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Actualmente el uso de aditivos alimenticios es indispensable , en 

la �laboración de Productos procesados. permitinedo así una 

,.,.olonqación en la conservación de estos. 

!Jno de los conservadores mas utilizados en el procesamiento de 

alimentos es el Benz,:�ato de sodio. debido a las propiedades que 

vresen ta. como es evitar el enmohecimiento. la putrefacción v e 1 

crecimiento de bacterias Patógenas. El empleo de dicho aditivo 

se Puede constatar en la maYoria de los alimentos. como son 

salsas. jugos. embutidos. conservas Y otro�. 

Por lo tanto es de qran interols el estudio de dicha sustancia 

.. ara que de este modo ,u utilización sea mas confiable. va que se 

-1-



,· ,,· · ·  

ha encontrado qu� el usco de este Presenta un riesgo potencial d� 

';ancer debido a que se acumula en las proteínas del organismo. 

La utilizadón de la Prueba de SalmonellaiMicrosomal o Prueba de 

tmes. �!i una t���nica que permite determinar si una sustancia 

quimica es o no mutaCII:!nica. va que es una prueba que presenta gran 

:.�ns ibil idad. dando resultados que se Pueden tomar como base para 

estudios Posterior�:.. 

La ljtilización de esta t�cnica es de suma i1111ortancia Para probar 

un '!lincímero de sustancias químicas utilizadas como aditivos 

.i:tlimenticios de consumo humano. 
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El �fiocipal ob .i etivo es Probar si el Benzoato de Sodio tiene poder 

mutag�nico sobre las cepas TA 9í. TA 98. TA 100. TA 102. de 

Salmone lla typhimur iunt. 

Como objetiv� secundariCI�: 

E�taodarizar las condiciones OPerativas de la Prueba de 

Salmonella/Hicrosomal. Y dejar esta tfcnica ya establecida como 

priJeba de control de calidad en la rama alimenticia. 

Comprobar la eficacia del método de Salmonella/Kicrosomal para 

verificacion de qenotoxicidad en conservadores de alimentos. 
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IIIPOIESIS 

El Benzoato de sodio es Mutagénico en el sistema � 

Salmonella/Hicrosomal para las cepas TA 97. TA
. 
98. TA 100 Y TA 

102. 

. ··� 
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ANTECEDENTES 

En l<� <�Plicachin �istelii<Ítica de una prueba mutacional Para la 

u�teccíon de earcinüqenos se emPiet:i Saimonella tvPhimuriUJ!!. 

, •• 1 • 

·} . 

este trabajo comenzu en l96o con una publicaciun d� ill'lll!� Y 

Whit f ie Id . 'f llevo a desarrollar le• que es ahora Prominentement!! 

r;r.moddo como prueba de Ames o Prueba de Salmoneilaimicrosomal. 

Es el m�todo mas usado por StJ validez Y su alta eficiencia para 

•;OillPuestos han stdo en·�ontr.�dos debido a la sensibilidad que 

Presenta (Harc•n and Ame�. 198.301. ildemas ha sido usada para 

determinar mutaqenicidad de mezdas biológicas v cOmPuestos 

ambientales <Haron and Ame-.. 19S3}. 

El !!llSavo de Saimonella/microsomal se basa en las siquientes Premisas: 

1.- Que lo� sistemas de ensaYos bacterianos ProPorcionan un 
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gficientl:! metodo para detectar aqentes los cuales podr iatr 

inleracl•Jat con el ADN. 

::..- E11 qenerai. d fiDN de h>s organismos tiene la misma 

estructura doble helicoidal r los mismos nucleótidoJa 

(�-,. 19iLi. 

Put lo tanb) la Prueba con baderi.�s es valida para la detección 

de mut<l(leno:.. lc•s cuale., tienen la capacidad de alterar 1:1l 

•naterial qen�tico en otras esPedes induvendo el hombre {Plewa v 

b�ntil�. i982� 11:nti1e � Pleioia, 1982: Ffeifelder. 1983). ade!Ms de 

causar etedo!l teratoqenico:. (Lud. 1977i. causar mutaciones en 

•.1:! l•Jl-i:. Ll':!rminales (Plewa v &!otile. i982: G.:!ntile v Plewa. 

1982). i.ududr enfermedades cardiacas IPlewa and Gentile. í982: 

Gentil� Y Plewa. 1982: Venitt Y c•:.l.. 1986). influir en el 

Proceso de envej ecimiento (Plewa r Gentil�. 1982: Gentil� , 

Pl�wa. 1982: Plewa v G�ntile. 1983: Kada.1986: Venitt v col .. 

1986j, e indud t mutaciones en cdulas som.:itica!i que puedan 
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vulvtrf!lt! •;<�ncerosas !.Ames. 1971: Ames v col . . 1973: Sugimura. 

1982: Quillardet Y Hofnun�:�. 1985: Uet � col. 1986). 

lo:� iJ�.a de que e� lulas cancerosas derivan de células normales a 

traves de tnutaciones som;d icas tiene un<� larqa historia v fue 

.,uq�rida desde i928 P•)r Brawer {Suqiml.lra. i9S2l. E.,ta idea se 

basa en observ.:�dones que muchos mut.jqenos detectados en siste��a., 

bacteriano!> han mostt·ad(l set earcin;_,qenos. Adema� un numero 

considerabh de muti:lqen•)S detectados Primero por la Prueb.a dtr 

han P•)S ter iormente ser 

carcinoQI:!nica; en Pruebas con anim.:�les i.Aillt!s. 1971: Ames Y 

t'amasaki. i975: Ames. i9B:3: lilr•)n Y Ames . i983i. La PrinciPal 

limitacirJn de cualquier sistema bacteriano Para detectar 

tDetabolismo de los mami teros Para ia activaci6n de carcinógenos 

v<:� que 1'.1 iorJM activa de muchos de estos cOIIIPuestos es for11ada 

en !? 1 mehboli smo de los mamüeros (AIIR!.,, 1973}. Estudio11 
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r�·:liil<tUO!! 1.h:ntro d:� ':!ste tiPo de trabaJos IAtJestran que ciertos 

sensibilidad POt incubaciun d"" la bacteria en Presencia d"" 

l.ab�t mencion<it que en la carcinc·q�nesh s"" reconocen vado11 

Pa�C•l>· enh"" lo!! qu"" destacan la inieiacion Y la Prornvciun 

StJqimut <� U98.Li. 

L:1 tJfutiiOCivn 111) �st<� liqada necesariamente a cambios en d ltDN 

íSJJQilllura. i 982). Y ¡¡arece involucrar Prol iferacio:in celular (AIIIes 

Y col •• 19871. Si las c�lulas animales han sido iniciada11 POt 

mut'i'lenc•s endtAenos o ambiental""s. la aPlicacit.Jn de un proraotot 

-8-



tno.:r �����nt.'J.t'<i lii tucidencia de tumores. Asi. COGIPuestos con 

.o1dividatl ilromotora 1 �in .o1ctividad muta�nica Pueden 

dasiiicarse como carcinuqeno� (Sugimuto. 1982i. 

consisha en aqreqar �1 muhqeno directament� a una (;.alld d� 

bacter ia� s•:Jbr,., una Placa d� aqar 1111n imo e¡ luco!>a u ti 1 i zand'-' 

microorqanismo� qu,., tuvie·ran roa::. ;en;ibilidad Para detectar 

Jiil:m�ntes d.;¡ses de mttt<tqenos. Ld sustancia a Prueba era puesta 

�::u t:i ·�tmtro de la j.l!.�ca de dQiU' que ha sido sembrada con 

(A��. 1971: Ames v ·vama!.ah. 1975.1. �·i el muhgeno pued� causar 

la lll!JtaciiJn padiculat, que ProvcoCI•Jt- üna reversi1Jn en �::1 qenotn<t 

bacteriano. eso le dar<� caPacidad a dicha bacteria dJ? cr�::�.·et 

tormat una colonia. itsi un circulo d� colonias (his+.\ apatli!o.:�t� 

alrededor del Punto de aPlícado.•n del mul<tgeno desp�s de dio ' 
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dlt!I.ÍLu tle im.:ubad•:Jn \times. l97U. S'= Pueden Probar de esta manera 

·�onoc:.;¡ ahora como PnJeba Puntual (Maron Y Ami:!!>. 19831. 

ti 11<tdir de '=ntonces diferentes metodoloqias han sido emPleadas 

Para exPoner a la baderia a aqentes de Prueba Y para evaluar un.s 

En 1973. Ames v sus C•)laborarlores Publicaron un protocolo en el 

qu'= incluian un hollk.1<1enado de hiqado el cual se centrifuga 

utilizando solo el sobrenadante al que se le conoce como frac·�ion 

S.,.Y: usando esto como J.;¡ me.ior fuente de actívacion metabólica 

Para l.:.! deteccion de tJna qran variedad de carcin(Jgenos que 

requieren este tiPo de adivadon (liaron r Ame!>. 1983}. va Qt¡e 

ciertas sustancias neo son �Jtaqenicas Por si solas Y requieren 

ser activadas Para Poder exPresarse como mutaqenos. activando asi 

a ltn promutaqeno en mut;J.qeno (Plewa Y Gentile. 1982: Plewa '1 
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Gentile 1983.!. Haciendo la Prueba con Y sin la mezcla S.-9. Hucho11 

¡.�romut.Jqenos 110 Ulostrahan actividad mutaqenica en estudios 

anteriores. resultando ser Positivos con este nuevo �todo de 

activaciun mehb•Jlica O:.:ier v •:-ol .. l%6.i. 

Una de las modificadones en l.:i metodoloqia ftJe el llamado ensavo 

de incorporacion en Placa el cual consiste en colocar la 

iracck•n S-9. la bacteria Y h .,;ustancia a Probar en diferentes 

o.:oncentr'lciones. 1:1n un tubo con 'lQar blando al que se le ha 

aÑadido trazas de histid1na. se mezclan Y son Puestas en la 

li'JPeriicie de la Placa de aqar m1nimo conteniendo qlucosa i.aqar 

basei. Las placas son incubadas a .37o(. de 2-3 dias. fn las 

11r"1meras horas toda la Pobladcin de baderias auxotrofas crece en 

l)t'esenc 1-3. de 1 o:OIIIPUCS to a Prueba y de la Ule zda S-9 

metaboli•:-amente �ct i va h.uta que toda la hi stidina es consumida. 

desPues de 1:1sta fase de crec1miento auxotrcofico. solamente 

-tQUelhs ce lulas que manhtvieron sus mutaci•)nes de reversión a la 
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mutacir..n existente Para histidina continuaron el crecimiento Pat<t 

iurmar ·�oiontas visibles de Prototrofos <his+) tHaron v Allles. 

