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RESUMEN

En el presente trabajo fueron elegidos cuatro i todos
anal {ticos Para aplicarse a la determinacion de ‘lzucu'es
reductores en varios medios de fermpentacién comunmente empleados
en procesos bictecnolédgicos. La eleccitn de estos wmétodos
determinacidbn con &cido sulfurico-fenols detearminacidn con 2~
bifenilamina: determinacién con ferriciaruro y determinacidn con
reactivo del Aacido 3.5-dinitrosalicilico) se basd en los
siguientes criterios: su factibilidad para ser aplicados a las
muastraz de interés. resultar zencillos. rapidos. econbimicos vy
poderse manejar un gran nimero de muestras a la vez.

Los cuatro métodos analiticos -todos ellos coleorimeétricos- se
ensayaron en ocho distintos medios de fermentacidn cuya
composicitn promedio es ampliamente utilizada para muchos
pProcesos biotecnolégicos. Los mejores resultados fueron loarados
con el st £ odo Que ocwa el reactivo del acido 3.5
dinitrosalicilico. Posteriormente este método analitico fue
estudiado en detalle, evaludndose una serie de factores que
determinan su comportamiento. como son: el de las temperaturas en
la preparacidn del reactivo y la determinacidn misma de azucares
reductores, asi como la composicidn del reactivo y la estabilidad
del color producido en la reaccidén. De esta manera se
establecieron una serie de condiciones para lograr los mejoras
resultados. Luego el método fue optimizado respecto al volumen
de reactivo a emplear y en los tiempos de reaccién y reposo de
las muestras, para lo cual se siguid la metodologia propuesta por
Box vy MWilson. Una vez optimizado el método del acido 3,.5-

dinitrosalicilico, fueron hechos estudios pre-validatorios - al



mismo, evaludndose los pariametros: especificidad. linealicad.
limite de cuantificacidn. exactitud. repatibilidad v
reproducibilidad. Se encontré aue el n&todo cumple
satisfactoriamente con los anteriores pariametros.

Finalmente, se evalud la arlicabilidad de este método en 1la
determinacion de azlicares reductores utilizados como fuente de
carbono en las fermantaciones de 1) hongos filamentosos
{Aspeargillus niger) productores da acido citrico v 2) en la
produccion de la enzima penicilino-amidasa [24=1 bacterias
wodificadas via ingenieria gendtica (recombinantes), obteniéndose

resultados tambidn satisfactorios.



PROLOGO

En el ultimo lustro han aparecido en el mercadc una amplia gama
de productos ruevos de origen biocldgico que se caracterizan por
tener algin uso o forma de actividad biocoldgica. De manera
simultirea se han desarrollado ruwevos procesos bioldgicos eara
obtener productos ya existentes. Los mdtodos para la elaboracion
de tales productos emplean una amplia gama de tecnologias, 9ue
incluven 1la extraccitn y aislamiento de fuentes naturales,
fermentaciones microbianas. ingenieria oerndtica, cultivo de
tejidos. sintesis quimtca vy enzimbtica y recientemente
ingenieria da proteinas. Todo ello ha derivado en el concesto
actual de Biotecnclogia. Mis qué es 1a Biotecnologia? En un
sentido amplio se ha definido como la utilizacidn de moléculas
obtenidas biolbgicamente, estructuras. células u organiseos Para
llevar a cabo procesos especificos (Wassermsan et al, 1988). tLa
Federacidn Europea de Biotecrologlia (EFB) la definid como el wuso
integrado de la Bioquimica, la Microbioclogia y la Ingenieria para
lograr las aplicaciones tecnollgicas de las capacidades de los
microorganismos, 1o cultivos de tejidos y partes derivadaz de
ellos (Knorr., 1987). Se ha insiztido en Que los aspectos de
genética molecular, fisiologla y bioquinica celular y los
principios de transferencia de masa, disefo de reactores, etc.,
deben aglutinarse bajo objetivos comunes para fortalecer a 1la
Biotecnologla de manera integrada y lograr consolidarla a nivel
industrial (Aiba, 19843 Ertola, 19835). La Biotecnologia es una
disciplina resultante de 1la sinergia de diversas ciencias vy
&stas, como sucede con el arte, constituyen puntos hlgidos de la

historia del hombre. Por ello merece resaltarze aqui el sentide



humanista del poema escrito por el filisofo aleman Schiller con
que se inicid la prologacidn de ezte trabajo. tCusinto de
artista guarda cada cientifico!.

Es el deseo personal de este autor -daseo gque afortunadamente
comparte con muchoz mids— lograr gSenerar wuna ciencia siempre
dirigida hacia el beneficic comin. Esto que parece a simple vista
un ideal mas, quizi anacrdnicasente romadntico, deja de parecerlo
cuando se reconoce <aque la ciencia es un  proceso social cuya
especificidad es la produccidn del conocimiento y que la
actividad cientifica constituye v estd a su vez condicionada.
tanto histdrica como socialmente, por una determinada estructura
cultural. La cultura a su vez esta caracterizada por creencias vy
valores intrinsecos. epistémicos e instrumentalss (Niiniluoto,
1990) .

