para desarrollar y operar este sensor se utilizé la enzima comercial lactato oxidasa
(EC, 232-841-6) de Pediococcus sp, de Sigma-Aldrich. Para la preparacion de la
solucién enzimatica, los 2.9 mg de la enzima contenida en el envase se disolvieron
en 15 mL de un tampén fosfato 10mM pH 7.0, conteniendo flavin adenin
dinucleétido (FAD) 0.01mM, con una actividad enzimatica de 10.1 U/mL y la
membrana fue la misma utilizada para el sensor con lisina -a-oxidasa.
Las sales para preparar los tampones (Panreac) y el acido sulfurico para la fase
movil de la cromatografia (Scharlau) fueron los mismos empleados para el analisis

de nitratos.

4.1.3 Instrumentacion

4.1.3.1 Sensor Enzimatico

El sensor enzimatico consiste en un oximetro Modelo 20 de Rank Brothers
Ltd (Bottisham, Cambridge, England) equipado con un registrador ADC-16
conectado a un ordenador provisto con el programa Pico Log (Pico Technology
Limited, St. Netos, Cambridgeshire, United Kingdom). El oximetro consta de un
electrodo de oxigeno constituido a su vez por un disco central de platino (catodo) de
2 mm de didmetro y un anillo del plata (dnodo), una cdmara de incubacién acoplada
a un bafio maria, para controlar la temperatura de reaccién, y con una celda de

reaccion de 2.5 mL de capacidad, un sistema de agitaciéon y un controlador que
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exhibe la corriente en porcentaje de saturaciéon de oxigeno (% saturaciéon); mg de

oxigeno/L y/o mV (variacidn de la corriente eléctrica en mili voltios)(Figura 10).

Embolo — |
Anillo de cierre
Junta de silicona —____ Conexioén ala
toma de agua

Camara de incubacion

Conexioén a la toma de agua

Junta de silicona

Membrana de Teflon @ Cable de

conexion

Base del electrodo .

Electrodo de trabajo

Jit

Tornillo de fijacion ——

Figura 10. Esquema del Oximetro Mod. 20 Rank Brothers Ltd (Bottisham, Cambridge,
England).

4.1.3.2 Cromatdgrafo HPLC

El método que se utiliz6 de referencia y validacién del sensor enzimatico, fue
la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), utilizando un cromatégrafo de
liquidos Agilent 1200 Series (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), equipado
con un auto inyector y dos detectores; un detector ultravioleta que se utilizé para el
andlisis de nitrato y 4cido lactico y un detector de fluorescencia que se utiliz6 para el

analisis de lisina.
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4.2 METODOS

4.2.1 Extraccion de la Muestra

Para todos los andlisis (lisina, nitrato y A&cido lactico) se realizd
simultaneamente la extracciéon y desproteinizaciéon de la muestra. Cinco gramos de
muestra (ver apartado 4.1.1.) se trituraron y se homogeneizaron con 15 mL de acido
perclérico 0.6M, durante 10 minutos utilizando un masticador (IUL Instrument,
Barcelona, Espafia). El homogenizado se centrifugé a 10,000 x g y 4 °C durante 20
minutos, el sobrenadante se filtr6 por lana de vidrio y el filtrado se neutraliz6é con
carbonato de potasio (hasta pH 6.5 - 7) dejandolo reposar hasta la completa
precipitacion de perclorato potasico. Previo a su andlisis por HPLC y por el sensor
enzimatico, los extractos carnicos se descongelaron y se filtraron a través de un

filtro de membrana de nylon de 0.22um.

4.2.2 Determinacion de Lisina y otros Aminoacidos por
Cromatografia

La lisina y otros aminoacidos fueron analizados por HPLC de fase reversa
(RP-HPLC) previa derivatizacién con OPA, segin la metodologia propuesta por
Schuster (1988) excepto en que no se realiz6 la segunda derivatizaciéon con 9-
fluorenilmetilcloroformato  (FMOC) indicada para prolina (aminoacidos
secundarios). La derivatizacién de los aminoacidos se realiz6 en el auto inyector de
la siguiente manera: se tom6 1 pL de extracto o disolucién patrén y se mezcl6 con 5
uL. de reactivo OPA (orto-ftalaldehido), se agit6, se esperd 2 min y se inyecté en una
columna Hypersil C18 (150 x 3.0) mm y 3 um de tamafo de particula (Agilent

Technologies), acondicionada a una temperatura de 45°C. La separacion
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cromatografica se realiz6 utilizando los disolventes y el gradiente que se detalla en
la tabla 4 y a un caudal de 1.0 ml/min. Después de cada analisis la columna se lavd
con 100 % de B durante 5 min y se estabilizé durante 5 min mas, en las condiciones
iniciales, antes de la siguiente inyeccién. La deteccién por fluorescencia se realizé a
una Aex=230 y Aem=455 nm. Para la cuantificaciéon se elabor¢ la recta de calibrado
con 5 concentraciones por triplicado de disoluciones patrén de lisina en el intervalo

de concentraciones comprendidas entre 0.05 y 1mM.

Tabla 4. Composicién de la fase mévil y gradiente en el analisis de lisina por RP-HPLC.

Tiempo Fase movil (%)
(min) A B
0 0 0
10 40 60
15 0 100

A: Tampén acetato de sodio 20mM, pH 7.2
B: Tampén acetato de sodio, 100mM, pH 7.2 : acetonitrilo : metanol 20:40:40 (v:v:v)

4.2.3 Determinacion de Nitrato por Cromatografia

El nitrato se analiz6 por cromatografia HPLC empleando una columna
Spherisorb S5 SAX (5um, 250 x 4.6mm) de Waters (Wexdord, Ireland). El extracto
carnico o patrones (20uL) se inyectaron en la columna y se eluyeron con acido
ortofosférico 7.5 mM, a un caudal de 0.8 mL/min y una temperatura de 35°C. La
deteccidén fue por ultravioleta a 215nm. Para la cuantificacién se elaboré una recta
de calibrado con 5 concentraciones por triplicado de disolucidon patrén de nitrato
potasico en el intervalo de concentraciones del ion nitrato comprendidas entre 0.06

y 0.3mM.
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4.2.4 Determinacion de Acido Lactico por Cromatografia

La determinacién de acido lactico se realizé utilizando una columna Rezex
ROA-Organic Acid H+*(300 x 7.8 mm y 8 um de tamafo de particula) de Phenomenex
(Torrance, CA, USA) que combina el intercambio idnico con la cromatografia de
filtracion (separacidon por tamafio). Los patrones y los extractos de los embutidos
(20 pl) fueron inyectados en dicha columna y se eluyeron con acido sulfarico 0.009
N, a un caudal de 0.7 mL/min y una temperatura de 50 °C. La deteccién fue por
ultravioleta a 210nm. Para la cuantificacion se elabor6 una recta de calibrado con 5
concentraciones por triplicado en el intervalo de concentraciones de acido L-lactico
comprendidas entre 15y 100mM.

Las fases mdviles utilizadas en cada una de las técnicas cromatograficas se filtraron

a vacio a través de un filtro membrana de nylon de 0.45um de tamaiio de poro.

4.2.5 Determinacion de Lisina con el Sensor Enzimatico

La medida amperométrica de la lisina se llev6 a cabo con el oximetro descrito
en el apartado 4.1.3.1 y con la enzima lisina-a-oxidasa, libre e inmovilizada lo que
denominaremos respectivamente, sistema enzimatico con la enzima libre, o sistema
enzimatico con la enzima inmovilizada.

La calibracion inicial del oximetro se consiguié dejando estabilizar la corriente de
entrada al controlador tras conectarlo a la fuente de electricidad durante 1 hora.
Sobre el electrodo de oxigeno, catodo de platino y 4nodo de plata, se colocé un papel
Whatman 1 (1.5 cm2 con un hueco de 2 mm de didmetro en el centro) humedecido
con cloruro de potasio 3M a fin de conseguir un puente eléctrico entre catodo y
anodo y con ello, cerrar el circuito. Sobre éste se colocé una membrana de teflén (1.5
cm?) asegurando que esté bien centrada y que no queden burbujas de aire ocluidas.

En el caso de enzima inmovilizada adema3s, sobre la membrana de teflén se colocé la
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membrana con la enzima inmovilizada tal como se describe mas adelante. Ver figura
10.

Al sistema se le acoplé la cdmara de incubacién que, a su vez se conect6 a un bafio
de agua con recirculacion para el control de la temperatura de reacciéon (Figura 10).
Finalmente, el electrodo de oxigeno se conectd al controlador y el potencial de

polarizacidn se fijé a - 600 mV con respecto al electrodo de referencia de Ag/AgCl.

I
R

Membrana enzima
inmovilizada
ja—

O Membrana de Teflon
—

Membrana de papel

Catodo de platino

Anodo de plata

Figura 11. Esquema de montaje de las membranas en el sensor de oxigeno.

La sensibilidad del equipo se ajusté llenando la celda de reaccién con agua
bidestilada saturada con oxigeno (1 mL) en condiciones de agitacién hasta conseguir
una lectura del 100% de saturacidén. Asi, el potencial aplicado al oximetro,
especificamente al electrodo de platino (ciatodo), es un voltaje suficientemente
negativo respecto al electrodo de plata (dnodo) para que todo el oxigeno que haya
en la disolucién en la celda de reaccion, difunda a través de la membrana de teflon,
alcance el electrodo de platino y se reduzca (ecuaciones 7 y 8). Asi, la corriente
resultante que fluye entre los electrodos es proporcional a la presiéon parcial de

oxigeno en el sistema, relacion establecida por la Ley de difusiéon de Fick. El equipo
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recibe esta sefial, y la exhibe como porcentaje de saturaciéon y/o mg*L-1 de oxigeno

consumido).

4.2.5.1 Mecanismo de Actuacion de la Lisina-a.-Oxidasa sobre la
Lisina

Para este estudio se tomaron 1.5 mL de una disolucién patrén de lisina 1mM
(0.1mM en la disolucién de reaccién) o extracto de jamoén (1/50) y se inyectaron,
junto con 1.5 mL de la solucién enzimatica (10.2 U) y se llevaron a 15 mL con
tampén fosfato potasico 0.05M, pH 7.6 dejando reaccionar a 37 °C con agitacion
lenta. Durante la reaccién enzimatica se iban extrayendo alicuotas de 900 pL cada 40
s que se mezclaban con 100 pL de TCA (12.5 %) para detener la reaccién. Como
tiempo cero de la reacciéon se mezclaron en paralelo y en frio todos los reactivos y,
nada mas adicionar la enzima, se tom6 una alicuota que se mezclé con el TCA de
manera que no hubiera tiempo para la reaccion.

Los extractos neutralizados se centrifugaron en una microcentrifuga a 12,000 r.p.m.
durante 5 min a 4 °C y los sobrenadantes se analizaron por triplicado por
cromatografia en las condiciones descritas en el apartado 4.2.2. A partir de las
concentraciones de lisina, obtenidas en el cromatdgrafo para cada tiempo de

reaccion, se dibujaron las curvas de desaparicién de la lisina.

4.2.5.2 Actividad Especifica de la Lisina-a-Oxidasa

Para caracterizar la enzima utilizada en estos ensayos (ver apartado 4.1.2.a.),
se midio la actividad especifica (concentracién de actividad del enzima o cantidad de
enzima por mg de proteina, que cataliza la transformacién de un umol de sustrato
por minuto) siguiendo el protocolo "Enzymatic Assay of Lysine Oxidase” (Sigma-

Aldrich), basado en Kusakabe et al. (1980). En este ensayo, la lisina en presencia de
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la lisina-o-oxidasa y catalasa forma piperidina 2-carboxilasa, que haciéndolo
reaccionar con 3-metil-2-benzotialinona hidrazona (MBTH) forma un compuesto

que absorbe en el ultravioleta a 317nm.

4.2.5.3 Determinacion de Lisina con la Enzima Libre

La determinacidn de lisina utilizando el sensor en el modo de enzima libre se
realizé de la siguiente manera. La celda de reacciéon (termostatizada a 37 °C) se llen6
con 2,000 pL de la disolucién de reaccién (tampodn fosfato sédico 0.05M, pH 6.6)
agitando suavemente con una varilla magnética hasta que la sefial se estabilizé en el
monitor. Inmediatamente se inyectaron 250 pL del extracto carnico o del patrén de
lisina (en distintas concentraciones) manteniendo la agitacién unos 20 s mas.
Posteriormente se inyectaron 250 pL de la solucidn enzimatica (1.7 U de la enzima
disuelta en tampdn fosfato s6dico 0.05M pH 6.6) y se registré el consumo de oxigeno
durante la reaccién enzimdatica hasta que la sefial de respuesta se mantuvo
constante.