1983: 1\ier Y col • .  19&: Venitt Y col.. 1986). 

En d caso de que se observe �n una Q dos de las concentraciones 

de las sustt�nci;:¡s de Prueba. un d.:1ble o un triPl� de colonia11 

r"l:!vertantes (las cual12s cre·�en -ó•:>bre la capa de colonias 

a11>:útrota!. v sobresalen Por su tamuÑol que en el control. indica 

l9S7i. r1hora bien 12n caso de una respuesta positiva o sosPechosa 

(si no el doble o triPle de •:olonias revertantes. que sea un 

11U1Dem �!�vado al r.�nq,:¡ de reverhntes espontaneas de cada cepa) 

11� úebe ·�QmPt"Qbar una relaciun dosis resPuesta CQn un ranqo de 

•;unc�ntractones mas estrecho íHaron Y Ames. i983l. 5i no 

existiera la CaPa de colonias auxotrotas. esto indicaria un nivel 

toxico de la sustancia para la bactet ia. 

-12-
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¡-·ara darle una mavor sensibilidad a la Prueba se hace un pequeÑO · 

..:allbio al �ns.avo anterior. el cual fue descrit.) por Vahaqi en 

1-975 r lo denomin•J ensaYo con PrP.incubaciun (l'laron v A�!>. 1983}. 

metc•doloq¡a qu>:! ha Probado ser de mavor sensib ilidad 1:! ir.du!>v 

diUCh•)S mut.;¡ qenos se han detedadü �olamente con esta modificación 

i.Suqimura. i982: 11mes. i985i. Eota variac ión radica en la 

incubaciun di.:! l.a baderi.;¡ en Preseneia de la sustancia a prueba ' 

,_¡� Id 111ezc h ..:on e 1 .,¡qar blando Y haeer e 1 vadado sobre e 1 aqar 

ba) ... teni;:ndos� d,.. esta manera me.jores resultados Uiaron ., lime�. 

t�cnka utilizada en muchos laboratoric·� \Suqimut <t. 198-3). 

Un !laso Pr-evl•) a hh dQs anter iores es la Pt"ueba Puntual. la cual 

sirve para probar varias sustancias en un.;¡ sola placa haciendo el 

lr"aba.io 111as f<i Pid•), ta QIJe �:�ste ensavo es utilizado para 

!>t:!l�c...-i.ouar d dQUellas �ustancias que nos havan indicado un 

resultado Positivo. d... esta manera se eliminan las qu� dan 

�13-
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resultado neqativt.•. pasando a la incorPoración en Pla..: .. ..:un 

Preincubaci•Jn Para a!li coniirma} el resultado qul! se obtuvo en 1<� 

�o�rueba a.lli1JbJa1 Por .;er esta solo un ensaY•) de se lección del cual 

el investiqador Puede presindir de acuerdo a los intereses QUI! SI:! 

tenqan l'a que .. e usa cuando se tienen muchas .. us tanc ias Para 

Probar. 

f<tnto l<� �o�ru11ba como las cePa-s han ido evolucionando a lo larqo 

del tieiJli.iu, 

t\1 ini.•;i•.• del desan·ollo de 11sta Pru�ba Állles Y sus colaboradores 

eu 19iL caracterizaron un qran nümero di! ceP.!lS di! Salmonella 

hPhimuriulll la .. cualel> tueron !!decclonada!l Por su habilidad patd 

•lt:!lt:!dar dift!rente-s aqentes 111uta�nicos. E!!tas •:epas tienen 

diterentes tiPos de mutaciones en el oPeron de histidina U'laron r 

Ami:!... 1'�83: Kie} Y col.. 1986: Ven i H Y ..:o l.. 198ói • 

-14-
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Err 197J aparecen tres de la2 cinco cepa, QU!:! ,� utilila1r !:!h !:!1 

l:!lb<sto. 1.1•JI! ':oQn la fA 1535. TA 1537. TA 1538 (Ames 'i col .. 1975), 

Posteriormente aparecieron en 1975 las cepa<,; TA 100 t TA 98. 

oJ�rivadas de lo:�s CI:!Pa':i TA 15.35 y TA i538. 

Tale<,; cePas detectan mutaciones quo? restablecen la capacidad pare� 

.,i l!:! t ilar h i, t id ina y Permite e 1 ·�n:!cimiento de revertan tes 

manilestada., comu colonia .. visible., en un medio de crecimiento 

ueih:i!:!nte de histidina. Oi•:has mütaciones pueden ser induddas 

POt aqent!:!!l capa•�>.!!! do? revedit la mutaciun de histidina original. 

d!:! estl:! modo o?sta., cepa., poseen la habilidad d� detectar 

IIIUl<tQenos que carJsan .. us ti tuc iun de Pares de bases a.,;i como de 

o.:ur'r" irAil:!nto de estructura dePendiendo de la cePa que se utilice. 

Cabe mencionar QU!:! alqunos mutaqenos atectan solamente a cepa, 

qrJe detectan corrimiento d� estructura o bien cambio di:! ba2!:!1 .. 

-15-
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si11 embarqo muchos mut¡¡,qenos Pueden atectar ambo!» tiPo!» de cePall · 

(Alll>:!� .. 1983: �:iet r •:u! .. 19'd6: VeniH r •:ol.. 198ó). 

En <túicillll ·1 1.-:� u1titadon de histidina las cePas contienen otras 

1Dutaciones que aumentan su caPacidad Para detectar mutaqenos. 

La mutaci1Jn rta : radka en la Permeabilidad de la Pared 

l i�>uPOlill<t•�<� rida que r"ecubre 1.:1 superficie de la bacteria 

Lll�r"ementando la Permeahil idad a mol�culas de alto peso molecular 

que no penetran en una Pared celular normal (liaron y Állll!ll. 198..3: 

1-..ier 1 col .. i986i. 

L"' utra tAUtaci•.Jn uvrB: ·�onsiste en la incaPacidad para reParar 

1oediante escisiones daÑos en el ADN. resultando asi mas sensible 

en la detecci1.11 de muchos mut<t��eno11. Por razones t�nicas estd 

mutacion se extiende hasta el gen Bio Por lo que esta bacteria 

-lo-



requiere de biotina p;¡ra su crecimiento tHaron Y Ame�. 1983: -� 

r ramasaki, i9i5: l�ier v C•Jl .. i98ó). 

La •.Jltima modificacion QIJe S€! le hizo al ensaYo d�e 

Salmonellaimicrosomal íue la introducdon del Plasmido PKMIOl 

(t actor RJ. e 1 cual incrementa la mutaqenicidad quimica Y 

esPonhnea aPOYando un sistema de reParacioo del liDN PrOPenso al 

error. normalmente presente en estos orqanismo�. Tiene ademas un 

.:¡en de res1stencia a amPlCilina que sirve como marcador, 

Posteriormente se dearrollaron dos cepas nuevas. adicionandoli!i 

al jueqo QIJe se tenl.a: estas cepas son la TA 9i <TA 97a) ) Tit 

l•J2, las cuales son u1as sensibles Para la detección de mutáqenos. 

que anteriormente no se detectaban (Maron Y Ames. 1983: Levin Y 

r;Ol .. i982a. i9B2b. 1984: Kier y col . .  1986). 

-17-
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lo� ,nutaciones esPecificas en el qen marcador de las cePas 
:
TA . 

·;7a. Tri 98. TA li)O Y TA 102 son las siquientes: 

TA 97a: tsta cePa lleva la mutaci0n his 06610 (levin Y col •• 

1982L 1<� cual esta en el qen hislt. consiste en uno 

mutaciQn de corrimiento de estructura l+4.1 resultando 

�n üfla corrida de seis citostnas "como punto caliente• 

Par� reversi!Jn Por mut.:tqenos que muevan la estructura 

de modo que se establezca la lectura correcta del gen. 

la •:ePa tiene tjn sequndo Punto caliente de Pares 

alterno� OC Por lo que tambhm Puede revertir POt 

algtJn01> de los mutaqenos que reviertan a la cePa TA98 

(liaron v Ame�. 1983.i. 

fH 98: Ti�ne la .utacion hisO 3052. Es una mutación de corrimiento 

de estru·�tura (-1) cercana a la secuencia -cGCGCC.c&-. la 

-18-
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cual sirve como P•mto caliente Para captar las mutaciono 

de o.!ornmiento de estructura que puedan restablecer la 

lectura correcta Para la síntesis de histídina <11aron ., 

AIIP:!.,, 19831. 

r,; 100: Ll!:!va la muta.cio:.•n his G46 l:!n el qen que •:odifica Para la 

Primera enzima en la biosintesis de histidina: estd 

mutacion consiste en una sust itildvn de Pares de balies 

AT-GC. cambiando la leucina (CT(;) de la cepa silvestrl:! 

11vr �>r'olina (Q::Cl en la cePa milhnte. E&ta cePa detecta 

mut�qenos que causan sustitucion de Pares de base., 

(Venítt Y cC�l .. 19&: �ron Y iiDi>:':l 1983j, 

TA ió2: E.,ta cePa lleva la mutación his G428 en el Plásmido de 

multicOPia P��l. Esta mutacivn es un cambio de Pares d� 

bases de Gt-AT tmutacivn ocre} en el gen mutante (Levin Y 
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·�•JI .. 19821. E�t<t ceva deteda PrinciPalmente mutaqenos 

oxidativo�. 

f•Jdas las •.!ePas �Wncionadas tienen un ranqo de reversion 

esPonhnea que son caractensticas de •:ada una de las cePa� v �e 

exPresa como el n!Jmero de revertantes esPontaneas Pc•r· Pla..:a 

(Haron v ��. 198.3: lúet Y col .. 19&ij, Las colonias reverhnt�� 

resaltan sobre la capa de c•:>lonias auxotrofas !.visibles solo en 

el microscoPio esterosciJPico o como una cierta OPacidad en la 

Placa} Por· su tamaÑO. E.ste ranqo de revertantes deb� revisan.� 

•;untinuamente 1 debe �er 111as u iAenos constante en iJn illismo 

laboratori'-'· 

lu� r:<litl.lú� que !Je citan a continuac1on se obtuvieron de varias 

iuent��; 

r.; '174. 9l.r·i8ú {�ron v Ames. i983i: TA 9B. 15-60: TA 100. 75-

-2(;-



200 \Kiet 1 cul • .  1986); TA 102. 240-360 (An��. 1985j, 

Ú!:! r�ta Y •:of.:�dores \mezcia S-91. L•J� r"anqos pueden vanar un 

Poco al aÑadirse la mezcla \11aron Y 111111::� 1983). (..omo Punto final 

o;csbe 10encionar QUe las llrUebas de i:lenotoúcidad en bacterias SOn 

IJtiles Para la identit icaci;_,n de Posibles carcintJC�enos del tipu 

iniciadot \ArO!:!�. 19i1: Haron Y II!Jll:!�. 1983. Quillardet y HoJnuw,¡. 

i98!:i; V!:!uilt Y ·�·.li.. i98ó!, -iURQUe SJ.igimura U982J suqiere 

inc hlir Prueb<�., d�t carcinoqenicídad utilizando aJquna., vece!> 

J.lr"omotore-:; de tumores Para identificar compuestos c01110 

IIENZOr\TO lE SOOIO. 