Asi entonces, la Biotecnclogia (y la ciencia en general) cse
convierten en loc motores del desarrollo, tan anhelado por todos.
Pero, paraddjicamente, la puerta aque conduce al desarrollo puede
corvwertirse en la misma que refuarce nuestra deperdencia. En toda
Latincamérica -y obviamente incluido M&xico- el panorama resulta
soembrio: ruwestros palces exportan gente calificada, informsacidn
cientifica Gtil, productos wmarnufacturados baratos, materias
Primas de sectore; econdmicamente estratég@icos. dinerc, etc., v
=on al mismo tiempo importadores obligadoz de conocimiertos,
tecnologias, bienes de capital, Pproductos quimicos ¥
manufacturados de alto valor agregado, pProductos irdustriales de
tecnologias de punta, etc. (Goldstein, 1989). Aszimiswo se han
reconocido carencias y limitaciones en aspectos esenciales para

el desarrollo biotecnoldgico, como por &jemplo, dificultades para



definir provectos especificos, numero insuficiente de recursos
humanos, infraestructura inexistente o inadecuada, presupuestos
Pequefios v diversificados en ciencia y tecnologia, desvinculacidn
entre investigacidn e industria y poca experiencia en desarrollo
tecnoldgico (Quintero, 19835).

Esta claro que el primer paso para resolver los problemaz, por
mads graves y dificiles que ectos sean, e@s admitir que existan.
Bien vale la pena entonces hacer una profunda raeflexién sobre el
curso que 1a humanidad ha tomado. Enfermedades tan graves vy
arcaicas como la desnutricién y parasitosi=, presentes en buena
parte de la poblacién mundial, contrastando con los astrondamicozs
gastos militares hechos por 1las potencias. son dolorosas
realidades que no pPodemos soslavar. Hoy dia, cuando algunos
regimernes totalitaristas han sucumbido v se percibe un clima de
distensidn, la doctrina neoliberal se adiudica todos los
triunfos, pregonando la apertura de las ecomncmias hacia al libre
mercado v la conformacidn en bloques continentales de
"desarrollo”., No cbstante debemcs ser cautelosos, pues al mismo
tiempo grandes problemas se agudizan, de tal forma, que 1incluzo
se exige la creacidn de un rnuevo orden econbtmice mundial. Las
economias del libre wmercado propuestas por los  paises
desarrollados nunca han sido aplicadas por ellos mismos en sus
Propias naciomnes (Galeano, 1989) vy no hay razén alguna para
pensar que el embate neoliberal serd definitivo e irreversible en
estos tiempos del postmodernicsmo  {cualquier ms.l e esto
signifique).

Evitando en 1lo posible la pardlisis por el andlisis, debe

pPlantearse un proyecto nacional de decarrolio acorde con mnuecstira



realidad de pais dependiente. De aaul la capital pregunta ‘iﬂué
tiro de Biotecnolegiz2 hacer? . En primer lugar, considero
un gran avance el evitar c.aer en la tramea de generar
investigacidn para “cerrar la brecha tecnoldgica" pues no se ve
como alcanzar a los paises dasarrollados. Es obvio <que si
nosatros avanzamos en Su mismo sentido, ellos no se gquedaridn
parados a esperarnos y, mas ailn, ‘l',vale la pena seguir la senda.
marcada por loz palses desarrollados? :ZES el &nicoc o el mejor
modelo propuesto?. De responder afirmativamente, estaremos de
miaeva cuenta haciendo ciencia y tecnologla imitativa y por 1o
tanto, desarrollando 1la dependencia (eso i, exitocamente),.
Tunmerman lo ha seRalado opPortunamente: "las naciones que ho
realizan investigaciones cientifico-tecoldégica proeias, no
llegan a constitulrse en protagonistas de su destino®. La actual
agonia del elaneta (que segun algunos grupos de fisicoz es va
termodindmicamente irreversible) y una humanidad cada vez mids
voraz, son contundentes r¢plicas para Quienes ven en los pailses
desarrollados un scdelo ideal de hacer las cozas. Clarc estd <que
tampoco la respuesta es abandonar 1as investigaciones o=
frontera, pero lo gque si implica es dejar de mirar siempre hacia
afuera, arguardando‘ por alguien qua verrsa a resolver nuestros
problemasz.

Los grandes cambios qQue se estdn dando en la ciencia,
teanologla vy los sistemas productivos hacen pensar en la
generacion de transformaciones cualitativas sustanciales; wuna
revolucion tecnoldgica que articula ciencia, tecnologla v

produccidn en una forma que antes no existia. Esta situacion



desemboca en una revolucion cultural que obliga a buscar muevas
formas de interpretar las relaciones entre investigacidn
cientifica, desarrollo tecnoldaico, aparato productive y  por
supuesto, el cariacter de cada uno de ellos (Campos. 1991).

En México, ruestras milemarias culturas nos ofrecen
insospechadas alternativas para resolver 1les problemas mis
urgentes. ta  conjuncibn de 1la wmedicina tradicional, 1a
elaboracidn de alimentos con alto valor nutritivo, la busqueda de
nuevos pPrincipios activos o sus precurscres y compuestos de
interes industrial en nuestra riquisima flora y fauna utilizando
procesos biotecnoldgicos de primera a tercera generaciones, son
una alternativa a todas luces viable. Su prosocidn ayudaria
incluso a detectar aauellos sectores en los cuales México podria
comeetir internacionalmente, si esa estrategia es mantenida como
directriz dentro del actual esquema gubernamental de desarrollo.