En estas condiciones se optimizaron diversos parametros de manejo del sensor,
como el voltaje aplicado sobre el catodo (Pt) y la concentracidn 6ptima de enzima. Se
determind el tiempo dptimo de respuesta en base a la zona lineal de la curva de
respuesta y se ensayaron diversas condiciones de reaccién: pHs, 5.6, 6, 6.6, 7.1y 7.6
y temperaturas, 27, 32, 37,39 y 42 °C.

La elaboracién de la recta de calibrado se hizo con concentraciones de lisina entre
0.2 y 1.5mM y la medida de la concentracién de lisina en las muestras se realiz6 con
el sensor y por andlisis cromatografico. El contenido de lisina en las muestras se
calculé a partir del consumo acumulado de oxigeno, obteniendo la velocidad de
reaccion (mg Oz/L *s'1) a los 20s y extrapoldndolo en la recta de calibrado.
Por ultimo se hicieron los ensayos de validacion; linealidad, repetibilidad y

estabilidad, que se describen en el apartado 4.2.8.
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4.2.5.3.1 Estudio de la Cinética Enzimatica

Para el estudio de la cinética enzimética utilizando el sensor con la enzima
libre se inyectaron 250 pL de una disolucién patrén de lisina (entre 0.2 y 9mM en el
medio de reaccion final) con 2,000 pL del tampoén fosfato sédico 0.05M pH 6.6 junto
con 250 pL de la solucién enzimatica (1.7 U) dejando reaccionar a 37 °C.

A partir de las curvas de consumo de oxigeno con el tiempo (mg 02 /L*s-1, velocidad
de reaccién), obtenidas tras la inyeccién de patrones de lisina, se determiné la
velocidad de reaccidn en funciéon de la concentraciéon de sustrato y utilizando la

ecuacion de Hanes-Woolf se obtuvo el valor de la Km.

4.2.5.4 Determinacion de Lisina con la Enzima Inmovilizada

Para trabajar en el sistema con la enzima inmovilizada, hubo que optimizar
previamente, el procedimiento de inmovilizacién.
La inmovilizacién de la enzima lisina-a-oxidasa se desarrollé en base a lo descrito
por Hernandez-Cazares et al. (2010), con algunos cambios. La membrana de lisina-
a-oxidasa se prepar6é por entrecruzamiento o cross-linking de la enzima con
glutaraldehido y su posterior unién covalente con la membrana preactivada
Immunodyne ABC. Para ello se mezclé 50 pL de una disolucién que contenia 15 pL
de la solucién enzimatica (0.102 U), 29 pL del tampon fosfato sédico (0.05M, pH 7.6)
y 6 uL de una disolucién de glutaraldehido al 50 %, y se deposit6 gota a gota sobre la
membrana Immunodyne ABC preactivada (1 cm2). Se dejé secar durante 1 hora tras
lo cual, se afiadié sobre la enzima inmovilizada, 5 puL. de acetato de celulosa al 2 %
(en acetona) como lamina de proteccién. Finalmente, la membrana se dejé secar al
aire (5 min) para evaporar el disolvente y se almacené en el tampon fosfato sédico

50mM pH 7.6, a 4 °C hasta su utilizacion.
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Para realizar los analisis, la membrana con la enzima inmovilizada se colocé sobre la
membrana de teflén como se describi6é en el apartado 4.2.5 (Figura 11). Sobre la
membrana se inyectaron 1,800 uL del tampoén fosfato pH de 7.6, y se dejo estabilizar
el sistema manteniéndolo en agitacidon suave durante 20 s tras lo cual se inyect6 200
uL del extracto (previa diluciéon adecuada para que la sefial quede dentro de la recta
de calibracién) o patrén de lisina (o cualquiera de los otros aminoacidos) en
diferentes concentraciones. Después de cada inyeccién se sustituy6 la membrana y
se lavd el sistema con el tampdn fosfato.

Se determind el tiempo dptimo de respuesta en base a la zona lineal de la curva de
respuesta y se determinaron de nuevo el pH y temperatura 6ptimos. Se ensayaron
los valores de pH 5.6, 6.6, 7.6 y 8.6 mientras que las temperaturas fueron 25, 27, 30,
37y 43 °C.

La elaboracién de la recta de calibrado se hizo con concentraciones de lisina entre
0.01 y 0.25mM y la medida de la concentracién de lisina en las muestras se realizé
con el sensor y por analisis cromatografico. El contenido de lisina en las muestras se
calculé a partir del consumo acumulado de oxigeno, obteniendo la velocidad de

reaccion (mg Oz/L *s-1) alos 5 s, y extrapolandolo en la recta de calibrado.

4.2.5.4.1 Estudio de la Especificidad de la Enzima Lisina-o - oxidasa

El estudio de la selectividad de la lisina-a-oxidasa hacia la lisina se realiz6 en
el sistema inmovilizado inyectando diversas disoluciones con una concentracidn fija
de 0.01 mg/mL de una serie de aminoacidos, cominmente presentes en los
productos carnicos curados (Phe, His, Arg, Orn, lle, y Tyr) y que se han descrito
como posibles interferentes de la reacciéon (Kelly et al., 2000; Gokdogan Sahin et al.,

2013), y comparando la respuesta del sensor con la de la lisina.
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4.2.5.4.2 Estudio de la Cinética con la Enzima Inmovilizada

Para el estudio de la cinética enzimatica utilizando el sensor con la enzima
inmovilizada se inyectaron sobre la membrana 1,800 uL del tampdn fosfato (pH 7.6
y 37 °C) y se dej6 estabilizar el sistema manteniéndolo en agitacion 20 s tras lo cual,
se inyectaron 200 pL del patrén de lisina (concentraciones entre 0.01 y 15mM en el
medio de reaccidn final) y se registré el cambio del consumo de oxigeno hasta que la
sefial de respuesta se mantuvo constante. Después de cada inyeccidén se sustituy6 la
membrana, lavando el sistema con el tampdn fosfato.

A partir de las curvas de consumo de oxigeno con el tiempo (mg 02 /L*s-1, velocidad
de reaccién), obtenidas tras la inyeccién de patrones de lisina, se determiné la
velocidad de reacciéon en funcién de la concentracion de sustrato, y el valor de la Km,
utilizando la ecuacién de Hanes-Woolf. El tiempo de medida en este sistema, en

funcién de la zona recta de respuesta, se fijo en 5 s.

4.2.6 Determinacion de Nitrato con el Sensor Enzimatico

La preparacion y estabilizacion del sensor para la determinacién de nitrato fue
la misma que la que se empled para determinar la lisina, pero en este caso, la enzima
fue la nitrato reductasa y la sefial que se utilizé tras la reacciéon enzimatica fue la
variacién de potencial eléctrico (mV) que se origina tras la reduccién del i6n nitrato
a ién nitrito en presencia de la enzima. La reaccién catalizada por la nitrato
reductasa supone la movilizaciéon de dos electrones (Conrado Moreno et al,, 1999),

produciéndose la siguiente reaccion:

Nitrato reductasa
NOs + 2e- +2H+ > NOy + H20 (12)
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4.2.6.1 Actividad Especifica de la Nitrato Reductasa

Para determinar la actividad de la nitrato reductasa comercial (ver apartado
4.1.2.b.) se utiliza un ensayo colorimétrico descrito en el protocolo “Enzymatic Assay
of Nitrate Reductase” (Sigma-Aldrich) y que esta basado en los trabajos de Smarrelli
y Campbell (1983). En este ensayo, el nitrato en presencia de NADH y de la enzima
nitrato reductasa, se reduce a nitrito que reacciona con sulfanilamida y la

naftiletilendiamina dando un complejo coloreado que se midi6 a 540nm.

4.2.6.2 Determinacion de Nitrato con la Enzima Libre

La celda de reaccidn, termostatizada a 20 °C, se llen6 con 2,000 pL del tampén
de reaccion (MOPS 100mM, pH 7.1) y se agité suavemente con una varilla magnética
hasta que la sefal se estabilizé en el monitor. Inmediatamente se inyectaron 250 pL
del extracto carnico o del patrén de nitrato manteniendo la agitaciéon unos 20 s mas.
Posteriormente se inyectaron 250 pL de la solucién enzimatica (0.64 U de la enzima
disuelta en tampon fosfato potasico 0.1M, pH 7.5) y se registré la variacién del
potencial (AmV) hasta que éste se mantuvo constante (fin de la reaccidén).

En este caso también se optimizaron diversos parametros de manejo del sensor
como son la concentracién de enzima, tiempo de respuesta, pH y temperatura. Los
valores de pH ensayados fueron 6.6, 6.8, 7.1, 7.3 y 7.6, mientras que la temperaturas
de ensayo fueron 14, 17, 20, 23, 27 y 33 °C. También se hicieron ensayos de
validacioén; linealidad, repetibilidad y estabilidad que se describen en el apartado
4.2.8.

La elaboracidén de la recta de calibrado se hizo con concentraciones de nitrato
comprendidas entre 0.1 y 0.01mM y la medida de la concentracién de nitrato en las

muestras se realiz6 con el sensor y por analisis cromatografico.
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4.2.6.2.1 Mecanismo de Actuacion de la Nitrato Reductasa sobre el
Nitrato

El estudio de la actuacion de la nitrato reductasa sobre el nitrato se hizo como
en el caso de la lisina (4.2.5.1), pero con el correspondiente patrén de nitrato 0.1mM
(0.01mM en la disolucién de reaccién) como sustrato. La enzima nitrato reductasa
tenia 3.85 U. El pH y temperatura de reaccién fueron 7.1 (100mM MOPS) y 20 °C.

Las alicuotas neutralizadas y centrifugadas se analizaron por triplicado por
cromatografia en las condiciones descritas en el apartado 4.2.3. A partir de las
concentraciones de nitrato medidas en el cromatografo para cada tiempo de

reaccion, se dibujaron las curvas de desaparicién del nitrato.

4.2.6.2.2 Estudio de la Cinética Enzimatica

Para el estudio de la cinética enzimatica utilizando el sensor con la enzima
libre se inyectaron 250 pL de una disolucién patrén de nitrato (entre 0.01 y 1mM en
el medio de reaccién final) con 2,000 pL del tampén MOPS 100mM, pH 7.1, junto
con 250 pL de la solucidn enzimatica (0.64 U) dejando reaccionar a 20 °C.

La reduccién del nitrato a nitrito bajo estas condiciones se traduce en un cambio de
sefial, cambio de potencial (mV). Las variaciones de sefial tras la inyecciéon de
patrones de nitrato, se utilizaron para determinar la velocidad de reacciéon (mV/s1)
a cada concentracion de nitrato, y el valor de la Km, utilizando la ecuaciéon de Hanes-
Woolf. El tiempo de medida en este sistema, en funcién de la zona recta de

respuesta, se fijé en 10 s.
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4.2.6.3 Determinacion de Nitrato con la Enzima Inmovilizada

El procedimiento en la inmovilizacién de la enzima nitrato reductasa se
desarrolld de igual forma que en el caso de la lisina-a- oxidasa (apartado 4.2.5.4.)
con alguna diferencia. En este caso se tomaron 8 pL de la disolucion de
glutaraldehido (50 %), 27 puL de MOPS (100mM, pH 7.1) y 15 pL de la solucién
enzimatica (0.038 U) y se depositaron gota a gota en la membrana Immunodyne
ABC preactivada (1 cm2). Se dejo6 secar durante 1 hora tras lo cual, se anadié sobre la
enzima inmovilizada, 5 pL de acetato de celulosa al 2 % (en acetona) como ldmina de
proteccién. Finalmente, la membrana se dej6 secar al aire (5 min) para evaporar el
disolvente y se almacen6 a 4 °C en tampén MOPS 100mM, pH 7.1, hasta su
utilizacidn.

Para realizar los analisis, la membrana se colocé en el sistema (ver Figura 10) y se
aplicé un voltaje de -600 mV y tras su estabilizacién a 20 °C, se inyect6 la muestra.
Después de cada inyeccion se lavé la membrana con el tampén MOPS.