El ..,, t!llt!ub:! lr aba.iQ lit! t!nfocó PrinciPalmente en e 1 &nzoato de 

sodiu. 

-.!1- ' 



1-'ot d�l inic i •Jn ; L·:o� adit ivo� alimentidu-.. -.uh -:.u-.law.:i�-. 

... ui1nio.:<t-. -.1u v<�.iur nutritivo) Que -.e aÑaden a los alimentos C•)n el 

iiu JI! tnod i i kar" -.•..ts llfOPledades \sabor. color. aroma. l!ntre 

otro-.i ., tacilitar �� Proc�-:.o di! daboraciiJn. La clasificaciuu 

general d., lo-:. aditiv•:o"' .. � Pued� ob�ervat en la Tabl<� Wu. 1. 

P<�ro:� t!Vitar 1<� -:�ltt!r·acion m icr·�iana de los alikntos se utilizan 

... .�..,l<iw;i<�., QUe reciben el nombre qeneral de c•:.nservadores. 

El l:!enzoato dt! sod1o l:!'.i un aditivl•. d cual se cla-.ifica denho 

Ut! lo"' •;•JII':it!r vadores ,. es uno de loJs mas enu:J leados en una qran 

variedad dt! alimento-:. d>i!bido a las diterenle!> Propiedade-. QUt! 

enmohecimiento. Pulret accüm t! inhibicio:in del crecimiento dt! 

bacteri.s"' PatiJI.It!lld-.. 

-l.2-
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TABLA No. 1. CLASIFICACION GENERAL DE ADITIVOS. 

CLASE. E J E M P L O S 

Acentuador de sab•)t Acido Glut;�mic•:.. Glutamato monosudh:v 

Acidulantt: 

imt iac¡lomer antt: Silicato de C.alo:i•:.. L.arbonatc• de maQnesiv 

ilnt iesP•Jmante Acido úecanoico. Acidos Grasos 

Antioxid<�nte Acido Ascc•rbico. Bu ti l hidroxiani sol (BHA) 

Anti salpicant�:: Monoestearato dE! Glíc�rido. Sal de Sodio 

C.Olorant�:: .. Ro.io Eritrosina. Azul lkillantt:t 

C•.mservadores BENZOATO DE SODIO. Sorbato de Potasio 

Emulsivos Ledtina. MonoQlicerido .. 

Almidones. F�culas 

Estabilizadore.. Gelatina. Hetil-celulosa 

Ealzimas PePsina. l-'aPaina 

Albominas. �JctlaQo .. 

Gasificante .. Bicarbonato de Sodio. Acido Tartarico 

Humectante .. Glicerina. Triacetina 

u:<idantes Bromato de Potasio. Dióxido de Cloro 



El &enzoatc• d,.. sodi•.• 1!1> un sulido blanco. cristalir•o casi ino&nu. 

Su nombt"l! qutmh:�•; �nzoal•J 1oudh:�·· 1><1! !>udio.:d d,..I itc. 

bencenocarboxilio.:�·· 1oal s;Jdica d,..J N:. Tenilcar!Juxilio.:u 

(Windhul..:. 197oi, 

E!> •J1>dÚu <llflP 1 Ídtnen te l:!ll la o.:IJnservacÍI.IIl de aliraentos addos. En 

liO alimenh• con PH di! 7.v. los benzoatos son meno1> efectiv�·1> qu,.. 

,.. .. •Jn <d i111ento dddo con un PH cer·cano a .3. 

ilo.:b.1i.lllnente lo1> nn·e les •jsar.los de 1 Bl!nzoato de sodio son maxi10 

0.14 lDziez-1L 198óJ. tn cantidadt!1> d�: 0.5 qr por· dia no Produo.:t! 

���anif1:!1>laciones h•XH�as en el homhre i.Primo. i982). 1>in ,..ffll1arqo 

Fr,..Jdvilli:! d977}. d.•:ün1>e.i<1 QUI.! ¡;;or fazones l!enotciKicas sea 

�f�1ibido. va que ,..�iste un riesqo Potencial de cancer. debido a 

que se fija en las Prote�nas d!!l orqanismu. 



·. ·� .. >''. ·� 

En J.:¡ Tabla No t. Podemos
"
observar las apÜcaciones que tientf tfl 

St!nzoato de sodio �n los alimentos. 
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TABLA No. 2. APLICACIONES DEL BENZOATO DE SODIO EN AliMENTOb 

APLICACIONES 

Bebida� 

Jarabl!'!l 

t\cl!itunas 

t-rul<�'!l 

Juqos. En�aladas 
(..erez.:t� 

Eu .. <tladas de Cftdcos(bJ 

BENZOATO DE SODIO (lj 

0.03-ú.OB 

0.1 

0.2. PH 5.1) 

tJ,.3(ai 

o.os-o.J 

0.(13-0.08 

Pr-oductos de .J¡Jqo de NaranJa(c/ Permisible 

Jamone ... Gelatina�. Preservadostd) Requerido 

Ensaladas PreParadas(e} 0.1 

Aderezo Para ensalada� 0.1 

0.05-0.1 

0.1 

�ldo de pescado(q) (1.15-0.35 
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a) llsada en combinacir.•n con una solucion acidulant� Y �tu 

condiciones anaenlncas Para almac�::n libre de sal ante!> de set 

Procesada1:1. 

bl Los benzoatos Pueden e:<tender el tiemPo de almacenamiento de 

ensalada1:1 cdrica1:1 rerriqeradas Por varios meses cuand.:• son 

indutda!> en la caPa d�:: alm1bat suPeri•:Jt. 

d 1-'ermitido-:. en Pr.:•dudos eon est.-.tndare-:. de identidad de ".íuQo 

de nanm.i a con Preserv.:tdc·r". ".iuqo de naran.i.:t concentrado con 

"r-eserv.:1dor". prov1st.:• qu,� ia etiqueta incluva la lista de 

Prod,Jdo;,. el Porcent .3H: Por P2SO de 1 Preservador Y e 1 nombr�:: 

del &Ji Sino. 

d1 La bd-1.tina de fruhs Pt·eserv.3das t ,J.imones que son 

artiticialment�:: end,JlZ.;\do� Pueden •:ontener arriba de ü.li. d�:: 

B .. nwato d11 S•Jd i•:.. 

,.) v.ii. es Permi tldo en Producto!> con •Jn PH menor que S. t.:, 

ii 1:.1 �nzoato di:! Sudio Puede ser usado en marqarinas a un nivel 

Qu,. no exceda d .. i),li. Por Peso. e>�Presado como IlC. Benzoico. 

!.IJ El 1'1!-:.cado es 1nm':!rso en una soluc k•n de Benzoato de Sodio 

a.iustado a un PH d� 4.0 con iiC. Ci trico d,. 3v segundo1:1 a 2 

minuto:.. Pued.. ProlonQat ,.} tiemPo d,. almacenamiento d,. 

1J1:!1>Cado Plir vados aÑos. 

\. 

\ 
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tEDIOS Y SQ..OCIMS 

flacas de Miar ttltritivo 

U11o: Prueba de Genotipos. 

a).-Sensibilidad a cristal violeta rfa. 

b).-Sensibilidad a la luz UV uvrB. 

Component1:!11 g/litro. 

i�ldo nutritivo O:<oid No • .2 .25.0 

NaCl 5.0 

� agregan los inqredientes a un matraz de 2 litro� y se 

1:!11teriliza Por autoclave. 121oC durante 20 minutos. Se vació en 

la� Placa� de Petri. El medio de cultivo fue usado 

inmediatamente, o bien almacenado a 4oC por varios dias. 

-.28-
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Mar Blando. 

Uso� Confirmaciún de qenotipos Y ensayo de muta9enicidad. 

Cu111Ponentes 

Aqar 

NaC.l 

q/lúOml 

0.6 

0.5 

', '1. 

Se esterilizó Por autoclave a 120oC 20minutos. la preParación se 

realizo j•Jsto antes del ens.arv. 

Cristal Violeta. 

Uso: Prueb.a de confirmación a la mutación rfa. 

ComPonent�t., 

Cr h tal violeta 

9/lOÜihl 

0.1 
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SI! ui!!u�:dve �:�1 t:dstal violeta en agua est�ril. se preParan 

solamente 10m! de la soluci�n de cristal violeta Y se almacenabd 

en botellas de color ambar d 4u(.. 

Medio Vogel Bonner. 

Uso: Agar mínimo qluCO!!<t:. 

Nota: E!!te medio fue modificado del medio descrito Por <Haron y 

Am�:�!!. 1983}. el cual Presentaba una concentración de 50X. en 

lugar d�:� la concentracioo 25X. usada en este trabajo. La razón 

POt la cual se OPtiJ por di luir. fue la cristalización qu�:� se 

presentaba al Preparar la !!Oluciutt. 

Gomponent�:�!l. 

tl\IU<l .f5oC 670 tnl 

1'14So4.7H20 5.1) g 

tkidü Cítrico 50.0 9 

�2HP04 250.0 g 

NaH2 P04.H20 5i.7ó fil 

NH40H 28 %/25=0. 9 58.2 11 

,, 
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La!! sales se di sol vieron en e 1 orden citado. en un matraz de du� 

litros disolviendo uno a uno. Los dos liltimos reactivos se 

mezclan aParte en un poco de agua Y despu�s se aÑaden el resto d� 

la solucion aforando a 1 litru. 

Un<� �I!Q•.mda ID•)dificación al �todo. •:onsitiéi en utilizar 87.5 9 

O!! íu:oiato de sodio v amonio que sustituía a los últimos dos 

comPonentes quedando la misma concentracion de nutriente!!. La 

soluciün se esterilizo en autoclave a 121oC 20 minuto!!. 

61Uf051 401 <PesoívoliJmeh). 

Usos: 

<&).-Aqar 11fnimo qlucosa 

b).-Placas maestra� 

-31-
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ComPonent�ll P�ra 500 1111 

D-41UCOS� �nhidra 2!)0 g 

A<lua destilad"' 300 mi 

s� !:<�l!:!nt0 el aqua para disolver la ql•lcosa, se aforó entonces a 

500 rnl !:On mas aqua destilada Y se esterilizó en autoclave a 

121oC durante 20 minuto11. 