Reconocida como Bioteawloglia apropiada (Quintero, 19835) al
mismo tiempo se estaria conformando una cultura cientifica
nacional, 1o que bien podria redundar en una mayor participacién
{y reconocimiento) por parte de la zociedad. Se ha insiztido en
evitar hacer Biotecnologia a “puertac cerradas” (Yoxen, 1984). Ya
existem esfuerzos en otras latitudes para atraer a3 la opinidn
pPblica y hacerla particire del desarrollo biotecnolbgico
{Phillip, 1987); el 9rupo Science for the Feople es wun buen
ejemplo de esto.

Lkas ideas anteriormente expuastas requieren de msucho mis
tiempo para discutirse pero queda aqul sélo la intencion de
someterlas al Juicio critico de ustedes. Dada =i formacion

académica de quimico, tengo la conviccin de que, as!l como es



posible el continuc perfeccionamiento de la wsateria., es una
realidad el continuo perfeccioramiento del zer humano. Puntualiza
reconoCienda aque e= en la gemneracién de uwna Bioteonclogla
alternativa donde este trabajo quiere ubicarse, no pretendiendo
ser sino uno mis de los millares de esfuerzos gue se dedican para
preservar 1la vida en la Tierra. via la explotacién racional de
los recursos (y aqul la razdn del porque Biotecnologta)
manteniendo 1la mirada en alto, buscando un progreso con sentido

humanista, esencia de luz qus e5 nuestra FroFl1a esercia.

Mexico, 1992,



INTRODUCCION

Comn en todo proyecto de inveztigsacidn o de produccrdn
bioctecnoldgico, resylta imprescindible contar con wun método
analitico confiable aoue permita la correcta determinaciéon de
algunos de los sustratos que son consumidoc y/0 de los productos
de reaccitn  generados Por el (los) microoorganismo(s)
utilizado(s). A

Por otra parte, la formulacién de medios de cultive
conteniendo una alta diversidad de compuestos es muy frecuente en
tecrwlogia de fermentaciones, una de las Areaz mas importantes de
la bioteanologia. En virtud de aque la busqueda de mnuevos
sustratos es uno de loz aspectos de la teanclogsia de
fermentaciones que esta en constante avance, la isplementacién de
métodos analiticos adetuados Para cuantificar moléculas
ezpecificas en ectos sistemas es una labor también de continua
desarrollo (Crueger y Crueger, 1984).

Son muchos los métodos analiticos reportados para cuantificar
azuicares reductores, paro no todos pueden emplearse en cualquier
tipo de muestra. Esto porque comunmente llegan a tenerse
interferencias en la determinacidn debidas a la presencia de
otros componentes.

De todos los compuestos quimicos presentes en un madio de
fermentacidn de microorganismos. revisten especial importancia
aquellos ewpleados como fuente de carbono. Su determinacidn
precisa arroja wvaliosa informacibin sobre el comportamiento
fisiolbgico del microorganisso mantenido en cultivos, por lo que

esto se utiliza como un parasetro fundamental en fermentacionas.



De todos los sustratos utilizados como fuente de energla,
tradicionalmente se han empleado carbohidrate=z en la industria de
lazs fermentaciones. Prihcipalmente por razonez econimicas, suele
usarse glucosa ¢ sacarosa como Unicas fuentez de carbono, aungus
existen muchos otros azWcares, de caracter reductor come la
glucosa, que son empleados con fracuencia {(Rehm, 1980).

En particular, la implementaciédn de métodos analiticos para
cuantificar azdcares en estos sistemas =e ha ido desarrollando
hacia el campo del analisis instrumental. Un ejemplo claro es el
creciente uso de la Cromatografla de Liguidos de Alta Resolucisn
(CLAR) . Sin embargo, en 9eneral estos wmoderrios mitodos de
anilisizs son muy caros, My siempre ce cuenta con ellos en
cualquier laboratorico, se necesita de personal capacitado para su
mane jo y requieren un mantenimiento constante y costoso.

Respecto a 1los mdtodos quimicos de analisis, no hay nuchos
reportados en la literatura que se apliquen a la‘determinacid-n en
medios de fermentacion v en general su modo especifico de empleo
e incluso la composicitin y Preparacibn de los reactivas
utilizados varian grandemente, por lo que es dificil reproducir
los resultados. Cocmo consecuencia de esto. se presentan en
ocasiorses comportamientos inesperados que las maés de  las  verces
son atribuides al microorganismo en particular due se estwudia. En
este contexto, la blsqueda de nuevos y mejores matodos quimicos
de analisis, gueae sean al mismo tiempo rapidos, ecorndmicos 1%
confiables se vuaelve realmente nacesaria. El prezente trabajo de

tesis e3> uha aportacidn en este sentido.



OBJETIVO
Encontrar un me¢todo analitico que permita la cuantificacisn de
azucares reductores en sedios de fermentacién utilizados en
Procesos Biotecnoldgicos: luego estandzrizarlo, optimizarlo vy

prevalidarlo para garantizar los mejores recsultados.

Objetivos particulares

1. Realizar una revisidn bibliogridfica de los métodos quimicos
reportados para la cuantificacidn de azucares reductores
eligiendo luego los que tedricamente puedan zer utiles para
nuestros intereses.

