Notas

Estimacion de la vida de anaquel de la
ficocianina: Una prueba de vida acelerada

Introduccion

Hoy en dia existen muchos colorantes como aditivos
en la industria alimentaria, cosmética y farmacéu-
tica, asi como en las investigaciones biomédicas y
de diagnéstico clinico (Dasgupta, 2015). Estos pue-
den ser naturales o sintéticos, siendo los tltimos los
mas utilizados por su precio econdémico, variedad
de colores, solubilidad en agua y estabilidad. Sin
embargo, los colorantes sintéticos presentan un alto
efecto téxico, alergénico e incluso carcinégeno, por
este motivo, actualmente estan siendo reemplaza-
dos por colorantes naturales (Antelo, Costa, Kalil,
2008), (Gonzélez-Ramirez et al., 2014), (Kannaujiya,
Sinha, 2016). Por otro lado, actualmente la industria
alimentaria esta incluyendo un grupo importante de
pigmentos naturales en sus productos: las ficobilipro-
teinas (macromoléculas biolégicas), cuya estructura
esta formada por un complejo de proteina y un grupo
cromoforo. Estos pigmentos se pueden encontrar en
las cianobacterias, normalmente conocidas como al-
gas verdes azuladas, en los cloroplastos de las algas
rojas y en las criptoficeas, una clase de algas unice-
lulares eucariotas (Bermejo et al., 2003), (Espinoza-
Escalante, 2017), (Kannaujiya, Sinha, 2016).

Existen varios tipos de ficobiliproteinas: alofico-
cianinas, ficoeritrocianinas, ficoeritrinas y ficociani-
nas (Glazer, 1984). Lo dltimos 2 grupos son de interés
comercial, debido a sus costos y amplia aplicacion,
siendo la de mayor relevancia la C-ficocianina. La
cual contiene un cromoéforo denominado ficocia-
nobilina (PCB), responsable del color azul que es
caracteristico de esta proteina. En diversos sectores

industriales se utilizan la ficocianina y la ficoeritrina
como colorantes de gomas de mascar, helados, dul-
ces, bebidas, productos lacteos, confiteria y cosmé-
ticos (Kannaujiya, Sinha, 2016). También, las PCB se
han usado como trazadores bioquimicos en inmu-
noensayo debido a sus propiedades fluorescentes;
ademads, se ha demostrado que tienen propiedades
terapéuticas tales como: capacidad anticancerigena,
antioxidante y antiinflamatoria, ya que las PCB que
contiene la Spirulina son potentes atrapadores de
radicales libres que inhiben la peroxidacién lipidica
(Chaiklahan, et al., 2011), (Pinero-Estrada, 2001), (Ro-
may et al., 1998). Sin embargo, las PCB como la mayo-
ria de los pigmentos naturales son poco estables a las
condiciones de tratamiento térmico y conservacion.

Dada la importancia de la ficocianina en la indus-
tria alimentaria y cosmética, y la poca informacion
disponible sobre las condiciones éptimas de alma-
cenaje que permitan conservar los pigmentos natu-
rales en su estado activo, es necesario llevar a cabo
pruebas de vida de anaquel, mejor conocidas como
pruebas de vida acelerada. Estas pruebas se basan
en someter un articulo o producto a condiciones de
operacion (esfuerzo) mas severas que la condiciéon
de operacion usual con el fin de observar fallas mas
rapidamente y con esto tener evaluaciones oportunas
de la confiabilidad de los materiales, componentes o
subsistemas estudiados (Escobar, Meeker, 2006) para
entonces predecir la vida Gtil del pigmento en condi-
ciones de uso regulares o establecer las mejores con-
diciones de almacenamiento para prolongar la vida
de anaquel del producto.
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Como se menciond antes, uno de los factores de
mayor impacto en la vida util de los productos cos-
méticos y alimentarios es la temperatura, por ello, se
ha empleado la relacién vida util-esfuerzo tipo Arr-
henius (Ecuacién 1) para describir el tiempo de vida
que tendra un producto (Escobar, Meeker, 2006).

Ecuacion de Arrhenius:
E

k = Ae FT M

E. es la energia de activacion, generalmente viene
dada en electrovolts; £ es la constante de Boltzman,
la cual es 8.6171x107° electro volts/K; A es una cons-
tante caracteristica de falla del producto en condicio-
nes de prueba. R es la constante de los gases, la cual
es 8.314 J/mol-K; T es la temperatura a la cual la reac-
cién empieza, en K.

Otros trabajos han estudiado la degradacion tér-
mica de la ficocianina en solucién con la adicién
de estabilizantes o conservadores (Antelo et al.,
2008;Kannaujiya, Sinha, 2016), sin embargo, la meto-
dologia utilizada fue la cinética quimica de degrada-
cién de primer orden. En este estudio, en cambio, se
evalué la integridad de una solucién de ficocianina
utilizando la metodologia estadistica descrita para
vida de anaquel. Las soluciones acuosas de ficocia-
nina fueron sometidas a diferentes regimenes de
temperatura extrema con el fin de determinar la com-
binacién tiempo - temperatura de almacenaje en la
cual se conserva integro el pigmento en solucién, lo
cual por consiguiente implicaria que conserva las
propiedades que lo hacen valioso en la industria ali-
mentaria y cosmética.