Empleando este sistema (enzima inmovilizado) se obtuvo el tiempo 6ptimo de
respuesta 10 s, en base a la zona lineal de la curva de respuesta y se determinaron
los valores de pH y temperatura 6ptimos. Los valores de pH ensayados fueron 4.1,
5.1, 6.1, 6.5 y las temperaturas 18, 20, 22, 25 °C.

La elaboracidon de la recta de calibrado se hizo con concentraciones de nitrato entre
0.01 y 0.07 mM, y la medida de la concentracién de nitrato en las muestras se realiz6

con el sensor y por andlisis cromatografico.

4.2.6.3.1 Estudio de la Cinética con la Enzima Inmovilizada

Para el estudio de la cinética enzimatica utilizando el sensor con la enzima
inmovilizada se inyect6 sobre la membrana 1,800 pL del tampén MOPS 100mM, pH

7.1 y se dej6 estabilizar el sistema manteniéndolo en agitaciéon 10 s, tras lo cual se
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inyectaron 200 pL del patrén de nitrato (en un rango de una disolucién entre 0.01 y
4mM en el medio de reaccion final). Después de cada inyeccion se sustituyé la
membrana, lavando el sistema con el MOPS y se registrd el cambio en el potencial de
la corriente eléctrica hasta que la sefal de respuesta se mantuvo constante.

A partir de las curvas de variacién de potencial obtenidas tras la inyeccién de
patrones de nitrato, se determind la velocidad de reaccién en funcién de la
concentraciéon de sustrato y utilizando la ecuaciéon de Hanes-Woolf se obtuvo el

valor de Km.

4.2.7 Determinacion de Acido Lactico con el Sensor
Enzimatico

La preparaciéon y estabilizaciéon del sensor para la determinaciéon de acido
lactico fue la misma que la que se emple6 para determinar la lisina, pero en este
caso, la enzima que se utilizé fue la lactato oxidasa. El principio de operacién es el
mismo, y asi tras la adiciéon de la muestra al reactor que contenia la enzima y el
tampén, se produce la reacciéon y consiguiente cambio en la presion parcial de
oxigeno que se exhibe como oxigeno consumido (mg/L). La reaccion involucrada es
la siguiente:

Lactato oxidasa
Lactato + O > Piruvato + H0> (13)

4.2.7.1 Actividad Especifica de la Lactato Oxidasa

Para determinar la actividad de la lactato oxidasa comercial (ver apartado
4.1.2.c.) se utiliza un ensayo colorimétrico descrito en el protocolo “Enzymatic Assay
of Lactate Oxidase” (Sigma-Aldrich) basado en el método de Lockridge et al. (1972).
En este ensayo, el lactato en presencia de la enzima lactato oxidasa, se oxida dando

piruvato y agua oxigenada. Esta ultima se hace reaccionar con antipirina y
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dimetilanilina en presencia de peroxidasa, dando un compuesto coloreado que se

midié a 565nm.

4.2.7.2 Determinacion de Acido Lactico con la Enzima Libre

La celda de reaccion (termostatizada a 31 °C) se llend con 800 pL de la
disolucién de reaccion (fosfato de potasio 0.1M, pH 7.0) agitando suavemente con
una varilla magnética hasta que la sefial se estabilizé en el monitor. Inmediatamente
se inyectaron 100 pL del extracto carnico o del patrén de 4cido lactico, y 100 pL de
la solucién enzimatica (1.01 U) registrandose el consumo de oxigeno durante la
reaccién enzimatica.

En este caso también se optimizaron diversos parametros de manejo del sensor, la
concentracion de enzima, tiempo de respuesta, pH y temperatura. Los valores de pH
ensayados fueron 6.5, 6.7, 7, 7.5, 8 y 8.5, las temperaturas de 20, 23, 25, 31, 34y 37
°C, y se hicieron ensayos de validacion; linealidad, repetibilidad y estabilidad que se
describen en el apartado 4.2.8.

La elaboracién de la recta de calibrado se hizo con concentraciones de lactato entre
0.03 y 0.3mM (expresado en acido lactico) y la medida de la concentracién de acido

lactico en las muestras se realizé con el sensor y mediante analisis cromatografico.

4.2.7.2.1 Mecanismo de Actuacion de la Lactato Oxidasa sobre el Acido
Lactico

El estudio de la actuacion de la lactato oxidasa sobre el acido lactico se hizo
como en el caso de la lisina (4.2.5.1), pero en este caso se utiliz6 patrén de acido
lactico 0.1mM (0.01mM en la disolucién de reacciéon) como sustrato y 15.15 U de la

enzima (4.1.2c).
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Las alicuotas neutralizadas y centrifugadas se analizaron por triplicado por
cromatografia en las condiciones descritas en el apartado 4.2.4. A partir de las
concentraciones de acido lactico medidas en el cromatégrafo para cada tiempo de

reaccion, se dibujaron las curvas de desaparicién del acido lactico.

4.2.7.2.2 Estudio de la Cinética Enzimatica

Para el estudio de la cinética enzimatica utilizando el sensor con la enzima
libre se inyectaron 100 pL de una disolucién patron de lactato (entre 0.02 y 11mM
en el medio de reaccidon final) con 800 pL del tampén fosfato potasico 0.1M, pH 7,
junto con 100 pL de la solucién enzimatica (1.01 U) dejando reaccionar a 31 °C.

A partir de las curvas de consumo de oxigeno con el tiempo (mg 0. /L*s-1, velocidad
de reaccion), obtenidas tras la inyeccién de patrones de lactato, se determiné la
concentracion de sustrato y utilizando la ecuaciéon de Hanes-Woolf se determino el

valor de la Km.

4.2.8 Ensayos de Validacion de los Sensores

Los ensayos de validacion que se realizaron fueron los siguientes:

a. Linealidad. La linealidad en ambos sistemas enzimaticos (libre e inmovilizado) se
evalud para cada sensor enzimatico en base al andlisis por triplicado de series de
concentraciones de lisina, nitrato y acido lactico, respectivamente. Se seleccion6 el
rango lineal y se obtuvieron las rectas de ajuste (recta de calibrado) para cada
sistema por el método de minimos cuadrados.

b. Repetibilidad.- La medida de la repetibilidad de cada sistema enzimatico se
determind por inyeccidn repetida (n=25) de una misma concentracién de un patrén
de lisina, nitrato o acido lactico y de muestras de jamoén curado para la lisina, jamén

post salado para el nitrato y salchichén para el acido lactico. Los anadlisis se
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realizaron en el mismo dia, con el mismo equipo y bajo las mismas condiciones de
operacion en ambos sensores (enzima libre o inmovilizado). La medida de la
repetibilidad se calcul6 obteniendo el coeficiente de variacion (%).

c. Estabilidad.- La estabilidad de las respectivas enzimas durante el almacenamiento
en refrigeracion (4 °C) se evalu6 tanto en forma soluble en tubos tipo eppendorf
como inmovilizada en la membrana. Para la enzima libre, se analizaba cada semana
por triplicado, una solucién de lisina, nitrato o acido lactico, y se ensayaba la
actividad de la enzima respectiva al objeto de determinar su estabilidad.

En el sistema con la enzima inmovilizada se evalué la estabilidad operacional de las
membranas mantenidas a diferentes temperaturas. Se realizaron inyecciones
semanales de patrén de lisina y nitrato en el sensor con la respectiva enzima
inmovilizada, por triplicado, tomando una membrana cada vez y se ensayd su
actividad al objeto de determinar su estabilidad a cada una de las temperaturas de

almacenamiento ensayadas.

4.2.9 Analisis Estadistico de Resultados

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante el
paquete Statgraphics Plus (v 5.1) bajo el procedimiento ANOVA. En el caso en que el
efecto de las interacciones fueran significativas, las medias fueron comparadas
utilizando el método de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD) (p <0.05 o
p<0.001). Previamente, se verificé la normalidad de la distribucién de los datos y la
homogeneidad de las varianzas. Para correlacionar y validar los valores de lisina,
nitrato y acido lactico obtenidos en los diferentes sistemas enzimaticos respecto a

aquellos obtenidos mediante HPLC se realizé un analisis de correlacion lineal
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

La necesidad de desarrollar nuevos métodos, mas rapidos y econémicos, que
resulten, mas eficientes para el andlisis y control de la calidad de los productos
carnicos entra dentro del drea de innovacidén en este sector industrial. Se ha
comentado que las caracteristicas principales de los sensores enzimaticos son su
especificidad, sensibilidad, su corto tiempo de analisis, su capacidad de portabilidad
y, por tanto, facilidad de uso, asi como la capacidad de trabajar en tiempo real
(Dzyadevych, et al., 2008).

En el presente trabajo se han desarrollado tres sensores enzimaticos, con una
metodologia sencilla de funcionamiento para su aplicacién en la deteccién de
marcadores de calidad en jamén curado y embutidos fermentados. En particular se
ha puesto a punto para la determinacién de lisina, nitrato y acido lactico, para el
analisis de indicadores de maduracion y/o higiene. Como punto de partida se tiene
que considerar la eleccién de la enzima. Las enzimas mas utilizadas son las 6xido-
reductasas por su rapida accion sobre el sustrato. Asi, cuando la enzima actua sobre
el sustrato, se detecta una variacion en la corriente eléctrica debido a la corriente de
electrones que se genera y que se relaciona con la concentracion de dicho sustrato.
La especificidad del sistema la confiere la enzima, mientras que la sensibilidad la
otorga el sistema de transduccién y la técnica electroquimica empleada, pudiendo
influir también estas ultimas en la selectividad. En este sentido se han elegido la
lisina-a-oxidasa, nitrato reductasa, y la lactato oxidasa para la determinacién de
lisina, nitrato y acido lactico, respectivamente. Para obtener la mayor eficacia es
necesario optimizar diferentes parametros de uso para cada una de estas enzimas
como son el pH, la temperatura, concentraciéon de enzima y forma de inmovilizacién,
entre otros. Se ha examinado el comportamiento electroquimico del sensor
operando con la enzima libre en solucién o inmovilizada en un soporte (membrana).

Se ha realizado una validacién mediante el estudio de la linealidad y repetibilidad, se
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ha estudiado la estabilidad asi como la correlacién de los resultados obtenidos con
un método cromatografico de referencia, y por ultimo se han aplicado los sensores
optimizados al estudio de muestras reales de jamén curado, y salchich6n para

comprobar su aplicabilidad.

5.1 Sensor Enzimatico para el Analisis de Lisina

La construccion del sensor enzimatico para lisina se desarrollé de acuerdo a lo
descrito en el apartado 4.2.5 y los analisis de acuerdo al apartado 4.2.5.3 empleando
un sensor amperomeétrico.

Uno de los problemas que se puede plantear en los sensores amperométricos son las
interferencias debidas a la presencia en la muestra de compuestos como el acido
ascorbico o el glutation, que son facilmente oxidables a potenciales positivos. Es por
ello, que si se fija un potencial eléctrico altamente negativo como -600mV se pueden
evitar este tipo de interferencias. También el uso de la membrana de tefldn evita que
lleguen a los electrodos, moléculas mayores, electroactivas (proteinas y péptidos
con cisteina, etc) que pueden interferir en la senal eléctrica. De esta manera, se
incrementa la selectividad del sensor (Falck, 1997; Dzyadevych et al., 2008).

Una vez que un patrén de lisina o un extracto carnico, es inyectado en la celda de
reaccion en presencia de la enzima lisina-a-oxidasa se produce la oxidacién de la
lisina y el oxigeno se consume, formandose acido aminocaproico, amoniaco y
peroxido de hidrogeno (ecuacidn 11). La corriente resultante de la reduccion del
oxigeno sobre el electrodo de Pt (catodo) es proporcional a la cantidad de oxigeno
consumido (presion parcial de oxigeno) que le llega, y que dependerd de la
concentracion de lisina de la muestra.