2. Ensayar experimentalmente cada uno de les métodos elegidos en
soluciones acuosas de azicares reductores v de cada unco de
los componertes de los medios de fermentacidmn empleadns, para
evaluar su especificidad y linealidad.

3. Evaluar el efecto de algunas variables que afectan la
determinacion de azlucares reductores para el método elegido
con objeto de estandarizarlo.

4. Optimizar el método analitico elegido mediante criterios de
matemidtica estadistica.

S. Prevalidar el método analitico elegido evaluando los
parametros: Linealidad, Precisidén, Exactitud, Limite de
deteccidn y Sensibilidad cuando se aplica a la cuantificacién
de azlicares reductores en medios de fermentacidn,

6. Evaluar 1la aplicabilidad del meétodo eleqi_do @  pProcesos
biotecnoldgicos como son: fermentaciones de hongos

filamentosos vy bacterias recombinantes.



PRIMERA PARTE



"El eterno misterio cel mundo es su comprensibilidad"

{ The Evolution of Physics)

Alrert Einstein
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Quien no conoce nada. no ama nada.
Quien no puede hacer nada. no coarprende nada.
Quien nada comprende, nada val=.
Pero quien comprende, tambiin ama, observa, ve...
Cuanto mayor ec el comocimiento inherente a una cosa,
mas grande es €l amor...

Quien cree que todas las frutas maduran

-

al mismo tiempo qQue las frutillas

nada cabe acerca de las uvacs.

Philippus Aureolus Theophrastus
Bombastus Ab Hohemheim

{Paracelso} (1493-1541)



CONCEPTOS FUNDAMENTALES
1. Quimica de Carbohidratos.

Carbohidrato significa literalmente hidrato de carbono. E1
nombre deriva de las investigaciores hechas por los auimicos
antiguos, quieres encontraron Que calentando azlcareas por
Per iodos prolongados de tiempo en un tubo destapado se obtierie un
residuo negro (carbdn) y gotas de agua condensada en las paredes
del tubo. Posteriormente, los anadlisis quimicos de azlicares Yy
otros carbohidratos indicaron qgque sélo contienen Carbono,
Hidrégero y Oxigeno vy que wmuchos de elleozs pozeen la férmula
gemeral Cx(H O)y. Ahora se conocen alounos carbohidratos aua
contienen adenzsas nitrégenc y azufre (Canmpbell, 1991).

Los carbohidratos definitivamente no son compuestos hidratadoz
{como es el caso de muchas sales inorgdnicas). Actualsente el
nombre de carbohidrato se emplea para decignar una amplia clase
de compueztoz que zon polihidroxialdehidoz o cetonaz © sustancias
gue rinden dichos coepuestos en una hidrblisis acida (Lenhinger,
1990). Es de destacar que los carbohidratos son los principales
constituyentes de muchas plantas, comprendiendo del 60 al 90X de
la masa seca (principalmente comc celulcsa). En contraste. los
tejidos animales contienen una cantidad comparativamente peguefia
de carbohidratos (eenos del 1% en humanos) ( Camdy, 1980).

Los carbahidratos tienmen pesos soleculatres cowprendidos entre
menos de 140 hasta mbés de un millén de g/mol y, en general, son
sblido=s blancos, dificilmente solubles en disolventes orgénices
pero, excepto para algunos carbohidratos de alte peso molecular,
solubles en agua (White. Handler, Smith, Hill y Lekman, 1983).

Los carbohidratos se clasifican de acuerdo a sus productos



durante uwna hidrdlisis 3dcida y se reconocen tres categorlas
Principales:
a). Los monosacaridos o aziicares simples, los cuales no pueden

ser degradados a moléculas mis pequefias mediante hidrdlisis.

b}). Los disacadridos, qQue rinden dos molécuias de monosaciridoz en

una hidroélisis acida.

c). Los polisacaridos, que rinden muchas moléculas de
monosacarido por hidrdlisas.

El1 gliceraldehido y la dihidroxicetona, Unicos monosacdridos
posibles gue contienen tres Atceos de carbono, se denominan
triosas. Es de destacar el uJnico centro asimétrico en el
gliceraldehddo (llamado carbono quiral) el cual da lugar a dos

formas conformacionales diferentes o enantidmeros.

2. Metabolismo microbiano de carbohidratos.

L.a serie de reacciones mediante las cuales es metabolizadoe un
nutriente recibe el nombre de sistema metabdlico. .

Se reconocen dos tipos princirpales de sicstemas
metabtlicos, el denomninado anabé&lico que conduce )
incrementar la complejidad molecular del nutriente y otro llamado
catabblico mediante el cual =e hace decrecer 1la complejidad
molecular del nutriente (Watsoemr, et al., 1987).

Los sistemas anabdlicos suelen conducir a la sintesis de nuevos
consituyentes celulares, mientras que Jos sistemas ccatabdlicos
dan como resultado l1la formacidn de compuestos de bajo peso
mnolecular. de 1los cuales unos sSon Producto= de desecho del

metabolismo 1Y son excretados, mientrasz otros sirven da
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precursores en las reacciones biosintgticas, por lo qua ze
canalizan hacia 1los sistemas anabdlicos. Resulta entorices
evidente la estrecha interrelaci¢n que existe entre los sistemas
anabtlicos y catabbdlicos del metabolismo pera son consideradoz
separadamente al estudiar las reacciones <que comprenden. La
figura 1 muestra esquemdticamente las principales caracteristicas

del metabolismo microbiano para ilustrar el punto anterior.