Alorti9uador Fosfato de Sodio 0.2 H. pH 7.4. 

Uso: Mezcl� S-9. 

ComPonentes Para 500 111 

0.2 H Fosfato monobásíco de sodio <NaH2P04.H20) 

í. i3. Sq/500 ml) 60 111 

0.2 H Fosfato dibásico de sodio (NaHP04J 440 111 
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Las cantidades de cada solucion son aproximadas.
· 

si el PH era IUY 

bajo. se aqrego mas 0.2 de fosfato dibásico de sodio hasta un pH 

d� 7.5 � viceversa. Se esterilizó en autoclave 121oC 20 minuto� 

almacenándose desPu�s a 4oC. 

Plaeat Atar Mini10 Gluco�a. 

Uso: Ensavo de mutagenicidad. 

CUlDPonentes Por litro 

15·9' 

&!les VB E25X 40 ml 

Glucosa 50 ml 

15 qramos de aqar fueron disueltos en 930 ml de agua destilada en 

un matraz de dos litros. Se esterilizó en autoclave a 121oC 20 

minutos. Se agregaron las soluciones de sales y glucosa aforando 

a i litro. 
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Solución de AIPicilina <8 19/1l Na(ll 0.02 N> 

Usos: 

41.- Placas maestras Para cepas con factor R 

b).- Prueba de resistencia a ampicilina. 

C.Umponentes 

AmPicilina 0.8 9 

Hidr�ido de sodio (0.02 Ni 100 11 

&� �feparaban solamente 10 ml de la soluci6n de ampicilina y se 

almacenaba en botellas ambar a 4oC. 

Solucion de tetraciclina (8 aq/1l HCL 0.02 N> 

-o�J,-Prueba de fesistencia a tetraciclina 

b).-Placas maestras de la cepa TA 102 con el Plásmido pAQl. 
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Componentl:!il 

0.8 q 

Acido clorhidrico 0.02 N too n•l 

SI:! �fi:!Paro de la misma forma que la ampicilina. 

Placas de IIPicilina Y a.picilinaltetraciclina. 

USO!!: 

41.-Placas maestras para cePas que tienen el plásmido pKM101 y 

PKMlOJ mas pAQ1. 

b).-Prueba para resistencia a arr¡picilina/tetraciclina. 

Por litro 

Sales VB E(25X.l 40 al 

Glucosa 407. 50 ml 

Histidina HCL.H20 (4.05 g/litro ti�> .¡¡gua} 10 ml 

Biotina O. S mH 6 ml 

Solución de ampicilina (8 mg/ml NaOH 0.02 N) 3.15 ml 

Solución de tetraciclina <S mq/ml NaOH 0.02 N) 0.25 ml 



Nota: Dependiendo de las cepas a rePlicar se utilizó 

indistintamente la solución de ampicilina Y/o tetraciclina. 

Los 15 q de agar fueron disueltos en 910 mi de agua. Se 

�s ter il izo por .::�ut•)C lave a. 121oC 20 minutos. mezclándose 

�osteriormente con el resto de los componentes. Una vez enfriada 

la mezcla de componentes se agregaba la solución del antibiótico 

a usat. 

Placas histidina/biotina. 

Usos: 

a),-Aqar mínimo qlucosa 

bl.-Prueba de requerimiento de histidina 

1 

-36-

1, 



t.omPonenl!!!> Para 1 lilru 

1\qar 15 9 

Sales VB E<25X) 40 ml 

ljliJI.!OSa 40% 50 ml 

Histidina est�ril 10 mi 

Siotina 0.5 ml1 6.0 ml 

El aqar se esterilizó Por separado en autoclave 121oC 20 Minutos 

agre�:�ándose posteriormente el resto de los COIDPonenles. 

PARA EL ENSAYO DE MUTAGENICIDAD Sf UTILIZARON: 

-Placas de a�:�ar minimo �:�lucosa 

-Agar blando. Y las siguientes solucionl:'!l. 

Sulucion 0.5 1M Histidina/Biotina. 

Uso: Ensavo de muta�:�enicidad. 
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"'.:·�· .. • .e 

(;OIJIPonentl:!l) Para 250 ml 

0-Biotina \P.M. 247.3) 3(1. 9 mq 

l-Histidina <P.H. 155.28) 19.44 1119 

lo� �omPonentes �e di�olvieron en aqua a punto de ebullición. Se 

esterilizo Ya fuera por autoclave a 121oC 20 minutos o bien POt 

íiltraciún en membraba millipore 0.45um. Se almacenó en botellas 

Sulución de iales (1,65 " KCL - 0.4 " �Cl2) 

u�o: PreParaciún de la mezcla S-9. 

-38-
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Coi!IPonent�-:. Para 500 mi 

Clururo de Potasio <KCD ó1.5 9 

Cloruro de Ha�nesio (MgC12.6H20} 40.7 \1 

� �:. teri l izó Por �utoclave a 121oC 20 minutos y se almacenó en 

botellas de vidrio -� 4oC. 

Soluciún 0.1 "NADP (Nicotin Adenin Dinucle6tido Fosfato} 

Uso: PreParación de la mezcla S-9. 

CotDPonentes Para 5 ml 

NADP (P.H. 765.4) 

El NAif fue disuelto en aqua estúil v se filtró. se almacenó a-

20oC en frasco ambat. 
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Soludon Glucosa-6-Fosfato (G-6-Pl. 

Uso: PreParación de la mezcla S-9 

C•JliiPOnentes Para 10 ml 

Glucosa-6-Fosfatv 2.82 9 

� l)t"eParu de iqual forma que la solución NADP. se almaceM en 

irascos ambar a -20oC. '''
: 

'¡: 
!i 

Fosfato a.artiguador salino J a.artiguador fosfato 0.02" 

Uso): RestJSPención de colonias aisladas Para Placas ��aestras 

Uosfato amortiquador salino) 

Prueba de mutaqenicidad con preincubación sin S-9 

(Amortiquador fosfato 0.02 M) 

� � 
·ll ji 
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ComPonen ti!) 

.J.ú2 11 f•:�sfato monobasíco de sodio 

\NaH2P04 • H20> 1.38 q/500 ml 

0.02 H fosfato dib�sico de sodh• 

1Na2HP04) 1.42 q/500 ml 

Para 500 ml 

60 ml 

440 ml 

Los volumenes de las soluciones son aproximados. si el PH de la 

rnezdii era muv ba.io se af.iadfa mas ú.02 M de fosfato diMsico de 

1oodio v viceversa hasta obtener un PH de 7.4. obteniendose ast la 

soluchJII amortiguadora de fosfato 0.02 M para la Prueba d!! 

rftUtaqenicidad sin S9. En .:1 •:aso del f•:�sfato amortiguador salino 

(0.02 M fosfato 0.15 M NaCI.l. las soluciones de cada fosfato se 

hicieron en 0.15 11 de NaCl a.iustando el PH despues a 7.4 del 

mismo modo antes descrito. Se esterilizo en autoclave 121oC 20 

minutu.,, 
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Caldo lll.tritivo 

u�o: Grecimiento de cepas Para pruebas de genotipos y de 

muta�enicidad asi como para preparar congelados permanente� 

a -70of-. 

C.umPonentes 

Caldo Nutritivo Oxoid t�. 2 

Para 1 litro 

25 1:1 

� ��teriliz6 en autoclave a i21oC 20 minutos. Se utilizó este 

•nedio Por ser el que recomienda Haron v Ames U98"3). preparándose 

de acuerdo a las instrucciones del paquete (Oxoid nutrient brotb 

No.2). 

PreParación de la �ezela S-9 ( Sobrenadante de homogenado de 

hi qado centrifuqado a 8700 rPm mas cof actores). 

Uso: Ensavo de mutaqenicidad. 
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ComPonente"' 

Amortiquador fosfato 0.2 1'1 

Sales JliQC12-KCl 

tJ-6-P 1 1'1 

NADP O. J 1'1 

F f.!cció n S-9 

r1qua destiLada 

Para SO mi 

25.0 ml 

1.0 ml 

0.25 tal 

2.0 mi 

10.0 ml (100ul/Placa) 

11.75 ml 

Lo� componentes se agregaron en orden sitado. de modo que la 

fracción S-9. se aqreque a una solución amortiguadora. La mezcla 

S-9 11e preParo en fresco v se mantuvo en hielo antes de cada 

�nsavo de mutaqenicidad. Despues de cada ensavo los sobrenadantes 

de la fracción S-9 Y de la mezcla S-9 fueron desechado11. 
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11ETOOO..OG.IA 

CEPAS 

Par-! ll�var a cabo la Prueba de mutaqenicidad con el Benzoato de 

Sodio. se eliqieron las siguientes cePas: TA 97. TA 98. TA 100 V 

TA 102. •:uvas características aparecen en la Tabla No. 3. Las 

�.:I:!Pas f tJeron ProPot·cionadas por el Dr. Bruce N. Ames de la 

Universidad de California. BerkeleY. Cali1. 

L<t cePa TA 97a fue enviada en el !> itio de la TA 97. Por la razón 

de que h •.iltima presentaba Problemas de crecimiento Por lo qul:! 

!>e tuvo que re•:•:>nstruir asiqnandose a la cepa obtenida la 

clasificaciun de TA 97a. teniendo esta las mismas caracteristica� 

de la TA 97 con mejor crecimiento <Levin y col •• 1982b). 
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-�---.------��-,-------.--- � --- �----- �- .. , .' --------------, 

t 
TMJLJt No • .  ;i, I..AAACTERISTICAS GENOTIPICAS DE LAS CEPAS DE PRIJEBA DE Salmon ellla fvPhimurium. 

HIJTACION (his -¡ FACTOR R TIPO DE 11UTACION da 
-------------------------------------------------------------------------�--------------------------------------

TA 'll D ooiú J.)l\!1 101 (ijfrímien t o  +4 + + 

TA 9& D .Mi¿ PKH !01 tor rimientv -1 + + 

f" li.J(! G 4o tJIJi iú1 r:ambio AT-GC + + 

TA lO.d G 42t: PKH 101 Cambio OC-Al + 

¡.lj�Q i 

-
------------------------------------------------------------------------------------------------

Nota: Lo 111utac1on hlS - :.1! refier e a la Posicion especifica del qen estructural {0 o G) del OPeron histidina. 
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aJFlESTOS ESPECIFIOOS 

El �nzoato de sodio se obtuvo del Almac�n de DroqasS.A. en 

Guadalaiara. Jaliscu. 

ANIIW.ES EXPERIIENTALES. 