En la figura 12 se representa la acumulacién de oxigeno consumido (mg 02/L) en
funcidn del tiempo de reaccidén durante la oxidaciéon de un patréon de lisina 10 mM

(1 mM en el medio de reaccién) en un sistema con la enzima libre en solucién. En la
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curva de evolucion se puede observar un primer tramo lineal, tGtil desde el punto de
vista analitico ya que su pendiente se corresponde con la velocidad de reaccién
(mg/L de 02 * s'1) a esa concentracion de sustrato y, a medida que avanza la reacciéon
la curva se va haciendo asintética, ya que se va agotando el contenido de lisina y, por

lo tanto, disminuye la velocidad de reaccion.
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Figura 12. Respuesta del sensor enzimatico representada como oxigeno consumido en

funcién del tiempo de reaccién en presencia de lisina 1.0mM y 1.7 U de lisina-a- oxidasa, en
tampdn fosfato sédico (50mM, pH 7.6) a 37 °C.
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5.1.1 Mecanismo de Actuacion de la Lisina-a-Oxidasa

El estudio de la oxidacién de la lisina por la lisina-a-oxidasa se realiz6 seglin

el apartado 4.2.5.1. Se sometid la lisina a la acciéon de la lisina-a-oxidasa en las
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Figura 13. Estudio de la desaparicidn de lisina en presencia de lisina-a-oxidasa,
utilizando HPLC para la medida de la lisina.

condiciones de pH (7.6) y temperatura (37 °C) obtenidas de la bibliografia
(Gokdogan Sahin et al., 2013) y midiendo por HPLC (apartado 4.2.2) el avance de la
reaccion con el tiempo. La desaparicion de lisina se muestra en la figura 13. La
oxidacién de la lisina ocurrié de forma gradual y fue total a los 600 segundos.

En otro ensayo se evalué el comportamiento de la enzima lisina-a-oxidasa, sobre un
extracto de jamon curado para caracterizar el comportamiento sobre una muestra

real. Se pudo observar una tendencia similar de actuacién, ya que el
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Figura 14. Desaparicidn de lisina en un extracto de jamoén curado, en presencia de lisina-a-
oxidasa a 37 °C y medida por HPLC.

sustrato se agot6 de forma gradual hasta su desaparicién total también a los 600

segundos (Figura 14).

5.1.2 Sistema Enzimatico con la Enzima Libre

El sistema libre indica el estado de la enzima en solucién. Se procedi6 a la
optimizaciéon de las condiciones como cantidad de enzima, pH, temperatura, y
tiempo de respuesta, entre otros se realizo en el sistema con la enzima libre.

Tras la determinacién de la actividad especifica de la enzima comercial (apartado
4.2.5.2),se determin6é la cantidad de enzima a utilizar adicionando diferentes
concentraciones de enzima hasta obtener una respuesta detectable y reproducible,
manteniendo constante la concentracion de sustrato (lisina). Result6 ser de 1.7 U a

37 °C (no se muestran los resultados).
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El pH 6ptimo del medio de reaccion se evalto en el intervalo 5.6-7.6 y los resultados
se muestran en la figura 15. La maxima velocidad de reaccién se obtuvo a pH 6.6,
disminuyendo mucho a valores menores de pH no siendo tan importante el
descenso de actividad a valores de pH superiores a 6.6.

La dependencia del pH se presenta en general en todas las enzimas y se debe a que
afecta al nivel de protonacion, lo que alteraria la velocidad de formacién o rotura del
complejo enzima-sustrato (Nakatani et al,, 2005).

La temperatura 6ptima de reaccion se evaliio ensayando diferentes temperaturas
(27, 32, 37, 39, y 42 °C) al pH 6ptimo (6.6) y observando la velocidad enzimatica
para una concentracion 1mM de lisina. Los resultados (Figura 16), reflejan que
conforme se aumenta la temperatura, aumenta la velocidad de reaccidn alcanzando
un maximo a 37 °C, sobre esta temperatura, la estabilidad del enzima disminuye y,

por tanto, se ve reducida su actividad (Karube et al., 1984).

0.00014
0.00012

0.0001
0.00008
0.00006
0.00004

0.00002

Velocidad de reaccion (mg0,/L* s?)

5 5.5 6 6.5 7 7.5 8
pH
Figura 15. Efecto del pH sobre la velocidad de reacciéon de la enzima lisina-a-oxidasa

determinado en el sensor enzimatico con la enzima libre (1.7 U). Patrén de lisina 1mM, en
tampdn fosfato sédico 50mM a 37 °C.
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La actividad de la enzima a diferentes temperaturas se estudié también, analizando
la lisina por HPLC, a diferentes tiempos de reaccién, y con diferentes temperaturas
(10, 20, 30, y 37 °C), como se hizo en el apartado 5.1.1 pero con las condiciones de
pH y concentracién de enzima optimizadas. Los resultados se muestran en la figura
17. Se observa que a temperaturas altas la velocidad de reaccion es mayor. Asi, a 37
°C la oxidacidn total de la lisina se produjo en 40 segundos, respecto a los 100 s a 10
°C. Confirmando asi la conveniencia de seleccionar los 37°C como temperatura

6ptima de reaccion.
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0.00012

0.0001
0.00008
0.00006
0.00004

0.00002

Velocidad enzimatica (mg O,/L* s?)

20 25 30 35 40
Temperatura (°C)

Figura 16. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reacciéon de la enzima lisina-a-
oxidasa determinado con el sensor enzimatico con la enzima libre (1.7 U). Patrdn lisina 1mM
en tampo6n fosfato sédico a pH 6.6, lisina-a-oxidasa a diferentes temperaturas.

También se obtuvo la recta de calibrado por inyeccidon de series de patrones de
lisina por triplicado, y se fij6 el tiempo de respuesta para los analisis. Ambos ensayos

se muestran en el apartado de validacion cuando se hable de linealidad del
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Figura 17. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccién de la enzima lisina-a
oxidasa libre. La concentracién de lisina se determiné por HPLC.

sensor (5.1.2.2 a).

5.1.2.1 Estudio de la Cinética Enzimatica

El estudio de la cinética enzimatica se realizd como se describe en el apartado
4.2.5.3.1. En las condiciones fijadas se obtuvo el valor de la constante de Michaelis
Menten (Km) utilizando la ecuacién de Hanes-Woolf (ecuacién 6). Para el sistema

libre el valor K, fue de 2.14 mM (Figura 18).

5.1.2.2 Ensayos de Validacion

Se realizaron los siguientes ensayos de validacion:
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Figura 18. Ecuacién de Hanes-Woolf para la obtencién de la Km, con la enzima lisina oxidasa
libre. [S]/v=1/Vmax*[S]+Km/Vmax, donde S: concentracién de sustrato; v: velocidad de
reaccion.

a) Linealidad: Fijando las condiciones optimizadas previamente, se obtuvieron las
curvas de respuesta a distintas concentraciones de lisina, y a partir de ellas se
seleccion el tiempo 6ptimo de respuesta en base a la zona lineal de dichas curvas y
se determinaron las pendientes respectivas, velocidad de reaccién, para cada
concentracion de lisina, por triplicado. La representacion grafica de las pendientes
frente a la respectiva concentracidon de lisina permite obtener, por el método de
minimos cuadrados, la recta de calibracién y la determinaciéon del rango lineal del
sensor. El tiempo de respuesta se fijo en 20 s y el rango lineal fue de 0.2 a 1.5mM de
lisina.

La recta obtenida fue muy reproducible como puede apreciarse en la figura 19.

La sensibilidad de deteccion del sensor enzimadtico ante concentraciones elevadas
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Figura 19. Recta de calibrado de lisina en el sensor enzimatico con la enzima libre. Las
barras de error indican la desviacidn estandar de la medida de tres repeticiones.

de lisina puede verse afectado por la propia concentracién de lisina, inhibiendo la
enzima por exceso de sustrato o producto formado (NHz; H202) o bien porla
limitacidon de oxigeno en el medio. Asi, lecturas superiores a 0.074 mg/L de oxigeno
consumido o velocidades de reaccion mayores de 0.0002 mg0O,/L*s1 sugieren un
exceso de lisina y la muestra carnica debera ser diluida para adecuarse al intervalo
lineal de deteccién.

b) Repetibilidad.- Se determiné la actividad de forma repetida (25 inyecciones)
usando como sustrato tanto el patrén de lisina 1mM y un extracto de jamén curado
de 10 meses. Los valores de los coeficientes de variaciéon obtenidos con cada tipo de

sustrato se muestran en la tabla 6.
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Figura 20. Estabilidad de la lisina-a-oxidasa en solucién. Almacenada en refrigeracion (4 °C).
Las barras de error indican la desviacidn estandar de 3 repeticiones.

c) La estabilidad de la solucién enzimatica de lisina-a-oxidasa durante el
almacenamiento a 4 °C fue buena durante un periodo de hasta 4 semanas como
demostrd el hecho de que no hubo diferencias significativas (p<0.05) en el analisis

de una misma concentracién de lisina (1mM) durante este periodo de tiempo, como

se refleja en la figura 20.

5.1.3 Sistema Enzimatico con la Enzima Inmovilizada

La principal desventaja de trabajar con los enzimas libres en solucién es que
suponen un gasto alto de enzima ya que ésta no se puede re-utilizar y ademas se
emplea en una cantidad relativamente alta. La inmovilizacién de la enzima sobre un
soporte se desarrolld con la intenciéon de mejorar el rendimiento de los sensores

enzimaticos a base de aumentar la estabilidad, eficiencia y rendimiento.
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El proceso de inmovilizaciéon tendra asi, como objetivo, fijar una cantidad
determinada de la enzima sobre un soporte, (generalmente membranas de nylon, y
polimeros disefiados para este fin), manteniendo su actividad de forma déptima. El
proceso de inmovilizacién es pues decisivo. En el apartado 1.3.2.1 se describen los
métodos de inmovilizacién de los enzimas mas utilizados, de los que cabe destacar el
método de entrecruzamiento con glutaraldehido y enlace covalente sobre un
soporte. El soporte seleccionado en esta tesis, fue ya utilizado con éxito en nuestro
laboratorio para la inmovilizacidn de las enzimas xantina oxidasa y diamino oxidasa
en una tesis anterior (Hérnandez-Cazares et al., 2010). Se trata de una membrana
Immunodyne ABC (Nylon 66, con un tamafio de poro de 0.45 pum) preactivada. Esta
membrana mejoro la retencién y estabilidad de la enzima mediante unién covalente
de ésta sobre su superficie.

El glutaraldehido se ha utilizado para insolubilizar las proteinas por
entrecruzamiento y, generalmente, el procedimiento requiere utilizar bajas
concentraciones de proteina (enzima) y exceso de reactivo (Payne, 1973). Sin
embargo, una concentracion de glutaraldehido excesivamente alta puede modificar
la estructura de la proteina afectando su actividad. El grado de entrecruzamiento y
la actividad de la enzima inmovilizada dependera de la relacion (ratio) entre enzima
y reactivo. La optimizacién de este ratio se consigue variando la cantidad de enzima
(Payne, 1973), o la concentracién de glutaraldehido (Saurina et al., 1998) para una
mejor respuesta. Se ensayaron diferentes concentraciones de glutaraldehido; desde
0.15 a 8 % y la mayor respuesta (cantidad de oxigeno consumido) tras el analisis de
lisina 0.1mM, se observé cuando se utilizaba el 6 % de glutaraldehido para una
misma cantidad de lisina-a-oxidasa (0.1 U). Los resultados se muestran en la figura
21. La escasa actividad observada a menores porcentajes de glutaraldehido (0.15
%) se puede deber a que se retiene poca enzima por el escaso grado de

entrecruzamiento mientras que a mayores concentraciones de glutaraldehido
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Figura 21. Estudio de la respuesta de la lisina-a-oxidasa inmovilizada en funcién de las
diferentes concentraciones de glutaraldehido. Se utilizé 0.1 U de actividad enzimatica y 0.1
mM de lisina.

(8 %), la polimerizaciéon de la enzima ocurre muy rapido produciéndose
irregularidades sobre la membrana que podrian impedir la interaccién del sustrato
con el centro activo de la enzima o la difusion del oxigeno hacia el electrodo de
platino (Pt), disminuyendo asi la sensibilidad de deteccién. (Karimi Shervedani et al.,
2009).

La cantidad de enzima utilizada en el proceso de inmovilizacién se optimizé
utilizando 5, 7, 15, y 20 uL de la solucién enzimatica preparada en el apartado 4.1.2a
que contenian 0.034, 0.047, 0.102 y 0.136 U respectivamente, y una concentracion
de glutaraldehido del 6 % y la concentracién de sustrato de 0.1mM de lisina. La

actividad Optima se observd cuando se tomaban 15ul (0.102U) de la
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Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la lisina-a- oxidasa, en el sistema
inmovilizado.

solucion enzimatica.