Pored
celular
¥ membrana
Medio ambiente citoplasmdisca Citopiasma
— —mn

-

PRODUCTOS
METABOLICOS
{p ®),compo-
nentes celui )}

NUTRIENTES
. COMPLESTOS | {COMPUESTOS DE
RICOS EN™ | [BAJO PESO MOL.
ER ENERGIA | 1(incl precurs.
RADIAN (pej. ATP} fesis}
FRODUCTOS DE|
DESECHO DEL
METABOLISMO,

Fig. 1 Principales caracteristicas del metaboliszmo
microbiano. ( Tomado de Volk y Wheleer, 1988).
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Los microorganiseos pueden emplear como fuentes de energia una
amplia gama de compuestos orgiénicos oxidables los cuales durante
el catabolizsmo forman compuestos de doc, tres y cuatro &tomos de
carboma. Cuando se intenta cuantificar un solo tipo de compuestos
de los muchns que el metabolismo microbiano genera, como ocurre

durante una fermentacit¢n, es importante conocer sus sistemas

ic




anabédlicos ¥y  catabdlicos para asi poder dizsefiar al wtodo

analitico adecuado.

Cuando se trata del setabolismo productor de erergia en los
organismos quimicorganotréficos, se involucran inmediatamente les
conceptos fermentacidén y respiracidn. A io largo ' de la historia
se les han asignado significados diferentes a estos términos pero
en la actualidad los fisitlogos microbianos emplean la palabra
fermentacidn para referirse a aquellos sictemas productores de
enargia en los que actuan, tanto de dadores como de aceptores de
electrones, compuestos érganicos (Neway, 1989}). Algunos
microorcanismos obtienen energla a partir de oxidaciones en las
que actiian como aceptores finales de electrones compuestos
inorganicos y este proceso se demomina respiracidn anaerobia para
distinguirlo de la respiracidon aercbia en la que el oxigenc actidia
como aceptor final de electromes (Moat y Fozter, 19€8).

Ltos microorganismos fracuentemente utilizan como fuente de
carborc los carbohidratos gque msuy comunmente e formulan en los
medios de cultivo en laboratorios, por esta razén no es
sorprendente el hecho de que leos mecanismos por los cuales estos
compuestos desprenden energta hayan sido estudiados profusasente

(Becker, Jeffray, Caldwell, y Zachgo, 1990).

A pesar <que la investigacidn sobre el catabolismo de los
carbohidratos por los microorganismos ha progresado mucho a lo
largo de los ultimoz 80 aros, todavia se estén descubriendo
nuevas reacciones y vias. Probablemente lo mbs  ilustrativo sea

considerar a cuatro vias como las principales para la degradacion




de carbohidratos (Rose. 1977). Existen otras seriesz de reacciones
que permiten a otros carbohidratoz vy compuestos relaciconados
conn  ellos entrar a estas vias metabdlicas principales;s dichas
reacciones puaden considerarse cbmo vias accesorias a  las  rutas
catabblicas principales, las cuales son:

a) Ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). La figura 2 wmuestra la
serie de reacciones del sistema EMF hasta la formacidn del
piruvato. La reaccién caracteristica de la via EMP ez la escisidén
de la fructosa 1,6-difesfato por la enzima aldolasa para dar una
mezcla de triozas fosfato. por 1o que a esta via se le dencmina
también de la hexosa dnfosfato. Ambas triosas fosfato se
convierten despuds en piruvato.Durantz esta converzidrn se forman
dos moléculas de ATP. Estas son fozforilaczicnes a nivel del
sustrato. La ruta EMP parece ofrecer solamerte wn rerdimiento
aproximado del 30X como procese productor de energia (  Stanier,

Graham, MWeelis y Page, 19863 Rawn, 1989).
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Fig. 2. Reacciones bioquimicas de 1la via EMP
mostradas hasta la formacidn del piruvato.

) Ruta del fosfogluconato o desviacior del wsonofosfato de
hexosa, Entre los aftos 1940-1960. los trabajos de Otto
Warburg en Berlin, Frank Dickens an Londres y Bernard Horecker y
Ephrain Racker en E.U. establecieron la existencia de una via de
degradacibn de carbohidratos que iwplica la formacidon de hexasas
mondDfosfato v de pentosas fosfato pero que también wutiliza
algunas reacciones de la ruta BNP. Esta wvia pusde entonces

considerarse como una “desviaci¢én” de 1la via EMP y suele
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denominarse via de 1a hexosa monofosfato (HMP), de 1la pentosa
fosfato o ruta de Warburg-Dickens. La Figura 3 muestra el ciglo
de reacciones que componen una versidn de esta via. Generalmente
se admite que en la mayoria de los microorganismos la ruta EMP no
es la principal para la produccidén de energia ya que sdlo tien=
la mitad de eficacia aue la via EMP, sinc que se utiliza
princiralmente para proporcionar pentosas fosfato necesarias para
la sintesis de rnucledtidos y NADPH como fuente de poder