L<is ratas Para la •:mtendón de la fracción S-9. se adquirieron en 

d bioterio de la Unidad de Investigación Biomédica de Occidente 

Y del bioterio d� h Universidad de (;uadalajara. Eran ratas dt! 

raza Wistar. de aProxim.�damente 200 q de peso. 

Segun esPeci f icacion>?� de 1 Dr. Ame!!. los genotiPos de las cepas 

J�berian ser ·�onf it·m.�dos: ai inmediatamente después de recibir a 

lu� cultivo�. b) euand•) se PrePara un nuevo � uec¡o de permanentes 

congelados o Placas maestras. e) cuando el n!.imero de revertanth 

por Placa est� íuera del rango normal o d) cuando exista und 

Pl:!rdida de sensibilidad a IIUt'.igenos genetalt!s. 
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cut=IRIIACIOf lE GOOTIPOS. 

Par·a la •;onfir"maci6n de qenotipos característicos de las cepas 

�:o:m las que se traba.k• se siguio:• la metodologfa que indica Maron 

v Allllill 0983i. 

&!:! OJlilizan cultiv•)S fres·�os Para realizar l-as pruebas. v todos 

los reactivos. material de vidrio. placas petri. torceps. puntas· 

de inoculación v Puntas de algodon fueron esterilizados. 

Uno de los qenotipos a confirmar fue d requerimiento a 

histidina. el Procedimiento Para la confirmación fiJe el 

siguiente: Se tomu una muestra con un isepo, de un cultivo 

nocturno de las cePas a PnJeba. 'f se hizo un trazo linear a 

traves de la Placa control. la cual contenia biotina Y carecia 

de histidina asi como en las placas con histidina v biotina. La� 

cajas fueron incubadas durante una noche a 37ot. 
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Para la cont irmaci(,n de h mutadon rJ a se coii!Probo median t..: el 

uso de cristal violeta. para visualizar el halo de inhibicioo. 

Para cada cePa se agrNó O.lml. de cultivo fresco crecido durante 

la noche anterior. a un tubo que conteni-'l 2 ml. de aqar blando a 

45oC. se agit;J ráPidamente Y se vadu sobre agar nutritivo lvet 

seccion de medios v soluciones). moviendo la placa par<� 

distribuir perfectamente el aqar blando en toda la superficie del 

agar base. � tomaron 10 ul. de una solución de 1 mgÑml de 

cristal violeta íver seccion de medios Y soluciones) Y se mojo) un 

pequeÑO diseco de papel filtro. el cual tue Puesto en el centro dt:! 

1<1 Placa con la avud.� de un forcePs. Las Plao:as fueron incubadas 

a 37oC. Despu�s de 24 horas de incubaci;Jn. la resPuesta positiva 

a la prueba. consistió en l<J ,lParid1;on de una zona clara dt.: 

inhibiciGn alrededor del disco. indicando asi la presencia d..: l.t 

mutacioo rta la cual Permite a las mol�ulas de cristal violeta 

>.:ntrar a la baderia Y producirle •Jn efecto letal. 
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Ld �utacion uvrb pudo ser confirmada mediante la exposición a la 

luz W de las cepas que contienen esta mutacion. 

Procedimiento: 

Del J.:llltivQ no:u::turnQ se rnQjo un ÍSQPO de algo:>dón y se hizo un 

trazo linear sobre 1.1 superficie del aqar nutritivo . La mitad de 

la caja tue cubierta con paPel aluminio colocandola bajo una 

lampara bactet·icida de luz W de i5 watts . a una distancia de 

.3.3 cm. Las Placas fueron incubadas a .37oC Por espacio de 12-24 

horas. El crecimiento:> bacteriano en la zona cubierta demostraría 

la presencia de dicha mutación. Pudiendose así probar varias 

cePas. tanto las que contienen el Plásmido PKM101 <el cual les da 

cierta resistencia a la luz LIV como aquellas que no lo tengan. 

Las cePas que tienen el Plasmido fuero:>n irradiadas por S segundos 

� las que no:>. por 6 sequndo), 
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PRESBI:IA IEl Pl.AStiiOO p1Qt101. 

El Plásmido P1úl. contiene el marcador de resistencia a 

<:�IRPicilina. ':!Sto fue comProbado de la siguiente manera. La cepa 

fue sembrada en lineas Paralelas sobre agar base que contenía 

amPicilina. usando el Procedimiento descrito anteriormente Para 

la confirma·�ión del r-eauerimiento de histidina. 

Una cepa sin el factor-R. se puso en la misma placa. esto como 

control para la Prueba de resistencia a amPicilina . Las cepas· 

íueron inc•Jbadas durante 12-24 horas a 37oC. 

PRESOCIA J::n. PLAsttiOO pAQl. 

E2te Pl<i2mido ll�va un marcador de resistencia a tetraciclina • 

... derlldll tiene iotearado en su qenoma un gen multicOPia. La cePa 

.; , rA 102 Podadora de �ste plasmido. se prueba en Placas con 

>iiDPicilina 'f tetraciclina la cepa JA 98 fue utilizada como 
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control \Ya qu� carecia de este Pldsmido). 

PIIDA lE REVERSI(II ESPOONEA. 

Para Probar �i las cePas a utilizar est�n dentro del rango de 

revertantes esponL:tneas caracteristico de cada cepa. se hiw lu 

siquient..-; 

, &! tomaron ú. i 1nl de •:ultivo de i2 horas de aecimiento en caldo 

' nutritivo d� cada cePa reaislada. Y se aÑadió a un tubo que 

<; contien..- 2 ml. d..- agar blando enriquecido con soluciiJn d..-

histidina/bíotina tvet· secchm de medios y solucione�). se agitó 

v se vaciu sobre una Plac.� de agat minimo qlucosa (ver secci0n d..-

medios v solucionesj 1 se dejó solidificar. incubándose 48 hora� 

a 37o�. desPu�s de esto se hizo el conteo de revertantes 

��pontaneas confirmandose también la presencia de la capa de 

•nicr•lcolon ias. 
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AIJWDTNtiENTO lE LAS CEPAS. 

El ültnacenamiento Prolonqado de las cePas bacterianas se lleva a 

cabo de la siQIJiente manera: 

Las cepas se crecieron en caldo nutritivo Oxoid No. 2. a 37oC Y 

210 rPm durante 12 horas aproximadamente. Se combinaron 850 ul 

de 1 cultivo nocturno de la cepa con 150 ul de ql ice rol Y 

almacenados en viales de 2ml. a -70of.... Est.ls IUestras pueden 

durar apro:dmadamente 3 aÑos sin qran perdida de viabilidad. 

Las Placas maes tt·as son u salias rut inalmente en e 1 laboratorio 

como fuente de bacteria Para inocular los cultivos nocturnos d� 

las •:ePas con que se va a traba.iar mas fre•:uentemente. Las cepas 

almacenadas a -70oC. fueron Previamente desconqeladas. de estos 

•:ultivos se b)a;:, una qota, la cual fue colocada en la suPerficie 

de Placas de agar mínimo qlucosa con histidina v biotina. 
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sembrando Por estrias Para obtener colonias aislada... � 

incubaron a J7oC por 48 horas. Una vez mostrado el crecimiento se 

tomó una colonia aislada con una asa bacteriol09ica esteril Y se 

' 
suspendio en 0 • .3 ml o menos de amortiguador de fosfatos de sodio 

•:ontenid•) en pequeÑos tub•)S, Con un isoPo esteril inmerso en la 

suspensión bacteriana se traz.ar•:on 4 o:o 5 1 ineas paralelas sobt·e la 

SUPerficie de las Placas de agar minimo glucosa. Y se incubaron 

toda la noche a 37oC. Las Placas maestras fueron guardadas a 4oC 

· descartando estas despu�s de dos meses o antes. si el rango de 

r-eversiün esPontanea se aPartab.a del rango de reversion 

t!l>Peci fiC•) Para •:ada •:ePa. Las Placas m.aestras de TA 102 se 

descartaban desPues de 2 semanas. va que la reversión esPontánea 

1>!:! incrementa debido a l.a tetracidina aÑadida .a la placa para la 

retenci6n del Pl.ismido pl\!�1. Por esta razón se utilizaron lar. 

copiar. permantentes congeladas. como fuente de inoculación dt! 

cultivos liquidor. para la TA 102. 

-53-



A ¡.)arlir de las Pla•:as maestras. se obtuvieron colonias aisladas 

por siembra en estnas cc•n asa baderiolo:igica en placas d!! 

aiiiPidlina. arRPicilina/tertaciclina de acuerdo a la cepa. SI! 

lliO•:•lll• r:on �stas un o:ultivo Mdurno Para cada cepa. Una vez 

•:recido �l •::ultivo nc•cturno i.en caldo nutritivo l)l(oid No. 2). se 

mezcl;J con glicercol (Hani.�ti s '1 col.. 19'a2L congelándose en 

vial!!� d -7(iof..,. 

�ltlt lE LA FR/altlt 5-9 lll ItotiDA. 

Para lo� ensaYO':! de mutagenicidad se recomienda utilizar alguna11 

11Ustancias que induscan una 111avor concentracion de enzimas 

microsomales en el higado de las ratas (11aron Y Ame"'. 1983). Una 

U!! las )tJstancias Qt.le se recomienda como inductor es Aroclor 

1254. el cual es un potente carcinogeno de gran estabilidad Y 

puede ser de gran peligro Para los trabajadores del laboratoriu 
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<Matsuchima. 1976: Maron v Ame�. 1983). Por esta razon se decidi•) 

usar la fracción S-9 sin inducir. utilizando la concentracion 

normal de enz1ma�. 

RBUION IEL HIGAOO IE LAS RATAS. 

Se utilizaron ratas mache• de 4-5 semanas de edad con un peso dt! 

.200qr cada un•). El animal a sacrificar se 111antuvo con una dieta 

de alimento balanceado. 12 horas antes de ser sacrificado se le 

n�tiro ei alimento 11as no el aqua. 

Procedimiento: 

Las ratas fueron sa·�rifi·�adas por dislocación cervical. El area 

de corte fue esterilizada con etanol al 70-95 7.. Al hacer el 

o;orte de la capa muscular se tuvo cuidado de no cortar e 1 esófago 

o los intestinos. va que esto tendria como resultado una' 

contaminación del homogenado de higado. 
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PREPIIRACimt IR IDI&NAOO lE Hltwlt (fRACCJmt s-9). 

Todos los pasos se llevaron a C"iho a -4-oC tJsando soluciones frias 

Y estltriles asi como el material. Los hig.�dos recien extraidos , 

fueron puesto!> en reciPientes va Pesados que contenían 

aproximadamente tml de l:cL al 0. 15H. por gramo de higado Mmedo:.•. 