También se determiné la temperatura éptima que fue de 37 °C como en el sistema
con la enzima libre (Figura 22). El pH se evaltio en un intervalo de 5.6-8.6 frente a la
velocidad catalitica de la enzima, observandose que el pH 6ptimo fue 7.6 (Figura

23) que aunque diferia respecto al de la enzima libre, era muy cercano al pH 7.5
que es el se indicaba con mayor frecuencia en la bibliografia ( Guerrieri et al., 2007;
Chauhan et al 2013). Como resultado de este estudio, la disolucién de reaccién a pH

7.6 se utiliz6 para las siguientes experiencias, con el sistema inmovilizado.

5.1.3.1 Estudio de la Cinética con la Enzima Inmovilizada

El estudio de la cinética enzimatica con la enzima inmovilizada se desarrolld

segin el apartado 4.2.5.4.2 y bajo estas condiciones la especificidad de la enzima
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Figura 23. Efecto del pH sobre la actividad de la lisina a-oxidasa, en el sistema
inmovilizado.

inmovilizada mejoraba en relacion a la enzima libre con una constante aparente (Km
app) de 0.36mM. Este valor indica una buena afinidad de la enzima por el
sustrato, mejor que con la enzima libre y, por tanto, condiciones de operacién fiables
con la enzima inmovilizada. Lo habitual es encontrar valores de K, para la enzima
libre menores que en el inmovilizado debido a que el proceso de inmovilizacion
puede disminuir la actividad de la enzima. Sin embargo una tendencia similar fue
reportada por Vrbova y Marek (1992), quienes obtuvieron una Ky app de 1.33mM
para el sistema inmovilizado sobre el mismo soporte de nylon, mientras que la Km
para la lisina a-oxidasa libre fue de 3.0mM.

Para el calculo de la Kn aparente se utilizé la ecuaciéon de Hanes-Woolf ecuaciéon

representada en la figura 24.
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Figura 24. Representacion de Hanes-Woolf para la obtencién de la Kn, con la enzima lisina
oxidasa inmovilizada. [S]/v=1/Vmax * [S] +Kn/Vmax, donde S: concentracién de sustrato; v:
velocidad de reaccion.

5.1.3.2 Ensayos de Validacion

Se realizaron los siguientes ensayos de validacién:

a) Linealidad. El ensayo de linealidad se hizo en las condiciones optimizadas. La
recta de calibrado se obtuvo, a partir de las velocidades enzimaticas a distintas
concentracion de lisina, con un tiempo de respuesta dptimo a los 5 s. Se obtuvo un
intervalo lineal de 10 a 250uM lisina que fue mas amplio que con el sistema libre
(Figura 25), y en un rango de menores concentraciones de lisina, llegando a 10uM.

Este rango, implica una mayor operatividad (rango mas amplio) y sensibilidad

104



Resultados y Discusion

(limite inferior mucho menor) que en el sistema libre (Tabla 5), pero hay que tener
en cuenta que habra que diluir mucho mas la muestra, para no saturar la capacidad
de la enzima y para que la sefial entre en dicho intervalo.

b) Repetibilidad.- Se determiné la actividad de forma repetida (25 inyecciones con
25 membranas) usando como sustrato el patrén de lisina 0.1mM y un extracto de
jamon curado de 10 meses. Los valores de los coeficientes de variacién obtenidos

con cada tipo de sustrato se muestran en la tabla 5.
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Figura 25. Recta de calibrado utilizando el sensor enzimético con la enzima lisina oxidasa
inmovilizada. Las barras de error indican la desviacién estidndar de la medida de tres
membranas para cada punto.

c) Estabilidad.- Se evalu¢ la estabilidad de la membrana con la enzima inmovilizada

y almacenada a diferentes temperaturas 4, 10, 20, 30, y 37 °C, en tampdn fosfato a

pH 7.6.

Tabla 5. Resultados de validacién para el sensor de lisina con ambos sistemas, libre e
inmovilizado.
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Sensor Enzimatico

Parametro* Sistema con la enzima Sistema con la enzima
Libre Inmovilizada
Intervalo Lineal (uM) 200 - 1500 (R2=0.9913) 10-250 (R2=0.9946)

Repetibilidad, CV (%)

Patrén 8.81 7.7
Jamon curado (10m) 9.25 2.0
Mantiene la actividad La vida media fue 42
Estabilidad a 4°C inicial alos 28 dias dias.

Mantiene el 90% de la
actividad inicial a los 7
dias

Correlacion con la medida

por HPLC (R?) 0.9920 0.9994

* Excepto para los estudios de estabilidad, todos los pardmetros se midieron empleando una
solucién enzimatica o membrana de lisina-a-oxidasa, recién preparadas.

Para el ensayo se utilizé un patrén de lisina 0.1mM. Se fijaron para cada temperatura
los intervalos de lectura mas adecuados para poder hacer el seguimiento. Asi,
cuando se analiz6 la enzima inmovilizada almacenada a 4 °C no se observd una
variacién en su actividad antes de 7 dias. En el caso de la enzima inmovilizada
almacenada 10 °C, el descenso de su actividad obligd que se midiera cada 24 horasy
la frecuencia de medidas tuvo que ser mayor conforme aumentaba la temperatura
de almacenamiento de las membranas, de modo que los ensayos con membranas
almacenadas a 20, 30 y 37 °C, tuvieron que realizarse cada 10 minutos o menos. Asi
a 37 °C, se obtuvo una vida media (pérdida del 50 % de su actividad inicial) de 19
minutos. Esto explica el que no se puedan re-utilizar estas membranas, ya que la
reaccion es a 37 °C y la estabilidad en estas condiciones es muy baja. En la tabla 5 se
puede observar los resultados sobre la estabilidad durante el almacenamiento a 4 °C

de la enzima inmovilizada, y puede verse que ésta fue mucho menor si se compara
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con la enzima libre (solucién enzimatica), reteniendo el 90 % de la actividad tras 7

dias a 4 °C.

5.1.3.3 Estudio de la Especificidad de la Lisina-a-Oxidasa

Los alimentos proteicos suelen contener aminoacidos libres y entre ellos
aquellos por los que también muestra cierto grado de afinidad la lisina-a-oxidasa y,
por tanto, se pueden producir interferencias en la determinacién de lisina con este
sensor. Los productos carnicos curados son especialmente ricos en aminoacidos
libres (Toldra et al, 2000) debido a la intensa protedlisis que han experimentado
durante su fabricacién, por lo que este tipo de interferencia debe ser evaluada. En
concreto, los aminoacidos fenilalanina, arginina, ornitina y tirosina han sido
sefialados como los que presentan mayor interferencia cuando se trabaja con la
lisina-a-oxidasa (Saurina, et al 1998; Kelly et al, 2000; Matsuda y Asano 2010;
Guerrieri, Ciriello y Cataldi, 2013). Para evitar este problema se han propuesto
algunas estrategias que, en general, pasan por un ajuste fino de las parametros
experimentales (Chen et al.,, 1996; Kelly et al., 2000; Guerrieri et al., 2013), o por
cambiar la fuente de origen de la enzima (Kelly et al., 2000).

El nivel de oxidacién de algunos aminoacidos fue ensayado tras su incubacién con la
enzima en solucién a 37 °C y posterior analisis por cromatografia. Los resultados,
mostrados en la tabla 6, indican que la arginina y la fenilalanina fueron los
aminoacidos que presentaron mayor afinidad, aunque los otros aminoacidos
también dieron una ligera respuesta significativa. Cabe esperar pues cierta

interferencia aunque serd menor en soluciones problema con presencia de lisina.
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Tabla 6. Tasa de oxidacion relativa de la lisina-a-oxidasa sobre algunos aminoacidos.

Sustrato Tasa de oxidacién Tasa de oxidacién
relativa (%) relativa (%)
HPLC Sensor*
Lisina 100.0 100.0
Arginina 25.0 0.0
Fenilalanina 18.8 53.8
Ornitina 9.4 9.1
Tirosina 9.4 0.0
Histidina 6.3 0.0
Leucina 3.1 0.0

*Sistema con la enzima inmovilizada.

El ensayo se realizd6 también con el sensor en el sistema inmovilizado y los
resultados obtenidos fueron diferentes (Tabla 6), porque en este caso mostr6 la
mayor afinidad hacia la fenilalanina y muy ligera hacia la ornitina. El resto de
aminoacidos no dio seiial, incluido la arginina.

El sistema inmovilizado demostré ser muy especifico en su respuesta a la lisina
excepto por la fenilalanina, cuya interferencia parece que puede ser muy
importante. Sin embargo, cuando se analizé6 una mezcla equimolar (0.1mM) de
ambos aminoacidos (lisina y fenilalanina), la respuesta no difirié de la obtenida al
analizar una disolucién que contenia solo lisina 0.1mM, lo que indicé que en
presencia de lisina, la enzima actiia preferentemente sobre ella, no notandose la
interferencia mientras hay lisina disponible. Este resultado evidencia la mayor

afinidad de la enzima por la lisina que para el resto de aminoacidos y confirma el
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hecho de que la lisina se degrada casi selectivamente (Saurina et al, 1998;

Lukasheva y Berezov, 2002).

5.1.4 Actividad Especifica de la Lisina-o-oxidasa en sus
formas Libre e Inmovilizada

Se determin6 la actividad especifica de la enzima libre e inmovilizada
dividiendo la actividad por la cantidad de proteina presente en el medio de reacciéon
y en la membrana; 0.0167 y 0.00276 mg respectivamente. Para la enzima libre la
actividad especifica fue 7.06*10-4 U/mg proteina y la inmovilizada 0.0608 U/mg

proteina.

5.1.5 Aplicacion del Sensor de Lisina al Analisis de Muestras

Para comprobar la fiabilidad del sensor al analisis de muestras reales se
empez6 evaluando el sistema con la enzima libre. Las técnicas ensayadas, medidas
con el sensor y con el HPLC, se describieron en los apartados 4.2.5.3 y 4.2.2
respectivamente. Como puede observarse en la figura 26, se obtuvo una buena
correlacién entre ambas medidas con un valor R2=0.9921 y una pendiente muy
cercana a 1. Estos valores indican que no hubo interferencias en la medida con el
sensor, y que éste puede servir de manera fiable como método alternativo a la
cromatografia para la medida de la lisina en productos carnicos.

Cuando se realiz6 esta correlacion empleando el sistema con enzima inmovilizada se

obtuvo también un buen resultado, R2=0.9995 que se muestra en la figura 27.

5.1.5.1 Curado de Jamén

La aplicaciéon del sensor enzimatico para el andlisis de muestras de jamoén

109



Resultados y Discusion

0.9

0.8

0.7

0.6

0.4

y = 0.9355x + 0.0239

3 R2=0.9921

0.2

Concentracion de lisina sensor (mM)

0.1

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Concentracion de lisina HPLC (mM)

Figura 26. Correlaciéon entre los contenidos de lisina obtenidos en extractos carnicos
utilizando el sensor con la enzima libre y por HPLC. El estudio se realiz6 por triplicado.
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Figura 27. Correlacion entre los contenidos de lisina obtenidos en extractos carnicos
utilizando el sensor con la enzima inmovilizada y por HPLC. El estudio se realiz6 por
triplicado.
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curado se evalué determinando el contenido de lisina en musculo B femoris de
jamoén a diferentes tiempos de curado (0, 2, 3.5, 5, 6.5, 9, 10 meses), utilizando el
sistema inmovilizado segin el procedimiento descrito (5.1.3). Ademas, el método
fue validado comparando los resultados con los obtenidos en las mismas muestras
por HPLC (apartado 4.2.2). A partir de la sefial amperométrica transformada en
oxigeno consumido (mg 0:/L), obtenida al inyectar los extractos carnicos en el
sistema, se obtuvo la velocidad de reaccién (mg O:/L*s1) a los 5 s, y por
extrapolacién de ésta en la recta de calibrado se calcul6 la concentracion de lisina en

las muestras. Los resultados se muestran en la figura 28.
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Figura 28. Evolucién del contenido de lisina durante el proceso de curado de jamoén
analizado con el sensor con la enzima inmovilizada y por HPLC.
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El andlisis demostr6 un gran incremento de la lisina a lo largo del proceso de curado.
La concentracién de lisina obtenida con el sensor y HPLC fueron de 9.1 y 10.4
mg/100 g respectivamente en B. femoris fresco, y se incrementaron hasta 1124.5y
1088.4 mg/100 g tras 10 meses de curado. La lisina es uno de los aminoacidos que
se genera en mayor cantidad en el curado de jamén y podria servir como indicativo
del tiempo de proceso, y del grado de protedlisis. En la figura 28 se observa que las
curvas de incremento de la lisina analizada por los dos métodos, se correlacionan

perfectamente a todos los tiempos de proceso analizados.