2
reductor {(Jorwes, 1979).
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€} Via de la fosfocetolaza. Algunas bacterias catabolizan la
glucosa mediante 1la utilizacidn de ciertos sistemas en los que
interviene 1la accidn de una fosfocetolasa, enzima que separa

acetilfosfato de un compuesto C o C fosforilado. Esta ruta
S [



se descubrid en
figura 4.
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d) Via de Entner-Doudoroff. La cuarta ruta principal para la
degradiicicon de carbohidratos en los sicroorganismos se encontrd
por primera vexz en Pseudomona saccharophila. La via Entner-
Doudoroff produce, al igual que en la via HMP, sblo ura molécula
de ATP por cacda molécula de glucosa., Sin embargo, a diferencia de
las demds ruias principales, es utilizada solamente por un numero
limitado de microorganismwmos, 1la wmayorja de las cuales son
bacterias del gériero Pseudomonas. Al ser esta ruta utilizada por
tan POCOS microorganismos, se ha pensado que eztos pueden
constituir una linea evolutiva separada {(Holloway, 1988).

Los microorganismos difieren mucho entre si en cuante a la
utilizacién de las vias primcipales para la degradaciin de
carbohidratos. Por ejesplo, durante la fermentacitn de glucosa
por Saccharomyces cerevisiae, casi toda la 9lucosa cse metaboliza
por via EMP pero en cuanto la levadura ze crece anaerdbicamante,
se canaliza hacia la ruta HMP hasta un 30% de la 9lucosx.
(Candy, 19B0).

Cabe sefialar que las reacciones ulteriores que puede sufrir &l
piruvato vartan considerablemente segun los distintos
microorganismos y, especialmente en las bacterias, conducen a la
formacidn de productos de fermentacidn caracteristicos, coma
alcoholes vy acidos. Entre dichas fermentaciones destacan 1) la
alcohdlica, producida POr levaduras COmD Saccharomyces
cerevisiae, especies de Fusarium, aiembros de las mucorales vy
algunas pocas bacterias (Fassatiova, 19868); 2) fermentacidn
lictica, por Lactobacillus y Rhizopus como ejemplo (Tsao, 1984);
3) fermentacidn propidnica por especies de Propicnibacterium vy

Clostridium (Best, 198%5); 4) fermnentacion formica, rPor



ajemplo en Escherichia coli, Aerobacter,. Serratia y especies de

Bacillus ( Davis, Dulbecco, Eisen y Ginsterg, 198%3),

3. Teawlogia de Fermentaciores,

3.1. Clasificacidn de las fermentaciones.

En una fermentacidn se reproducen las condiciones
fisicoquimicas y bicquimicas que permiten el mejor -creci-iento de
los microorganismos cultivados. La diverzidad de sistemas
utilizades en fermentaciomes a conducido & claszificarloes de
acuerdo con diversos criterios. Por ejemplo, en base al tiro de
cultivo <ce clasifican en a) Cultivo en lote, y agui el tipo mds
importante lo constituye el cultivo sumergido;: y b))  cultive
continuo. En el cultive en lote la composicidn dael medio cambia a
un cierto ritmo vy consecuentemente el nimeroc y masa de las
células en el cultivo, mientras que en un siz=tema continuo es
progorcionado madio fresco al sistema -manteniendo la
concentracidn constante— de wmanera continuada {(McNeil y
Harvey, 1990).

Otro criterio utilizado para clasificar las fermentaciones
considera la situacidn de las células en el cultivo. Asi entonces
se distimguen a) cultivos de células libres v b) cultivo de
células inmovil izadas. n criterio mis 1o constituye el
considerar las caracteristicas del fermentador, teniéndos=
entonces fermentaciones con agitacidn continua, de tipo air 1lift,
atc. (Quintero, 1981; Prave, et al., 1987).

El Ultimo criterio que se seMalaré aqul ez aquel gque toma en
cuenta el estado fisico del medio de cultivo, reconocidndose loc

tipos a) cultivo en medio liguido y b) cultivo en medio =6élido.
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Es importante conziderar detenidamente aquellos sustratos que
puedan eoplearse como componentes de los medios de cultivo
adercuados para «l crecimiento de los microarganicsmos o la
produccién de metabolitos microbianos da interas. Coma va se
seffald, los nutrientes proporcionados a un Bicroorganizme le
permiten realizar la sintesis de componentes celulares y producir
la energia que requiere para sus pProcescos biogquimicos. Asi, los
principales componantes del medio son convertidos por complaias
reacciones bicquimicas en intermediarios y productos finales.
Biowuimicamente hablando, los sustratos pueden clacificarze en i)
simples, Ros cuales contienen wna minima cantidad de energia
quimica, como por ejemplo: H O, CO , 0, N e iones inorganicoz;
ii) de alta erergla y iii) suitrataz iﬁternediarios, los cuales
son formados durante la transformacién de sustratos zimples en
otros de alta energlia. Sin embargo, la distincisn entre ur

sustrato de alta energia y uno intermediario no ciempre es clara.

3.2.Formulaciin de medios de cultivo.