Un higado de rata pesa aproximadamente HHS gr. desPués de 

pesado� los higados se lavaron varias veces en KCL 0.15 H. lo!> 

lavados sucesivos en I<CL son esenciales Para asequrar una 

preParacion esh:ri 1 Y Para remover l.a hemoglobina, la cual puede 

illhibir la -�·::ciun de las enzimas Principalmente cit01:romo P45t). 

Lo'.> hiqad•)S lavados fueron transferidos a un r·ecipiente con 3 

volljmenes de KCL 0.15 M (.3 mq/gr de hfqado h;:ímedo) v se cortaron 

�on tijeras esteriles. � utilizaron homoqenizadores de vidrio 

Thomas con mano de teflon. El homoqenado fue centd fuqado por 10 

dlinutos 9000 q \8700 rpm) en e 1 rotor Sorvall SS-34. Y e 1 
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�vbrenad.ante <fra·�ck•n S-9i se extra.io en porciones de 1-3 ml v 

fue almacenado a -iüof... . 

PRlDA lE IIJT&NICIDAD Pm PAEDillttCIOI. 

La t�cnica utilizada Para la prueb<� de mutagenicidad del Benzoatv 

Úl:! �údio �-. la 11-'fMda prueba con Preincubacion. Se eligió esta. 

t�cnica Por rePortan;í!' como m<is sensibl!! o al menos igual que l11 

técnica qeneral de vaciado directo en Placa (liaron Y Alol:!�. 1983; 

L!:!vio Y ·�ol .. 1984). 11demas de que muchas sustancias han 

resultado Positiva!! solo con el pase• de la preincubaci(on 

<Sugimur.:�. 1982: Ame�. 19851. Las Pruebas se realizaron de 

<�CUI:!t"dl) •;•)n �1at·on Y Ames <i983) utiliz:and•) cultivos frescos de 

la!! cepas de Prueba con 12 horas de crecimiento con una poblacióit 

dl:! 1-2 E9 cdulas/ml en caldo nutritivo a una temperatura de 

J7uC. 210 r"PIA. l•J) lub•:os se ·�olocan en forma inclinada para asi 

asegurar la aereacion. esto) con 10 ml de caldo nutritivo. 
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SWEimt IR IIENZQ\TO lE SODIO. 

Para la vru�ba qeneral de 10utaqenicidad. se rec011ienda utilizar 

un amPlio rango de ccmcentraciones (Kier v col •• 1986). cubriendu 

dl lllen•:>s un ranqo triloqari tmico tMaron v Ames. 1983), Las dosis 

nu do:!ben ��Pararse Por mas de un fador de 5 (v,q, dos dosis por 

int�rvall) l•.•Qari tmiC•)J íkier Y col.. i98ó), En caso de 

l.:!ncontrarse un resultado !losi l.i vo o •:uestionable. debe 

confirmarsl!! demostrando una relaciun dosis respuesta utilizando 

un rango llli!S estreche• 01aron Y A11P:�. 198.3,, 

L<�� distintas diluciones del BenzQato de sodio se prepararon 

frescas Para cada ensaYo. Se preparó una solución madre do:! 

lOO mq/ml de soluciún do:! Benzoato de sodio en agua destilada. SI:! 

�t�terilizó Por filtración a traves de un filtro millipore de 

0.45 um. En �equida se Prepararon diluciones en agua estéril a 

pahir de la solucion madre para obtener concentraciones finales 
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de 10 000. 5 000. 1000. 50ú. 100 y 10 ug /placo. 

PRlOA POO PREI�IOt SIN SISTEM lE ACTIVACIOt. 

la prueba de mutagenicidad de Benzoato de sodio sin sistema de 

activación (mezcla S-9l, se llevó a cabo de acuerdo con Haron v 

A un volumen de 100 ml de agar blando se le agregaron 10 mi d� 

una soluciún l-histidina HCl 0.5 ml'1/biotina 0.5 mM (ver sección 

de medios v solljo:iones i. el cual se mantuvo en aqua caliente para 

evitar su Clelificaciún. En tubos esteriles de 13 x 100 mm se 

aÑadieron ü.5 ml de amortiguador fosfato 0.02 H. 0.1 ml di! 

..:•Jltivo bacteriano v ú.l ml de las concentraciones 

corresPondientes del Benzoato de sodio. se incubó a 37oC durant� 

20 minutos a 12(• rPm. inmediatamente desPu�ts se agregaron 2 rnl 

del agar blande• QUe se ha mencionado anteriormente. la mezcla Y 
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el agar se vaciaron sobre una Placa de agar minimo Q}ucosa. (.add 

concentracion se Prob!J por triPlicado y se incluyeron Placa� con 

v.l tnl de <lQUa destilada. t),l ml de cultivo bacteriano y 0.!5 ml 

de amortiguador fosfato (1.!)2 H. usando el agua como control 

negativo. se incubaron a JioC durante 48 horas. Una vez 

asegurandose de Que existe la capa de colonias aux6trotas se hace 

el conteo de las cQlonias revertant .. �. 

PAlDA aJi SISTBIA lE ACTIVACI(JI <tEZa..A S-9>. 

En esta Prueba se hac� exactamente lo mismo Que en la antet'iot 

con la única excePci\.•n de l.a sustitución del amortiguador fosfato 

l'•Jr' 1.:� tnezd.a S-9. la crJncentracion de fracción S-9 utilhada fue 

en base a los resultados QUe se obtuvieron en la Prueba de 

dCtividad de la fracción S-9. 

-60-



PRlEBA lE ACTIVIDAD lE LA FRACCIIW 5-9. 

Para Probar la actividad enzimática del hígado no inducido se 

usaron diferentes •:oncentradones de 5-9 llara observar en cual de 

ellal> daba me.ior resultado Y usar esa concentración en la mezcla 

S-9 Para l.a Prueba de mutaqenicidad. las concentracion�� 

ue JD.eZ•:la ttn base a los antecedentes biblioqráficos (f1aron V 

Ame). 198.3.i. incluYendo Posteriormente l.a concentración dti:' (i 

uliO.S mi de mezcla. La t�cnica emPleada es la misma QUI:! )tt 

usaria en una Prueba de mutaqeni•:idad como es la Prueba d� 

ino.:urPoraciL•n ti:'n Placa con Preincubacic•n. 

E11hten alqunas sushncias •:onoddas •:omo Promutágenos o sea que 

requieren activacion metabt.Jlica Para dar lugar a mut.::�geno�. enh� 

estas sustancias se encuentra la benzidina. la cual se utilizo en 

una concentraci<!n de 50 ug/placa. en donde se esPera se active 
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enzim�ticamenb� a su forma mutag�nica Y sea detectadd ��� }d 

' 
prueba. La actividad de la fracciGn 5-9 se mide Por el numero di! 

" revertante-. Por Placa. Cada concentraci.:Jn de fraccion S-9 deL� 

t llevar· un control con a91la Y la contraParte con 50uy di! 

L�nzidina. La adivid.�d se •:omPara al ver que concentración de S-

9 di•J maYor numero de revertantes con benzidina contra �!l 

resPectivo control. Ames v •:ol. l!n i973 menciona que la cePa TA 

1538 tiene la misma mutacion marcadora que la TA 98. Por lo cual 

se optó Por utilizar esta ultir�. 

PrePar ac i •.!11. 

Todas l<t.. -.oluciones se mantuvieron en hielo. En un tubo se 

agregaron O. 28 ml de solución MgC12-KCL. O. 07ml de Glucosa-!.\-

fosfato 0.1 H. 0.56 ml de NADP 1M. Y 7.00 ml de amortiguador 

fosfato í),2 11 dando un v•)lómen final de 7.91 ml. aforando con 

aqua est�ril a 8.00 ml. 
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A continuacivn se rePartieron porciones de 21111 de la mezcld 

4nterior. en cuatro tubos -3. los que se les aqregaron · fracciones 

de S-9 Y aqua en hs porciones que se muestran en la siguiente 

Tabla. 

Concentración de S-9 (ul/placa} O 50 100 150 200 

Ingrediente) lruli 

Ac¡ua estli!ril 
S-9 

i.5 i.l5 ü.SO 0.45 0.10 

i) (1.35 0.70 1.05 1.40 

� l-3-s diferentes concentraciones de la mezcla S-9 se tomaron 

0.51111 Para sustituir el amortiguador utilizado en la Prueba d!! 

IDUtagenicidad • .  �demas de i),i ml de cultivo bacteriano v O.lml de 

benzidina. la prueba se realizó por triPlicado Para cada 

concentracion. 
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RESlLTAOOS 

al'EIRitACI(IIIE GOOTIPOS 

Prueba de ;equerirniento de hist idina. 

La Prueba fue realizada en todas la� cePas mostrando creci11ientü 

�n 1.1-. IJl<�•�a-. que eontenian biotina/histidina a diferencia del 

-.:recimiento nulo en las Placas de biotina. En el caso de la cepa 

TA 100 -.�:: ct�::ci•j en Placa d�:: vidrio mostrando tambil!n resultados 

satisfactot iu-.. 

wui inMci.Sn de la mutacivn rf a. 

En toda� las cePa!! se Presentaron resultados confirmativo11. 

�strándose claramente el halo de inhibición. 
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Conf irmadon d� la mutac i •;n uvt 8. 

Ld� •.:�..,.,� IAOS tr ar•)n una resPuesta Positiva (crecilliento nulo en 

la part� exPuesta a la radiaci6n}. 

Presencia d�l Pl�smido PKMlúl. 

� ubs�rvo un crecimiento en las cePas que Presentaban el factor 

R im:ubadas un un medio que contenía amPicilina a diferencia de 

la cepa que se usu como control v que carecia d�t dicho factot. 

Presencia del Pl�smído pAQl. 

Le� •:�tl'<i •Jtilizada en esta Prueba fue la TA 102 la cual Presentó 

crecimiento en medio emPleado contenía 

amPici linaftetracícl i na. conf irmandose la Presencia del P l<is11ido 

en la cePa. La cepa TA 97a utilizada como control no mostto 

crecimientu. 



Prueba de revertant�:. • 

. Cumo Puede observarse en la Tahla No.4. los valores obtenidos de 

revertantes de las cepas Probadas caen dentro del ranqo de 

revertantes esPeradas. r'ePortadas Por i.Maron Y Ames. i983: Kier v 

. col.. 1986.1. Con esta prueba se afirmó que las cePas tenian los 

ranqos de reversiun característico Para cada una de ellalí. 

asequrando asi su uso en las posteriores pruebas d� 

mutaqenicidad. 