5.1.5.2 Maduracion de los Embutidos Fermentados

La aplicacion del sensor enzimatico con el enzima inmovilizado al analisis de
lisina se ensayd también durante el proceso de curado de embutidos a 0, 15, 35,y
65 dias, y los resultados se muestran en la figura 29. De igual forma se validé el
método comparando los resultados con los obtenidos en el HPLC.

El contenido de lisina aumentéd hasta 36.5 mg/100g al final del proceso de
maduracién (65 dias), analizado por cualquiera de los dos métodos que también se
correlacionan muy bien. En este proceso la protedlisis no es tan intensa como en el
jamon curado. Los resultados demostraron que el sensor enzimatico es una buena
alternativa para el analisis de lisina en los embutidos.

En resumen la enzima lisina-a-oxidasa demostr6 una buena afinidad y especificidad
por la lisina, aun en presencia de otros aminoacidos en los extractos carnicos. El
sensor demostro ser util tanto con la enzima libre como con la enzima inmovilizada
para la determinacién de lisina, obteniéndose intervalos de medida de entre 200-
1.500pM; y 10-250uM de lisina respectivamente. La membrana con la lisina-a-

oxidasa inmovilizada se pudo utilizar solamente una vez.
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Figura 29. Evolucidn del contenido de lisina durante el proceso de curado de embutidos
analizado por el sensor con enzima inmovilizada y por HPLC.

La linealidad en ambos sensores (libre e inmovilizado) fue cercana a 1 lo que indica
niveles de interferencia bajos. El coeficiente de variacion en ambos sensores fue
menor al 10 %. En base a los resultados presentados se puede considerar a esta
técnica como método alternativo para la cuantificacién de lisina en muestras de

productos carnicos.

5.2 Sensor Enzimatico para el Analisis de Nitrato

La construccion del sensor enzimatico se desarrolla de acuerdo a lo descrito
en el apartado 4.2.6.2. El principal objetivo de esta seccién es evaluar el uso de la
nitrato reductasa combinada con el sensor enzimatico para cuantificar la cantidad

de nitrato en productos carnicos curados.
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Para este fin se selecciond la nitrato reductasa comercial de aspergillus niger que se
describié en el apartado 4.1.2.2. Durante la reaccién enzimdatica en el sensor, se
produce una diferencia en el potencial eléctrico (AmV), por la transferencia de
electrones durante la reduccion de NOs a NO; . De este modo, la velocidad de
reaccion medida como mV*s-1, es funcién de la concentracién de sustrato (NO3) y
permite la obtencién de una recta de calibrado para la cuantificacién del nitrato en
las muestras.

En la figura 30 se representa la variaciéon de potencial (AmV) en funcién del tiempo
de reaccién durante la reduccién de un patrén de nitrato ImM (0.1mM en el medio
de reaccidn) en el sistema con la enzima libre en solucién. En la curva de evoluciéon
se puede observar un primer tramo lineal, atil desde el punto de vista analitico ya
que su pendiente se corresponde con la velocidad de reaccién (mV*s-l) a esa
concentraciéon de sustrato y, a medida que avanza la reaccién, la curva se va
haciendo asintética, ya que se va agotando el contenido de nitrato y, por lo tanto,
disminuye la velocidad de reaccion.

En este tipo de sensores es importante considerar posibles interferencias que se
pueden presentar con el oxigeno durante la reacciéon enzimatica, ya que éste puede
convertirse en un competidor al reducirse junto con el nitrato. Por ello, se han
desarrollado diversas alternativas para la eliminacién del oxigeno tales como el uso
de secuestradores de oxigeno como el sulfito de sodio que reaccionaria con él dando
sulfato (De Quan et al,, 2005) o el purgado de la soluciéon enzimatica con gases
inertes como el nitrégeno asi como la utilizacién de pequenos volimenes durante el
ensayo para mantener condiciones de anaerobiosis durante la reacciéon (Gu et al,,
2008; Plumeré 2013). En este trabajo se ha conseguido controlar este problema
utilizando pequefios volimenes de tampoén, muestra y/o patrén asi como de enzima
en el reactor, minimizando asi, la interferencia del oxigeno durante la reacciéon

enzimatica.
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Figura 30. Respuesta del sensor enzimatico representada como variacién de la corriente en
funcién del tiempo de reaccién en presencia de nitrato 0.1mM y 0.64 U de nitrato reductasa,
en MOPS 100mM pH 7.1

5.2.1 Sistema Enzimatico con la Enzima Libre

En primer lugar se procedié a la optimizaciéon de las condiciones como
cantidad de enzima, pH, temperatura, y tiempo de respuesta, entre otros, en el
sistema con la enzima libre (enzima en solucién).

Tras la determinacion de la actividad especifica de la enzima comercial (Apartado
4.2.6.1) se observé que la adicion de 250 pL de la solucidn enziméatica (Apartado
4.1.2.2), que contenia 0.64 U proporcionaba una sefial medible y reproducible.

El pH 6ptimo del medio de reaccién se evalio en un intervalo de 6.6-7.6 para una
concentraciéon 0.1mM de nitrato a 20 °C (Figura 31). La maxima velocidad de

reaccion se obtuvo aun pH de 7.1, mientras que a valores diferentes la actividad de
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Figura 31. Efecto del pH sobre la velocidad de reaccién de la enzima nitrato reductasa,
determinado con el sensor enzimatico sistema libre a 20 °C.

la enzima disminuy6 drasticamente.

La temperatura oOptima del sistema se seleccioné tras ensayar diferentes
temperaturas; 14, 17, 20, 23, 27 y 33 °C, al pH 6ptimo 7.1 y observando la actividad
enzimatica para una concentracién 0.1mM de nitrato. Los resultados se muestran en
la figura 32. Se observa un maximo de actividad a 20 °C. En estudios recientes con
nitrato reductasa de Aspergillus niger se ensayaron temperaturas de reaccion
comprendidas entre 20 y 40 °C, e indicaron que a 40 °C se producia la
desnaturalizaciéon de la enzima lo cual confirmaria la rapida disminucién de
actividad a temperaturas mayores a 25 °C (Ntoko y Senwo, 2012).

Con la condiciones optimizadas se obtuvo la recta de calibrado por inyeccién de
series de patrones de nitrato por triplicado, y se fij6 el tiempo de respuesta para los

analisis en base a la zona lineal de respuesta en 10s. Ambos ensayos se
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Figura 32. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reacciéon de la enzima nitrato
reductasa determinado con el sensor enzimatico con el sistema libre, a pH 7.1.

muestran en el apartado de validacién cuando se hable de linealidad del sensor

apartado 5.2.2.2 a.

5.2.2 Mecanismo de Actuacion de la Nitrato Reductasa sobre
el Nitrato

Con las condiciones de trabajo (pH, temperatura y cantidad de enzima)
optimizadas, se estudié la reduccién del nitrato (0.15mM) en presencia de la nitrato
reductasa como se describid en el apartado 4.2.6.2.1. Asi, se tomaron alicuotas de la
reaccion y se analizaron por HPLC, hasta la desaparicién del sustrato, que tuvo lugar

alos 70 s de iniciada la reaccién (Figura 33).
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Figura 33. Estudio de la desaparicidn del nitrato en presencia de nitrato reductasa en su
forma libre. El estudio se realizé por triplicado.

5.2.2.1 Estudio de la Cinética Enzimatica

El estudio de la cinética enzimatica se desarrollé siguiendo el apartado
4.2.6.2.2 y bajo condiciones optimizadas, se obtuvo el valor de la constante Kn
utilizando la ecuaciéon de Hanes-Woolf. Para el sistema libre, la K, fue de 0.11mM
(Figura 34). Otros autores (Gilliam et al 1993; Ntoko y Senwo, 2012), describen
valores similares de Kn comprendidos en un intervalo entre 0.062 a 0.291mM
empleando distintas sales de nitrato como sustrato, lo cual confirma una alta

afinidad de esta enzima hacia el sustrato.
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Figura 34. Ecuacién de Hanes-Woolf para la obtenciéon de la Ky con la enzima nitrato
reductasa libre. S/v=1/Vma*[S]+Km/Vmax, donde S: concentracién de sustrato; v: velocidad de
reaccion.

5.2.2.2 Ensayos de Validacion en el Sistema Libre con el Sensor de
Nitrato

Se realizaron los siguientes ensayos de validacion:
a) Linealidad.- El estudio de la linealidad del sensor enzimatico con la enzima nitrato
reductasa libre se desarrolld en las condiciones de uso optimizadas previamente.
Para ello, se construy6 una recta de calibrado utilizando patrones de nitrato, en un
intervalo de concentraciones seleccionadas (apartado 4.2.6.2). El intervalo lineal
estuvo en 0.02-0.1mM de nitrato con un valor R2= 0.9961. El tramo lineal en donde
se obtienen los diferentes puntos fue estable, como lo demuestran las barras de
error. La reduccién completa del nitrato ocurri6é durante un periodo de tiempo de

70s. Bajo estas consideraciones se obtuvo la recta tipica de
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Figura 35. Recta de calibrado de nitrato en el sensor enzimatico con la enzima libre. Tiempo
de respuesta 10 s. Las barras de error indican la desviacion estandart de tres mediciones.

saturaciéon de la enzima en funcién de la concentraciéon de nitrato (Figura 35).

b) Repetibilidad.- La repetibilidad del analisis de nitrato en el sistema con la enzima
libre se determiné por inyecciones sucesivas (n=25) de una disolucién patrén de
nitrato 0.1mM y de un extracto de jamdn tras la etapa de postsalado (2 meses de
curado). Los resultados, que se muestran en la tabla 7, reflejan coeficientes de
variacién de 8.75 y 9.65 % en patrén y muestra, respectivamente. Estos datos
reflejan que el efecto de la matriz no fue muy importante.

c) La estabilidad del almacenamiento a 4 °C de la soluciéon enzimatica de nitrato
reductasa se ensayo repitiendo el andlisis (por triplicado en cada analisis) una vez

cada 7 dias durante 5 semanas (apartado 4.2.8c). Los resultados indican (Figura
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Figura 36. Estabilidad de la nitrato reductasa durante el almacenamiento a 4 °C en solucién.
Las barras de error indican la desviacidn estandar de tres repeticiones.

36) que al final de la primera semana se mantuvo el 90 % de su actividad inicial y su

vida media fue de 25.5 dias.

5.2.3 Sistema con la Enzima Inmovilizada

La inmovilizacién se realizé por entrecruzamiento de la nitrato reductasa
empleando glutaraldehido y unién covalente sobre la membrana preactivada
Immunodyne ABC (Nylon 66, con un tamafio de poro de 0.45 pum). El proceso de
inmovilizaciéon se optimiz6 para la enzima nitrato reductasa como se hizo con la
lisina oxidasa y para ello se ensayé un volumen fijo (8 pL) de distintas

concentraciones de glutaraldehido; 2,4, 6,8,y 10 % sobre la membrana de nylon.
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Figura 37. Estudio de la actividad de la nitrato reductasa empleando diferentes
concentraciones de glutaraldehido en el sensor enzimatico, manteniendo constantes el
volumen de la enzima (15 pL) con una actividad de 0.038 U, y un patrén de nitrato 0.07mM.

Asi, se observé que a medida que se incrementaba la concentraciéon de
glutaraldehido, mejoraba la actividad de la nitrato reductasa (Figura 37) hasta una
concentracién del 8 %. Concentraciones mayores de glutaraldehido condujeron a
una disminucidn drastica de la respuesta en el sensor probablemente debido a un
excesivo entrecruzamiento que afectaba a la actividad de la enzima. Asimismo se
optimizo6 la cantidad de enzima para el proceso de inmovilizacién utilizando 5, 7, 15,
18y 20 puL, de la solucién enzimatica preparada en el apartado 4.1.2b, que aportaban
0.012, 0.018, 0.038, 0.046, 0.05 U, respectivamente. Los resultados indicaron una
actividad 6ptima cuando se emplearon 15 pL (0.038 U) de solucidn enzimatica, no
observandose mejora por adiciones mayores de enzima.