La formulacién de medios de cultivo Para prozescos
biotecrnologicos es una area en la cual aun debs investisgarse
mucho por varias razones: a) los sustratos usades a hivel de
laboratoric muchags veces no puaden utilizarse a niveles de
produccién debido principalmente a razore:s econdmicas. Se ha
demostrado que en algunas fermentaciones importantes el costo de
los wmateriales usados como fuentes de carbono y nitragenc
impactan sensiblemente los costos de operacidn del proceso (Rudd
v Watzon, 1968; Dale y Linden, 1384). El costo d= los materialez

baAsicos juegan un papel crucial en todo proceso industrial. Esztos
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costos tiemen que Ser compencados por una alta capacidad de
produccién v por la calidad del producto. En el caso de la
produccidn a pPartir de materiales de desecho (muy usados en
biotecrnwlogia aguellos provenientes de 1la agroindustria) el
factor limitante no es €]l precio =zino la calidad v cantidad en
qe se encuentran disponibles dichos materiales. Gtros factores
que deben considerarse al elegir un material de desacho son: si
se requiere © no procesarlos antes de sy enpleo, su
disponibilidad en cantidades suficientes y de calidad estable,
los requerimientos de aqua y erergla durante el proceszo de
produccibtn, contar con maquinaria y equipo adecuados, la calidad
del producto final y, ademds, la posibilidad de utilizar dicho
material en otros rprocesoc (Sikyta, 1983).

b) Los medios complejos naturales difieren de los sintéticos
en que se preparan a partir de materiales de dezsecho de origen
animal © vegetal; la caomposicidn aquimica exacta de estoz
mataeriales es usualmente desconocida 14 los componeantes
individuales =on determinados con mucha dificul tad.

[=3] Con objeto de hacer mis rentables los pProcesos
biotecnolbaicos industriales, se requiere la constante
investigacidn para encontrar sustrates mias baratoz o que permitan
incremantar la produccidn. Esto, sin descartar loz esfuerzos que
ce hacen aislando muevos microorganismos © mejordndolos  por
medio de la Ingenieria Genética. Al respecto, Murray (1985) ha
hecho una completa revisidn acerca de las aplicaciones mhs
sobresalientes de la Ingenieria Gendtica en procesos
biotecnolbgicos industrialecs.

Por otra parte, de los mids de 100 elementos que aparecen en
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la Tabla Periddica, sbdlo alrededor de 35-40 hin demostrado cser
nutrientes esenciales. Si bien la mayoria de estos son metales,
seis no metales (Carbono, Oxigen?, Nitr&geno, Hidrageno, Fésforo
y Azufre) vy dos metales (K y Mg) comprenden en promedico el 98 %
del peso seco de bacteriasz y hongos. Usualmente estos elementos
se denominan macronutrientes (se requieren en medios de
crecimiento =a concentraciones mayores a 10-4 »ol/1). Todos los
otros nrutrientes elementales se denominan micronutrientes o
elementos traza y son usualmente requeridos a concentraciones
menores de 1.0‘-4 mol/l. Revisiones zobre el papel del carborio v
nutricidn en general de hongos han sido hechos por Lily (1965} vy
Perlman (1965), de bacterias por Pirt (1975), de levaduras por
Suamalainen y Oura (1971) y del uso de nutrientes inorgdnicos por
Hutner (1972)3 Pyne, 1980; Atkinson y HMavituna, 1983, A
continusacién en la Tabla I se muestran las principales fuentes
de carboro vy nitrdgeno usadas en fermentaciomes.

Tabla I. Fuentes de carbono y nitrdgeno utilizadas en Tecnologia
de Fermentaciones (Demain, 1972).

Fuentes de Carbonoc Fuentes de Nitrbageno
Almidones ( de maiz y rapa) Harina de sova
Melazas {(de cafia vy remolacha) Extracto de levadura

' Extractos solubles de
destilados

n-alcanos Extractos da cemillas
de algodon

gasolinas Sangre seca

Licores de desecho ricos en Licores de cocimiento
sulfureos de maiz

Desechos ricos en celulosa Harina e bhidrolizados

de pescado



Micromutrientes.

La consideracidry de los wmicrorutrientes ( mdz  comunmente
demominados elementos traza) resulta hasta )la fecha una de las
Areas mis inciertac de la nutricidén microbiana, Ez relativamente
facil demostrar el regquirimiento de un macrorutriente perc nada
sencillo demostrar que uwun nutriente puede satisfacer un
requerimiento para el crecimiento a una concentracién menor a 10-
2 molar. En la Tabla 1II se muestra una clasificacién de los

elementos traza que son reaueridos por horgos vy bacterias.

Tabla II. Los elementos traza requeridos por hongos vy bacterias.

1. Elementos traza reguseridos por todos loz horgoz y bacterias:
Magnesio, Zinc vy Fierro.

2. Elementos trazs reaueridos por muchas bacterias y hongez baio
condiciones especificas de crecimiento:

Cobre, Codbalto, Molibdato y Calcin.

3. Elementos traza requer idos por algunas bacteriazs y hongos
bajo comdiciones especl ficas de crecimiento:

Sodio, Clore, Nigquel y Seleno.

4. Elementos traza que son muy pocas veces requeridos (o
reconocidos comz tales):

Boro, Aluminio. Silicio, Cromo, Arsénico, Vanadio, Estafo,

Berilio, Fluor, Escadmio,. Titanio, Galio, Germanio, Bromo,

Wolframio, Litio v Iodo.