Prueba de actividad de la fracci(in S-9. 

los r'esul tados •jbtenídos en esta Prueb.¡ determinaron QIJe la 

concentracii.ln de lüO ul de S-9 Por Placa. fue la que Presentó 

maYor actividad enzimática interPretada esta POr el número di! 

revertantes obtenidos tanto Para la Prueba con Benzidina c01110 cott 

Oidoruro de Benzidína I.Tablas Nos. S v 6: Gráficas Nos. 1 v 2). . 
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fABLA No. �. NIVELF.S DE REVERSION ESPONTANF.A OBTENIDAS DE COLONIAS AISLADAS 

PARA Cf,DA UNA DE LAS CEPAS DE PRIJEBA. 

CEPA 

&il11one lli! T tPh irnur ium 

fA 97<� 

TA 98 

fA iOO 

TA 102 

aHiaron Y A�mt11. 19&.. 

biKier v col •. i98ó. 

e >Anlt!lo. 1985. 

REVERTANTE5 

OBTENIDAS 

155 i6ó i74 

'l1 22 34 

124 i3ó ii2 

304 308 275 

-o7-

REVERTM�TES ESPONTANEAS 

ESPERADAS 

90 - i80\a) 

15 - 60(b/ 

75 - 200(b) 

240 - 360(c) 



TABLA ��-'· 5. PROMEDIO DE REVERTANTES POR PLACA EN LA PRUEBA DE ACTIVIDAD CON 

LA CEPA TA 98 DE S�l111onella TYPhimurium. 

u l DE S-9 POR PLACA 
MUESTRA 

50 lúú 150 200 

C.OIHROL 34. i 24.0 27.3 24.s 

BENZIDINA DICLORIJRO 72.7 i04.3 71.0 72.0 

El IJr VJDI!Ji•J di! ���vl!d.:mtes il.Qui Presentado fue el resultado de tres Placas 

Para cada una di! la� ·�oncenh<s.eiuul::!� di! :�-'::1. 

fABLtl No. t�. PROMEDIO DE REVF.RTANTES POR PLACA EN LA PRUEBA DE ACTIVIDAD CON 
LA CEPA TA 98 DE Salmonelh lYPhimudum UTILIZANDO BENZIDINH. 

ul DE S-9 POR PltíA 

tiUESTRti 
,. . 
• JI) 100 150 

I_.ONTROL 48.7 37.7 43.7 52.0 

BENZIDit-ltt 56.0 243.3 3ó9.7 283.7 

El Promedie• aqui Presentado e� el re�ultado de he� Placas Para cada una de 

las concenlracionl!� di! S-9. 
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Pru�ba de incorporación en Placa ·�on Preincubación. sin 

i!divaciiJil enzim.:Stica. 

St!Qon i.�ron v Ames. i983: Kier v col .. 1986i. la aparición de un 

· doble o un triPle de colonias revertantes en una o dos de la) 

�.:on·�entradones u,;.:¡das. de la sustancia a pr!.J•�b.:i con respecto a 

las colonias revertantes en la Placa control (sin sustancia d� 

.. rueba �n d•jnde l.:Js revert.:¡ntes son espontaneas). indica una 

probable resPuesta mutaql:!nica. Primero se Procedió a comProbar la 

Presencia de la capa de c.:•lonias de contraste (hi)-), pues si no 

�xistier.;� se indica un nivel muv tcí:dco para la bacteria v las 

colonia!. QUe .aparecen. no se Pueden contar como revertantes. Pue'> 

)ti •;recimiento se debe a h falta de comPetencia Por la hi st idina 

existente en el medio. (Maron Y Ames. 1983). 

E11 base a esb) los r"esultados aQUÍ obtenidos muestran un 

resultado neQativo Tabla N..... i va que se alcanza un grado d� 
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toxicidad visible en la disminuci;jn del numero de revertanlt!'ll 1:!11 

las con·�entraciones mas altas Y nunca un resultadc• mutac;u,;nio.:u. 

Prueba de incorporaci,._,n en Placa con preincubacio:in con activación 

enzim<i.tio.:<�. 

En ld. T d.b l.;t No), 8 ,,. 1-1u�den Qbservar los resultados obten idos en 

esta prueba en la cu�l no se mostró un etecto mutag�nico en 

ninquna de las concentraciones para las cepa, Th 97a. TA 100 Y TA 

o.:uno.:�::t\traciOJn de 5ú0ú uq de BenzoatQ de SQdi•) se Qbtuvo un 

ino.:r"�::tnento o:tn la ieversil..)n de colonias . 78.7 r-evertantes Por 

1-1l<�o.:a. o.:ün res Pedo a las •.Jbtenidas en 1:! 1 control 28.7 

revertantes Por Placa. esto es mas de dos veces la cantidad d�:: 

n�versicin �sPontanea. 

Para c•:�mProbar el posible efecto mutaq�nico del Benzoato de sodio 
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fABLA No. 7. RF.VERTANTES OBSERVADAS EN LA PRUEBA DE MUTAGENICIDAD POR INCORPORACION EN PLACA 
CON PREINCIJBACION SIN ACTIVACION ENZII1ATICA UTILIZANDO DIFERENTES CONCENTRACIONES 

DE BENZOATO DE SODIO. 

------- --- -- ------------ --------------------- ---------------- --------------------------------------

CONCENTRACIONES DE BENZOATO DE SODIO \uq/placaj 

Salmone 1 h TvPhimuriiJhl 100 500 1000 5 000 10 OOv 
-- --- ---·� ----- ------- -- ---------------------------------- -------------------------------------- ---

Tr1 9it� 10'?.0 116.7 141..3 117.7 108.i 41.7 8.i 

fli 98 28.3 25.3 25.0 27.{) 28.0 27.5 22.0 

TA 11)(1 89.7 99.3 i8.3 94.3 n.o 48.0 27.3 

r,; 102 270.3 iSl.O i7l.O 225.3 184.3 72.3 15.0 

··· El l.lfi:Jtllt:!dio de r"evertantes a�:�ü Presentafio fue el r"esu1tado de tres placas Para cafia una de las 
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TABLA No. 8. REVERTANTES OBSERVADAS EN LA PRUEBA DE MUTAüENICtDAD POR 

EN PLACA CON PRF.INCIJBACION UTILIZANDO DIFERENTES coNtoo'RAciONES 
INCORPORACION 

DE BENZOh TO DE 
SODIO CON ACTIVACION ENZIMATIC.A. 

' 

------------------------------------------------------------------�-------------- -----------------
1 

CEPA CONí...ENTRACIONES DE BENZOATO � SODIO tug/placa.i 
______________________________ _l ___________________ _ 

TA 9i-:� 

fA 98 

TA 100 

fA lú2 

ú 10 

170. ¿, m . . 3 

2.8.7 24.3 

44.0 48.0 

210 • .  3 i78.3 

100 

175.ü 

30.7 

51.3 

i73.7 

1 

500 : 1 00t) 5 (lt)¡) 10 OOv 

138.(; 144.3 2l.o 1.3 

.3l. 3 3ó.O 78.7 28.7 

50.ü 42.0 48.0 5.5 

i09.3 l i02.0 o. o o. o 

------------------------------------------------------------------�--------------------------
1 

1 

El �o�rurnedio di:! rl:!vertantes es el resultado de tres Placas para ·�ad •. concentraCiin. 
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��� l<i ·:��-'"' ft1 98 ��� Ji·�ha ·�•)ncentracio.:in, �e Procedió a realizar 

una Prueb� C•)O ranqo� de concentraciun mas estrecho para evaluar 

el resultadc• mediante una curva de dosis respuesta \Tabla No. 9}. 

Prueba di:! incorPoracitJn en Placa con activacion enzimática, 

utilizando concentracione� ma� estrecha�. 

HarQn v Ames \l983i R�·:omiendan confirmar un res•lltado sospechoso 

o Posit ivo con un ranqo menor de concentracione�. 

En ��te c.�so al observar los resultados m•)strados en la Tabla 
;.� 

No.9 se colllllrueba que no haY un efecto mutaqenico del Benzoato d� 

sodio en la cePa en que el resultado fue sosPechoso (Gráfica No. 

3i. 
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fABLA N•J. '?. REVERTHNTES OBTENIDOS DE LA COHPROBACION DE LA PRUEBA DE 

MUTAC.ENICID/,D POR INCORPORACION EN PLIICA CON PREINCUBACION 

CON ACTIVAClON ENW1ATICA UTILIZANDO RANGOS I1ENORES DE 

CONCENTRACION DE BENZOATO DE SODIO. 

CF.PA ü4 POR PLACA DE BENZOATO DE SODIO 

1 i)i)l) 3 !)(lt) 5 GOú 7 00\1 

TA 98 44.i 3i.3 23.3 

El Promedio aqui Presentado e'!> el resultado de tres Placa!> Pata cadii un11 d� 

la� concentracion� .. d� Benzoato d� s....diu. 

' : 

. .  · 
., 
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DISCUSICII 

kequeri1iento de histidina. 

Una de las •:aradens tlca.; liDPortantes de estas cePas es la 

tnutac1on ihis-), lQ cual 1ndica una ineficiencia de la bacteria 

¡.i.,¡ra ·�ercet· en un medio ·�arente de histidina tMaron v ÁJieS, 1983: 

Ve ni t t v ·�o l.. 19Boj. Un mut.:¡_qeno es caPaz de causar un daÑO a 

níve 1 ADN. ProvCicando una reversi.)n de este caracter. t:std 

caraclen st ica es liDPortante va que Permite detectar mutaqenos 

que restauren su caPacidad Pi!ra sintetizar histidina. Una vez 

real izada esta conf ira1a•�ion ClenotíPíca se plji!O C•)mProbar la 

11resenc1a de dicha mutaciun. l:!n las cePas utilizadas en esta 

En �1 ..:<ts•) de la ·�epa fA ivú. se crecio en Placas de vidrio 

debidü 

-¡7-
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a Que en c1eda) ocasione). mostraba crecimiento en las Placa� 

,;,Jn b1otin<1. E:.s llllPortante aclarar que se utilizaron Placas de 

vidn.:. debido a que hab1a un incremento de revertantes como 

consecuenci-a del Etilen uxido. utilizado en la esterilizacion dt! 

Placas de Petri desechabl�':l. sequn indicaciones de Maron Y 1\me':l 

d98..;j Y Qu� tue cOIIlProbado en torma Pn.cliea. 

Una vez real izada esta mCtdi t lC.'lciun se obtuvieron resultados 

sahstacton'-'':1· 

ltltacíun rta. 

l.t uoPodancia. de t!Sh iiluta,:wo radica en la �>ermeabilidad de la 

vi:trt:d lll>t)PQli�ac.arida QUe recubre la sUPerficie de la bacteria. 

1nu·emenhndo .:�sl e 1 Paso de sustancias de alto Peso molecular. 