Materiales y Métodos

Solucion de ficocianina

Para este estudio se obtuvo una solucién acuosa de
ficocinina de la empresa Biotecnologia Mexicana de
Microalgas S.A. de C.V.

Determinacion de la concentracion de ficocianina
La soluciéon madre proporcionada por la empresa se
diluy6é hasta 10 % y se hicieron diluciones seriadas
con decrementos de 1 %. Se midi6 la DO, de cada
una de las soluciones para hacer una curva patréon de
comparacién de la evolucion de degradacion.

Pruebas de vida acelerada

Se prepararon 10 alicuotas de soluciéon acuosa de
ficocianina al 10 % y se sometieron a una de tres
temperaturas: 40, 60 y 80 °C. Con el fin de dar segui-
miento a la degradacién (% de pigmento residual en
solucién) se tomaron muestras de soluciéon de cada
una de las temperaturas a intervalos de 30 minutos y
se ley6 su DO, .

Estimacion de la degradacién de ficocianina

Los datos cinéticos de degradacién fueron tratados
mediante el software estadistico Statgraphics Cen-
turion XVI y se ajustaron usando la distribuciéon de
probabilidad Weibull para obtener el percentil 50 de
degradacion, es decir, el tiempo al cual se habia de-
gradado el 50 % de la ficocianina en la solucién acuo-
sa de prueba en cada una de las tres temperaturas
probadas. Se estimo la vida de anaquel utilizando la
ecuacion de Arrhenius antes descrita utilizando el
mismo software.

Resultados y discusion

Se observé una rapida degradacién de la ficocianina
a todas las temperaturas probadas. En todos los casos
se estimo el tiempo en el cual la concentracién de
ficocianina en solucién era 5 % (vida media) y 0 %
(degradacion completa). La vida media del pigmento
en solucién se estim6 en 38.7, 3.64 y 1.80 h para las
temperaturas 40, 60 y 80 °C, respectivamente. En ese
mismo orden de temperaturas la degradacién com-
pleta del pigmento en solucién se observé a las 2, 4.5
y 9 horas (Fig.1).
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Figura 1. Gréfico de probabilidades dé supervivencia (no degradacion) de
la ficocianina a diferentes temperaturas (K) a través del tiempo.

Una vez obtenidos los tiempos de falla del percen-
til 50 (vida media) se hizo una estimacién de la vida
media del pigmento en solucién a 20 °C (253.15 K),
4 °C (277.15 K) y 25 °C (298.15 K) utilizando la ecua-
cién de Arrhenius. Es decir, se determiné el tiempo
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en el cual se degrada el 50 % del pigmento contenido
en una solucién acuosa de ficocianina al 10 %. Los
resultados se muestran en la Tabla 1. Estos resultados
son congruentes con los reportados previamente por
(Moreno Garcia, 2016), quien reporta que la C-Fico-
cianina es bastante mas estable a temperaturas bajas
que a temperaturas altas. Cuando esta proteina se en-
cuentra a -20 °C (congelada) y 4 °C presenta una gran
estabilidad, ya que esta apenas varia al pasar una se-
mana en almacenamiento; mientras que cuando se
encuentra a 25 °C y 37 °C y pasa el mismo tiempo,
pierde totalmente su fluorescencia.

Tabla 1. Determinacién de la vida media la solucién de ficocianina al 10 % en
solucién acuosa a diferentes temperaturas

Temperatura Vida media (h) Vida media
(aflos/dias)
-20 °C (253.15K) 20,064 2.5 aios
4°C(277.15K) 1,072 45
25°C(298.15K) 121.6 5

Por su parte, Kannaujiya y Sinha (2016), estimaron
una vida media de la ficocianina en solucién buffer
de fosfatos (50 mM) de 18 dias cuando la solucién se
almacena a 25 °Cy 111 dfas cuando se almacena a 4
°C. Los resultados son diferentes a los obtenidos en
este estudio por dos posibles razones: 1) la solucién
buffer ejerce un efecto estabilizador en las proteinas
y 2) la metodologia utilizada para la estimacién de
la vida media es diferente. Es importante considerar
que el estudio aqui presentado utiliza la metodolo-
gia de las pruebas de vida acelerada estadisticas y la
ecuacion de Arrhenius, siguiendo un modelo de ace-
leracién empirica Escobar y Meeker (2016), quienes
recomiendan este tipo de modelo para ajustar datos
experimentales de falla de productos. Por su parte
Kannaujiya y Sinha (2016) utilizaron una cinética qui-
mica exponencial de primer orden, que de acuerdo
con Escobar & Meeker (2016) corresponde a un mo-
delo de aceleracién fisicoquimico.

Conclusiones

Las pruebas de vida acelerada muestran que la so-
lucién acuosa de ficocianina debe almacenarse en
refrigeraciéon (4 °C) y de preferencia a temperaturas
bajo cero (eg. -20 °C) para prolongar la vida de ana-
quel del pigmento. Se requieren otros estudios para
determinar la vida de anaquel de la actividad antio-

Estimacién de la vida anaquel...

xidante tras el almacenamiento cuando se trabajan
soluciones de ficocianina, ya que entre los valores
agregados del pigmento se ha reportado su capaci-
dad antioxidante, la cual podria verse afectada por la
temperatura.
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