La temperatura 6ptima en el sistema inmovilizado fue de 22 °C (Figura 38), algo

superior a la encontrada en el sistema libre (20 °C).
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Figura 38. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reacciéon de la enzima nitrato
reductasa (0.038 U) en el sistema inmovilizado. Patrén de nitrato 0.01lmM en tamp6n MOPS
100mM, pH 7.1.

El pH de la solucién de reaccién (tampén MOPS, 100mM) se evalué en un intervalo
de 6.5-8.1 frente a la velocidad de reaccién de la enzima. El pH é6ptimo fue 7.1
(Figura 39) coincidiendo en este caso con el 6ptimo del sistema libre. Valores
superiores o inferiores disminuyeron la sefial de respuesta y, por tanto, la

sensibilidad en la deteccién para una misma concentracién de nitrato.

5.2.3.1 Estudio de la Cinética con la Enzima Inmovilizada

El estudio de la cinética enzimatica en el sistema inmovilizado se desarrollé segin
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Figura 39. Efecto del pH sobre la velocidad de reacciéon de la enzima nitrato reductasa,
(0.038 U) en el sistema inmovilizado. Patréon de nitrato 0.01mM, en tampén MOPS 100mM, a
22 °C.

se describe en el apartado 4.2.6.2.2. Bajo estas condiciones la Kn ap de la nitrato
reductasa result6 ser de 0.23mM (ver figura 40), que indica una buena afinidad de
la enzima por el sustrato a pesar de haber sufrido el proceso de inmovilizacion.

Resultados similares de K ap= 0.21mM fueron reportados (Da Silva 2004.)

5.2.3.2 Ensayos de Validacion con la Nitrato Reductasa
Inmovilizada

Se realizaron los siguientes ensayos de validacion:
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Figura 40. Ecuaciéon de Hanes- Woolf para la obtencién de la Ky, con la enzima nitrato
reductasa inmovilizada. S/v=1/Vmax*[S]+Km/Vmax, donde S: concentracién de sustrato; v:
velocidad de reaccién.

a)Linealidad.- El ensayo de la linealidad se realiz6 en las condiciones
optimizadas mediante la inyeccidn, por triplicado y utilizando una membrana

cada vez, de concentraciones crecientes de patron de nitrato.

Las velocidades de reaccion, a los 10 s, obtenidas tras la inyeccion de las
diferentes concentraciones de nitrato se representaran frente a la
correspondiente concentracion, y se obtuvo el intervalo lineal cuya ecuacién
de ajuste se corresponde con la recta de calibrado y que estuvo entre 0.01 y
0.07mM de nitrato con un valor R2=0.9761. Los resultados se muestran en la
figura 41.

b)Repetibilidad.- Se determiné la repetibilidad por inyeccién repetida (n=25)

de un patréon de nitrato 0.05mM y de un extracto de jamoén curado de
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Figura 41. Recta de calibrado de nitrato en el sensor con la enzima nitrato reductasa
inmovilizada. Tiempo de respuesta 10 s frente a la concentracién de nitrato. Las barras de
error indican la desviacion estdndar de la medida de tres membranas para cada punto.

2 meses. Los coeficientes de variacién obtenidos de ambas determinaciones

se muestran en la tabla 7.El acetato de celulosa depositado sobre la membrana
con la enzima inmovilizada la protegié6 ante posibles interferencias
provenientes de la matriz del jamdn, disminuyendo asi la variabilidad y la

pérdida de sensibilidad (Qiong et al., 1998).
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Tabla 7. Resultados de validacién para el sensor de nitrato con ambos sistemas, libre e

inmovilizado.

Sensor Enzimatico

Parametro

Sistema con la Enzima
Libre

Sistema con la
Enzima
Inmovilizada

Intervalo Lineal (uM)

20 - 100 (R2=0.9961)

10-70 (R2=0.9761)

Repetibilidad, CV (%)
Patrén
Jamon curado (2m)

8.75
9.65

5.14
6.49

Estabilidad a 4 °C

La vida media fue de 25.5
dias.
Mantiene un 90% de su

actividad inicial a los 7 dias.

La vida media fue de
21.2 dias.

Mantiene el 90% de su
actividad inicial a los
6.6 dias.

Correlacion con la medida

por HPLC (R2)

0.9983

0.9710

5.2.3.3 Estudio de la Estabilidad de la Nitrato Reductasa
Inmovilizada durante el Almacenamiento a diferentes

Temperaturas

Se evalud la estabilidad de la membrana con la enzima inmovilizada vy

almacenada a diferentes temperaturas 4, 10, 15, 22,y 30 °C. Para el ensayo se coloc6

la correspondiente membrana en el sensor y tras su estabilizaciéon a 22 °C

(temperatura de ensayo) se evalud su actividad analizando un patrén de nitrato

0.05mM (dilucién final en el reactor). Al examinar la membrana con la enzima

almacenada a 4 °C, no se observd una variacién de su actividad antes de los
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primeros 6.6 dias. Sin embargo, en las membranas almacenadas a mayores
temperaturas, los andlisis tuvieron que realizarse con una frecuencia mayor debido
a que la pérdida de actividad fue rapida. Asi, la membrana almacenada a 22 °C, tuvo
una vida media de 70 minutos lo que permitia reutilizar las membranas ocho veces.
En la tabla 7 se muestran los resultados de estabilidad en almacenamiento a 4 °C de
la enzima inmovilizada en la membrana. La vida media fue de 21.2 ligeramente

menor si se compara con la enzima libre en solucidn.

5.2.3.4 Aplicacion del Sensor de Nitrato al Analisis de Muestras

De igual forma que con el sensor de lisina, se evalu¢ la fiabilidad del sensor
para el analisis de nitrato en muestras reales. Las mayores concentraciones de
nitrato en el jamdn se dan tras el salado, con la aplicacidn de las sales de curado, y
durante el post salado, ya que es en esta etapa en la que el nitrato difunde desde el
musculo externo “semimembranoso” hacia el interior, llegando al musculo interno
Biceps Femoris, que es el que se analiza, ya que lo que buscamos es el control de una
correcta penetracion. Sin embargo, durante el proceso de difusién y secado, parte
del nitrato se transforma en nitrito. El resultado de ambos efectos: penetracion del
nitrato y reduccién a nitrito, se ha estudiado por HPLC a lo largo de todo el proceso
(10 meses) de curado de jamén. Los resultados muestran que la maxima
concentracion de nitrato ocurre a los 2 meses de haber empezado el proceso de
curado (Figura 42). A partir de este mes la disminucién es gradual hasta
practicamente desaparecer al final del proceso.

Para evaluar la capacidad del sensor para analizar los niveles de nitrato en muestras
de jamén, se han utilizado diluciones de extractos de jamén en el postsalado (2
meses de curado). Las muestras se han analizado utilizando el sensor en sus dos
formas, libre e inmovilizada, y el método de cromatografia como referencia. Como

puede observarse en las figuras 43 y 44, se obtuvo una buena correlaciéon entre
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ambos sistemas, libre e inmovilizado, con HPLC, (R2= 0.9983 y 0.9710,

respectivamente), con una pendiente cercana a 1 en ambos sistemas.

5.0
4.5 o)

}.

4.0
3.5 Q
3.0

2.0
1.5
1.0

Concentracion de nitrato
(mg /100g jamon)

0.5
0.0

Tiempo (meses)

Figura 42. Evolucién del contenido de nitrato durante el proceso de maduracién en un
jamoén curado. Las barras de error indican la desviacién estdndar de la medida de tres
muestras.

Estos valores indican que este sensor puede servir de manera fiable como método
alternativo a la cromatografia para medir el nitrato presente en las muestras
carnicas. La pendiente cercana a 1 en la correlacién indica que no hubo
interferencias en las medidas con el sensor, debidas a una posible reduccion del
oxigeno, o de algiin componente de la muestra, simultaneamente al nitrato.

En resumen, el sensor demostré ser util, tanto en el sistema libre como en el
inmovilizado para la deteccion selectiva del ion nitrato en matrices complejas,
obteniéndose intervalos de medida de entre 20-100uM; y 10-70uM de nitrato

respectivamente.
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Figura 43. Correlacién entre el resultado del analisis de nitrato por HPLC y el sensor
enzimatico con la nitrato reductasa libre, utilizando diferentes diluciones de un extracto de
jamon en el postsalado. Cada punto corresponde a la media de tres determinaciones.
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Figura 44. Correlacién entre el resultado del andlisis de nitrato por HPLC y el sensor
enzimatico con la nitrato reductasa inmovilizada, utilizando diferentes diluciones de un
extracto de jamoén en el postsalado. Cada punto corresponde a la media de tres
determinaciones.
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La membrana con la nitrato reductasa inmovilizada se puede reutilizar hasta 8
veces. El coeficiente de variacion fue menor al 10% tanto en el sistema libre como en
el inmovilizado. Los resultados fueron comparables con el HPLC por lo que se puede
considerar a este sensor como método alternativo para la cuantificaciéon de nitrato

en muestras de productos carnicos.

5.3 Sensor Enzimatico para el Analisis de Acido Lactico

El control por monitorizacion de los pardmetros de fermentaciéon de
embutidos crudo curados por métodos instrumentales como pueden ser los
sensores, implementa la seguridad y rentabilidad en la produccién de los mismos. El
contenido en azudcares fermentables condiciona el contenido en acido lactico y el pH
de los embutidos que van a ser sometidos a fermentacion (Liicke 1994), y puede
variar considerablemente dependiendo del origen de la carne, cultivo iniciador
usado y de las condiciones del proceso. Es prioritario el control del acido lactico
para una fermentacién segura conducida por bacterias acidolacticas que, por un
lado bajen el pH impidiendo crecimiento de patégenos sensibles y, por otro, que
permitan un desarrollo adecuado de las caracteristicas organolépticas de color,
textura, aroma y sabor asegurando una calidad uniforme.

Para la construccién de un sensor enzimatico para acido lactico, las enzimas que
suelen utilizarse como elemento de bioreconocimiento son lactato deshidrogenasa y
lactato oxidasa ya que, en ambos casos, tanto la reacciéon enzimatica como el disefio
del sensor son sencillos y simples. En el caso de la lactato deshidrogenasa se
necesita la presencia de un coenzima que puede ser NADH o NADPH de acuerdo con

la siguiente reaccién:

L- Lactato + NAD+ lactato deshidrogenasa)piruvato + NADH (16)
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Estas coenzimas actian como mediadores para el transporte de electrones entre la
enzima y la superficie del electrodo. Sin embargo, su uso requiere utilizar altos
potenciales de oxidaciéon para su regeneracion, lo que plantea inconvenientes, no
solo en cuanto que afiaden pardmetros que tienen que ser optimizados, sino ademas,
estos potenciales son origen de interferencias por la oxidacién de otros
componentes de la matriz de muestra.

Este inconveniente hace que resulte mas atractiva la utilizacién de la lactato oxidasa
como enzima de bioreconocimiento para la construccibn de sensores
amperométricos de acido lactico (Rassaei et al, 2014). La lactato oxidasa en
presencia de oxigeno disuelto cataliza la oxidaciéon del acido lactico a piruvato
produciendo peréxido de hidrégeno como se describi6 en la ecuacién 12. La medida
del oxigeno consumido o del perdéxido de hidrégeno generado se relaciona asi, con la
concentracién del analito.

La construccién del sensor se desarroll6 empleando un sensor amperométrico de
acuerdo a lo escrito en el aparatado 4.2.7.2. Como en el caso del sensor de lisina-a-
oxidasa, el oxigeno forma parte de la reaccion y, por tanto, hay que partir de una
cantidad de oxigeno tasada y en equilibrio, para poder registrar correctamente su
consumo durante la reaccion. Asi, previo al analisis del acido lactico, se procedi6 a
saturar la celda de reaccién con oxigeno (100% de saturacién) y, una vez que un
patréon de lactato de sodio (expresado como acido lactico), o un extracto carnico
(salchichén o chorizo), se inyectan en la celda de reaccion del sensor, en presencia
de la lactato oxidasa, se produce la oxidacién del lactato con el correspondiente
consumo de oxigeno. La corriente resultante de la reduccién del oxigeno sobre el
electrodo de Pt es proporcional a la cantidad de oxigeno consumido (presion parcial
de oxigeno) que le llega, y que dependerd de la concentraciéon de acido lactico
presente en la muestra.