1.1üe tlti Pi!netran en 11na pared celular normal 1 como consecuenc1a 

aumentando la sensibilidad a mutaQenos (Haron Y A�s. 1983: �iet 
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1, 

y t:•Jl,. 19ooi. 

Lo1 ut il i zaci•:Jn de un comPuesto de alto Peso m•:�lecular como es el 

•:nstal v·ioleta. 1ndica la Pt·esenci.a de esta mutacion va que sus 

•:::nstales loqran Penetrat a h bacteria Produciendo un efecto 

l�tal.. bte comPortamtento se eKPresa Presentando en las Placas 

el halo de inhibichm de crecimiento. alrededor del punto en 

dondi! se aÑadiü el reactivo. 

Hutae ion uvt 1$, 

\kier t col .. l98ó: Venitt " col .. 1986). han menci•:�nado que esta 

mutaci1;n cont iere mas sensibilidad en la deteccüm de mutagenos. 

�sta mutaciün consiste en la incapacidad. Para reParar mediant� 

��chtones daÑos en el ADN. Esta Prueba ratificó la Presencia de 

esta mutacion en las cepa� TA 9ia. TA 98. TA 100. al no mostrat 

-¡9-
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crecimiento en las zonas exPuestas a la radiación UV. del 

cultive•. Solamente la cePa TA 102. la cual carece de esta 

lllutaci,,n Presenta un crec1m1ento normal en atllbas zonas. 

Pla�lido Pk.H101. 

L<! JJr"esencla de �ste Pl<.tsmido tncrementa la .;ensibilidad a 

1111.1taqenos QUl ml cos v r-.idiacion UV (�ier v col.. i986: Venitt v 

t:IJl., 19861. E .. te Pl.:IS«•ldo Presenta una reqion de resistencia a 

<�ffiPlClllna. 1:1 antibwtico Permite determinar la Presencia del 

l'l<l':>toido en la bacteri a  mediante una Prueba b1ot1uimica. &e�n los 

r-esul tad�Js aqui obten1dos CQHIProbaron la Presencia del Plásmido 

PKMlúl en las cen.:�s Probada ... 

Plas1ido pAQ1. 

Finalmente se confirmo la Presencia del Plásmido pf\Ql. en la cePa 

fA iv2. su imPortancia radica en ser un Plásmido multicOPia que 

acarrea la mutacion hisG428 v a•mado a el Pl::tsmido PKH101 le 
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•;onfiere a las cePas mavor sensibilidad a mutaqenos <l<ier v col .. 

19'&:.: t�on Y f'lme�.198.3í. bu Presencia tue confirmada mediante el 

l:!flS.;tYQ bioquímico con amPtcilinaitetraciclina íreqiones de 

r�sistenda que Presenta el Plasmido. 

En <tlqunas cn�aciones se bJV•) el Problema de QUe se habia perdido 

el Pl:�smido en aJqunas de las ·�ePas conqeladas Y lo QUe se hizu 

':'O t!!ile caso i;Je volver a rea1slar colonias. 

Prueba de revertantes. 

Har•)n ..¡ ilmes d98.3i v l<. ier 'f C•)l. d986/. sostienen que la· 

reversbJil esPont<t��ea de las cePas utilizadas para este ensavo h 

tle �urna tmPortancta J'a QW? dicha caracteristic.a diferencia a 

cdulas awwtrot as a hi stidina con aquellas que carecen de tal 

tldicienn�. esta ·�aracteristica es vital Para c•Jalquier ensavo 

de mutaqenicidad. 
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�·ara ello el ensavo realizado en este Provecto tue Para comprobar 

r..1ue nuestras cePas tenian este carader qenotíPiC•:l. deficiencia o 

auxotrot1a a histidina. 

L•J., n:sultados •:.btenidos muestran cl.:�.ramente Que las cuatro cePas 

Probada!. so? encontraro:on dentro del ranQo citado Por (Haron Y 

rimes. i'i83). 

Uno de los Prob lemüs mas de 1 i·�ados con e 1 que se �ncontró es que 

muchos d�t los reaislados que se hac1an. salian del rango di! 

reversi!.:on esPonti1!lea normal de la cepa a la Que Perteneci.an. POl 

1�· Que se tuvieron que hacer numerosos reaislados Para obtener 

•.100 qu� ¡.wesentara �1 ranqo de revers10n esPontanea 

satis t act01· i•-•· 

�rueba de incorPoracion �n Placa con Preincubacion sin activacion 

-82-
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C•J•B•) -,� �o�uede observar en la fahla No. 1. en ninquna de las 

concentr�cic•nt?�. del l:lenzoato dt! sodio. Probadas en la� cuatrl• 

·:��>as. •OQstrar•:.n un resultadQ illlltaq�nic•) P•)Sitivo Ya que la 

1nddencia de reversi(•fl en c<�da ¡Jna de las cc•ncentracione-, son 

-,�•neJantes �n !llaGnl tud -H •:cmtn)l �·�Qncentra·�i(•i1 v}. De iqual 

torma Pued'= notarse QUt! a med1da QiJ'= las CQncentraciones d� 

B'=nzoab de �od1o aumenta . el numero de revertantes disminuYe. 

esto -:.UQlt!rt;:- Qll(:' har í.tn qrado dt;:- toxiddad Para la bacteria. 

Actividad enzí.atícd. 

C•.IIAO -,1:! Puede Qbservar en las fab las No. 5 Y o. la C•)ncentraclOn 

dt? hl•.• ul dt! S-';1 Por P 1 ac a tu.:: la qu'= mos tro lo-, rangos d� 

revers1un maYCirb aunQtjt! con una variaciun en su numero siendo 

maYm en la prueba con l:lenzidina. t:sto Permitio utilizar la 

concentraciun enzimi:!tica normal Y Prescindir as1 dtd uso de 

c;¡rcintAenos como inductores como era el •::aso del Aroclor 1254 d 
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cual e!> un PotentE! cardnl)(leno de qran estabilidad Y de alto 

riesqr) en su maniPul-'\dun. 

Prueba de 1ncorPoracion en Placa con Preincubacion Y con 

activaciun enzimaticd. 

En l:!":>ta Prueba la incidenc1a de reverswn mostro un cambio 

liqeramente siqniticativo Para la cePa TA91:i en la concentracion 

de 50vv uq Por Placa de Benwato de sodio. esto es tJn promedio de 

fevertantes de t8, 7 ·�ontra ¿B, 7 reverhntes esPontáneas del 

testiqo 1-lbla No B. 

Las •)tras •:ePas no m•)straron un a1.1mento siqnificativo en la 

incidencia de reversion. Al lQUal que en la Prueba anterior se 

•Jbservr:r 110 efed•) to:uco Para la bacteria en las .axi11as 

r.:•)ncen tr ac 1ones u ti !izadas. 
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1.- Los resultt�dos de las Pt"IJebas Pruebas de contirmacion de 

qenot lPOS nos dan sut ic1entes datos Para aseq•Jrar el buen 

�shdo de Las cePas en ia realizacwn de cua lquier Prueba de 

mutaqeni·�idad en la t�en1ca descrita. Una vez obtenidos estos 

resultados las eep,:¡s se almacenan a -7voL 

2..- L."s •:ePas •Jtllízadas en el ensavo. Presentaron un ranCio de 

reversion espont anea normal . 

.:;, - La Prueba de ad i Vldad enn���a t ica mos tro un promedio de 

reversion bactenana siqnitlcativo para Prescindir del uso d!! 

un carcinoqeno como inductot • 



------,.,.:·":-.. -,----�---�-��� - -----,;-¡-,---

'1 

4.- f:.l Benzoato de sodio Probado en di ferentes concentraciones en 

l<� PrtJeba de 1ncorPoracwn en Placa Por Pre1ncübacion sin 

achvar:ir.in enZlmati�a no mostro resultado mutagenico. 

::J.- tn la Prueba de 1ncorporadon en Placa Por Preincubacion sin 

ad i vaciün ennmatica el Benzoato de sodio Presento un etech.• 

tr.i:<lco:o en concentraciones de 5VU(l Y 10 OOvug/Placa para las 

•:l!Pas fil 97a. fA lú0 ·¡ fA lü2. 

6.- !-'ara el caso esPecirco de la cePa TA 'tB aparentemente el 

&enzo.ato de sodio necesita de ser activado para exPresars!! 

•:omo P•)Sibie muta�:�eno utilizando ia mezcla S-9 como activador 

enzimat1cü. 

1. f:.n la Prueba de 1ncorPoracwn en Placa Por Pre incuhacion con 

<�dl\tacton en1imatir:a el Benzoato de sodio mostro tener un 
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etedo tóxico en concentraciones de 5 OOu y 10 OOOug/placa 

d.- El f;t!nzo.;¡tcl de sodi•:> �n las •:oncentraciones probadas no 

mosh•.:o etedo mutac¡�nlCC• Para las cePas TA 9ía. TA 98. TA 10ú 

Y TA lt.i¿ d� Salmonell� hPhimurium en la Prueba de Amte�. 

�.- El reaislam1ento d� las cePas utillzQdas en la prueba de Ame� 

�:.,. •lM de !os Proceditlllentos de mavor Pro:lblema dehido a la 

dellcadeza c¡ent!tica que Presentan. 

lú.- !Jna vez tRontada la. Pt"lleba. de Ames se Podrían realizar 

ensavos d� mutaqenicídad en corto Plazo dando resultados qu� 

:.irvteran •:omo base Para saber si una sustancia Podría ser 

un carcinüCieno de tiPo iniciadot. 
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G�adalajara, Jal ; �oviembre 26 de 1987 

DR. CARLOS ASTENGO OSUNA 
DI RECTOR DE LA fACULTAD DE 
CIENCIAS 
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA 
Presente. 

Estimado Dr. Astengo Osuna: 
Por e s te medio comunico a usted �ue la srita. Luz �aria Pinal 

Zuazo, pasante de la Licenciatura en Biología, ha concluÍdo sa -

tisfactoriamente el p royecto de tesis titulada: ESTA�DARIZACION 
DEL EN S AYO DE S AU!,CfiELL A/�I CRO SO�i AL PAR A.:JETER�Ir� AR LA r�ur AGEN I C! 
DAD DEL BE�ZOATO DE SODIO, realizado en el CENTRO DE INVESTIGA -� 
CION Y ASISTENCIA TECNICA DEL ESTADO DE JALISCO. 

Asimismo le informo que he revisado el manuscrito de la tesis 
y considero que cumple con los requisitws establecidos por la f� 
cultad y lo presentamos a su consideración. 

Sin más por el momento, aprovecho la ocasión para enviarle un 
cordial saludo, 

A T E � T A � E N T E 

� 
Biol. GUILLERMO �. ZURIGA GONZALEZ. 
Director de tesis. -r 