En la figura 45, se representa la cantidad de oxigeno consumido (mg 0:/L), en

funcién del tiempo de reaccion durante la oxidacidon de un patrén de acido lactico
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Figura 45. Respuesta del sensor enzimatico representada como oxigeno consumido en
funcién del tiempo de reaccién en presencia de acido lactico 0.1mM y 1.01 U de lactato
oxidasa, en tampon fosfato potasico (0.1M, pH 7.0) y T=37 °C.

1mM (0.1mM en el medio de reaccién), en un sistema con la enzima libre en
solucidn. La curva es caracteristica para este tipo de enzimas, observandose el tramo
lineal, util desde el punto de vista analitico ya que su pendiente se corresponde con
la velocidad de reaccién (mg O:/L*s'1), para posteriormente adoptar una forma

asintotica por agotamiento del sustrato acido lactico.

5.3.1 Mecanismo de Actuacion de la Lactato Oxidasa sobre el
Acido Lactico

El estudio de la oxidacién del 4cido lactico por accién de la lactato oxidasa, se

Realizé segun el apartado 4.2.7.2.1. Para ello, se someti6 al 4cido lactico a la accién
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Figura 46. Estudio de la desaparicion de 4cido lactico a pH 7.0 y 37 °C, en presencia de la
lactato oxidasa, utilizando HPLC para la medida del 4cido lactico.

de la enzima en las condiciones de pH (7.0) y temperatura (37 °C) obtenidas de la
bibliografia (Curto et al., 2014; Casero et al., 2014) y se midi6 por HPLC (apartado
4.2.4) el avance de la reaccion con el tiempo. La desaparicion del acido lactico fue
rapida llegando a desaparecer el sustrato después de 50 s de haber empezado la

reaccion (Figura 46).

134



Resultados y Discusion

5.3.2 Sensor Enzimatico con la Enzima Libre

Se procedi6 a la optimizacion de las condiciones de ensayo determinando la
cantidad de enzima, pH, temperatura y tiempo de respuesta con el sistema libre.
La actividad de la solucién enzimatica de lactato oxidasa (apartado 4.1.2.c),
calculada como se describe en el apartado 4.2.7.1, era de 10.1 U/mL. Con este valor
se determiné la cantidad de enzima a utilizar adicionando diferentes volimenes de
la solucién enzimatica hasta obtener una respuesta adecuada, a una concentraciéon
de sustrato (acido lactico) 0.1mM . La sefial fue detectable, estable, y reproducible
cuando se utilizaron 100 pL de la solucién enzimatica, es decir, 1.01 U de enzima (no
se muestran los resultados).
El pH 6ptimo del medio de reaccidn se evalud en un intervalo de 6.5-8.5, empleando
la cantidad 6ptima de enzima (1.01 U) y 0.1mM de acido lactico, a 31 °C, los
resultados se muestran en la figura 47. La maxima velocidad de reaccién se obtuvo a
un pH 7.0, perdiendo de manera significativa la actividad cuando nos alejamos de
este pH.
La temperatura dptima de reaccién para este sensor, se evalud ensayando diferentes
temperaturas; 20, 23, 25, 31, 34, y 37 °C, al pH éptimo de 7.0, y observando la
velocidad enzimatica ante una concentracién 0.1mM de acido lacticoy 1.01 U de
enzima. Los resultados (Figura 48), indican que la actividad fue éptima a los 31 °C,

disminuyendo mucho al alejarnos de esta temperatura.

5.3.3 Estudio de la Cinética Enzimatica

El estudio de la cinética enzimatica se realizé como se describe en el apartado
4.2.7.2.2. En las condiciones previamente optimizadas se obtuvo el valor de la
constante de Michaelis Menten (Km) utilizando la ecuacién de Hanes-Woolf y que

fue de 0.12mM  (Figura49), lo cual indica una alta afinidad

135



Resultados y Discusion

0.00151
0.00141
0.00131
0.00121
0.00111
0.00101
0.00091
0.00081
0.00071

0.00061

Velocidad de reaccion (mg 0,/L s*)

0.00051

0.00041
6 6.5 7 7.5 8 8.5 9

pH

Figura 47. Efecto del pH sobre la velocidad de reaccién de la enzima lactato oxidasa
determinado en el sensor enzimatico con la enzima libre. Patrén de acido lactico 0.1mM, en
tampén fosfato potasico 0.1M, a 31 °C.
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Figura 48. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccién de la enzima lactato
oxidasa determinado con el sensor enzimatico con la enzima libre. Patréon acido lactico
0.1mM en tampon fosfato potasico 0.1M a pH 7.0.
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Figura 49. Ecuaciéon de Hanes-Woolf para la obtenciéon de la Ky, con la enzima lactato
oxidasa libre. S/v=1/Vmax*[S]+Km/Vmax, donde S: concentracién de sustrato; v: velocidad de

reaccion.

de esta enzima por el sustrato.

5.3.4 Ensayos de Validacion

Se realizaron los siguientes ensayos de validacidn:

a) Linealidad: Con las condiciones dptimas descritas previamente, se obtuvieron
las curvas de respuesta a distintas concentraciones de acido lactico, y a partir de
ellas se seleccioné el tiempo 6ptimo de respuesta en base a la zona lineal de
dichas curvas y se determinaron las velocidades de reaccion para
cada concentracién de acido lactico por triplicado. La representacion grafica de

las pendientes frente a la respectiva concentracion de acido lactico
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permite obtener, por el método de minimos cuadrados, la recta de calibraciéon y
la determinacién del rango lineal del sensor. El tiempo de respuesta se fijé en 5

s,y el intervalo lineal fue desde 0.03 a 0.3 mM de acido lactico.

0.003
= 0.0025

[7,]
*
—
S~

o~
O .00

oo
£

c
‘O 0.0015

(S ]

(&)

©

]

S

@ 0001
< y = 0,0055x + 0,0008

2

% R4 =0,9903
‘S 0.0005
o

]
>

0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 035

Concentracion de acido lactico (mM)

Figura 50. Recta de calibrado de acido lactico en el sensor enzimatico con la enzima libre.
Tiempo de respuesta 5 s frente a la concentracidén de acido lactico. Las barras de error
indican la desviacion estandar de la medida de tres repeticiones.

La recta obtenida fue muy reproducible como puede observarse en la figura 50.
La sensibilidad de deteccion del sensor enzimatico ante concentraciones
elevadas de acido lactico (> de 0.3 mM) puede verse afectado por la propia

concentraciéon de acido lactico, inhibiendo la enzima por exceso de sustrato o
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producto formado (H:0:2), o por el limitante del oxigeno en el medio. Asi,
lecturas superiores a 0.012 mg /L de oxigeno consumido o velocidades de
reaccion mayores de 0.024 mg O;/L *s-1sugieren un exceso de acido lactico y la
muestra de extracto carnico debe ser diluida para adecuarse al intervalo lineal
de deteccidn.

b) Repetibilidad.- Este pardmetro se determind por inyeccidn repetida (n=25)
tanto del patrén de acido lactico 0.1 mM como de un extracto de salchichén y
chorizo, respectivamente. Los resultados se muestran en la tabla 8 y muestran
coeficientes de variacion de 5.24, 6.24 y 7.12%, respectivamente.

La variabilidad observada al analizar muestras, en relaciéon a la obtenida al
analizar la disolucién patrén fue algo superior, aunque sigue siendo un valor de
CV bajo (<8% en cualquier caso). Esto indica que la matriz no afecté de manera
importante a la medida del 4cido lactico en las muestras.

c) Estabilidad.- La lactato oxidasa no fue muy estable durante el almacenamiento
a 4 °Cya que la enzima presenté una vida media muy corta, que fue de 3.2 dias

(Figura 51).
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Figura 51. Estabilidad de la lactato oxidasa en solucién. Almacenamiento a 4°C. Las barras
de error indican la desviacidn estandar de 3 repeticiones.
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Tabla 8. Resultados de validacidn para el sensor de acido lactico con el sistema libre.

Parametro Sistema con la enzima Libre

Intervalo Lineal (uM) 30 -300 (R2=0.9903)

Repetibilidad, CV (%)

Patrén acido lactico 5.25
Salchich6n 6.24
Chorizo 7.12

La vida media fue de 3.2 dias.
Estabilidad a 4°C
Mantiene el 90 % de la actividad inicial

alas 21.6 horas.

Correlacién con la medida por

HPLC (R2)

0.9869

5.3.5 Aplicacion del Sensor de Acido Lactico al Analisis de
Muestras

Para evaluar la fiabilidad del sensor enzimatico de lactato oxidasa en sistema
libre para el andlisis de 4cido lactico en muestras reales de extractos de embutidos
curados (salchichén y chorizo), se utiliz6 el sensor y el método HPLC como
referencia (apartados 4.2.7 y 4.2.4). Como puede verse en la figura 52, se obtuvo
una buena correlaciéon entre ambos, con un valor R2= 0.9870 y una pendiente
cercana a 1. Estos valores indican que no existen interferencias en la medida con el
sensor, lo que hace de él un método fiable como alternativa a la cromatografia para

la medida de 4cido lactico en embutidos curados.
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Figura 52. Correlacién entre los contenidos de 4cido lactico en salchich6n obtenidos con el
sensor enzimatico con el sistema libre y por HPLC. El estudio se realizé por triplicado.

El anélisis de acido lactico por medio de sensores enzimaticos se ha propuesto como
método de control de productos carnicos fermentados (Liicke 1994), pero también
para la medida de lactato como indicador de desarrollo de anaerobiosis en carnes de
ternera recién sacrificada (Hart et al, 1999). En este ultimo caso, el sensor
desarrollado disponia la enzima embebida en una matriz (copolimero de
polivinil pirrolidona y metacrilato) que aumenté en gran medida la estabilidad de
la enzima, aunque la variabilidad de las medidas fue alta y no muy fiable en relaciéon
a las concentraciones de lactato obtenidas con un método espectrofotométrico de
referencia (Wahlefeld 1983).

En este sentido en el presente trabajo se ha optimizado la determinacién de acido

lactico en muestras reales con un sensor amperométrico que utiliza la enzima
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lactato oxidasa libre. La respuesta fue lineal en un intervalo de concentracién de
entre 30 y 300 pM de acido lactico con un coeficiente de variaciéon menor al 8%. Los
resultados obtenidos fueron comparables con el método de referencia, la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), demostrado asi su utilidad para el

control de 4cido lactico en la fermentacién de la carne y de los embutidos curados.
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6. CONCLUSIONES

1) El sensor enzimdatico basado en la lisina- a-oxidasa resulté ser una técnica
valida para la cuantificacion de la lisina como indice de la protedlisis para el control
del tiempo de curado de jamén y embutidos. En el sistema optimizado, la enzima
actu6 de manera especifica sobre la lisina, no observandose interferencias por la
presencia de otros aminoacidos.

El sistema con la enzima inmovilizada resulté mas sensible que el sistema con la
enzima libre.

Los resultados obtenidos tanto con el enzima libre como inmovilizada cuando se
analiza lisina en jamones y en embutidos curados fueron comparables (R2>0.99) a

los obtenidos por cromatografia (HPLC) como método de referencia.

2) Elsensor enzimatico basado en la nitrato reductasa con la enzima inmovilizada
demostrd ser util en la cuantificacién de nitrato en muestras de jamdn curado para
el control del nitrato residual en producto terminado. Los resultados fueron
similares a los obtenidos con el método de referencia HPLC (RZ >0.97). La
posibilidad de reutilizacién de la membrana hasta ocho veces, hace que este método

sea rentable y muy rapido.

3) Elsensor enzimatico basado en la lactato oxidasa libre resulté ser valido para la
cuantificacién de acido lactico como parametro para el control de la fermentacion de
embutidos curados. Los resultados obtenidos con el sensor se correlacionaron bien

con los obtenidos con el método de referencia HPLC (R2 >0.96).
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