Ademds de los nutrientes ya citadoz existen otros denomiriadoz
como factores de crecimiento, que incluye a vitaminas,
aminodcidos y compuwestos diversos. Las neceszidades de ellos
varian wmucho segin el microorganismo particular que se estudie
razdén por la cual no entraremos en detalle. Basta decir, a
manera de corolario, que los factores de crecimiento tiemen un

profundo efecto en la produccidn de muchos metabolitos primarios

¥y secundarios de alto impacto comercial. Para una revisidn mas




completa se recomienda el trabajc realizado paor Wsinkerg (1970).

4. Mitodos analiticos para cuantaficar carbohidratoz.

Existen reportados en la literatura un namerdo euy grande de
m&todos quimicos para cuantificar azlcares reductores. Sin
embargo, muchos de ellos estan retringidos &n cuarto al tipo de
muestra que se puede analizar. Esto es, mno cualquier método
analiticco para cuantificar aziucares reductores puede utilizarse
para cualquier tipo da mueztra e incluso muchoz de elloz cirven
s&lo para un tiro ezpecifico de azicar reductcor (como hexosa o©
pentosal. Se reconoce que la reaccién madz importante de 1los
azticares reductores es su oxidacidén en zolucidn alcalina. Todoz
los azticares reductores se tornam primero amarilles vy luego caféz
bajo la influencia del Alcali. Se ha sugerido que asto es debido
a la erwlizacidr de la molécula ( March, 1988).

La reaccidén que se lleva cabo es la siguients:

cHO ?H-vOH
HeOH C~OH
KOH
(CH=OH) ———*%  (CHOoH)
3 a
CH—OH CHwOH
2 2

Esto da como resultado un doble enlace vy 1a consecuante
tautomeria se diée que es la causa del color (Brown v Le May,
1968} .

Los azucares en solucidn alcalina sufren una deciclacidn a la
correspondiente forma aldosa © cetosa, seguida por enolizacion v
Polimerizacién, rearreglo o degradacitn. El curso de la reaccidon

depende de la concentracidtn vy tipo oe azbcar presente, la



concentracidn del 4lcali y 1la temperatura asi come de las
condiciones de tratamiento (Holleman y Richter, 1961).

Es un bhecho interesante el que muchos de los productos de la
degradacidn alcalina simulan aquellos producidos bajo condiciones
fisioldgicas mediante 1la accidn de varias enzimas (Roehrig,
1984).

Los azicares en soluciones neutras o ligeramente dcidas no son
facilmente oxid‘ados en ausencia de iones como boratos (que fTorman
comaplejos o©on los azucares) oxigeno y por ctros ciertos agentes
oxidantes. En soluciones alcalinac, sin embargo, la capacidad de
los azUcares para oxidarse es notablemente incrementada por una
variedad de agentes oxidantes, de los cuales destacan por su
importancia: soluciones alcalinas de cobre, mercurio, plata vy
bismuto: ferricianuro alcalino: hipoioditos: oxigeno atmosférico:

azul de metileno y perdxido de hidrégeno.

Logs diversoz métodos quimicos para la cuantificacién de
aziwares reductores pueden clasificarse como sigusm:

1. Métodos basados en la reduccion de soluciones de cobre an
tartrato alcalino.

A. Mitodos volumétricoc basados en la.reduccidn completa de
una cantidad medida de una dicsolucién estandarizada de
cobre.

1. Usando el mitodo volumétrico de Fehling sin indicador
{ ADAC, 1990).

2. Usando K Fe(CN) en solucién y con indicador externo,
4 6
nétodo volumdtrico rapido ( Piaman, 1957).

3. Uso de azul de metileno en método de Lane-Eynon
{ Lane y Eynon, 19233 Dunsmore, Mellet y Wolf, 1980).

B. M2todos basados en la oxidacidn de aziicares en Presencia
de solucidon de cobre en exceso y la determinacidn
gravimétrica o volumétrica del cobre reducido.



II.

IXI.

1. metodo general da Munson y Walker ( 19063 ACAC, 1990).

2. Matodo general de Quisumbing y Thomas (19213 AQAC, 1984).

3. Métodos graviedtricos de Herzfeld para materiales
conteniendo 1.5% © menos de azuvicar invertido
{ Joslyn, 1950).

4. Metodo gravimétrico de Allihn para dextroza ( Joslyn,
1950) .,

5. Mitodo del reactivo de Somagyi (Somogyi, 1945; AOAC,
1990).

Mitodos bDasados en 1a reduccién de soluciones de cobre
alcalino que no contienen tartrato {( Angy, et al., 1990).

A. Reduccidn de cobre en solucidn de Benedict ( Hart,
1971).

B. Método de Barfoed del acetato de cobre ( Sultzki y Lara,
19753).

C. Matodo de Soldaini del bicarbonatc de cobre (Pigman,
1957).

D. Método de Ost del bicarbonato de cobre ( Joslyn. 1950).

E. Métode ‘de Kendall del salicilato alcalino ( Joslyn,
1950) .

#ztodos basados en la reduccidn de solucione= alcalinas de
wercurio u otras soluciones de sales metdlicas.

A. Miétodo de Knapp del cianuro alcalino de mercurio
( Pigman, 1957).

B. Método de Schesse del ioduro alcalino de percurio
(Joslyn, 1950).

C. Metodo del bromuro alcalino de mercuric (Shalaby, et
al., 1989).

'
IV. Mitodos basados en la reduccidén de soluciones alcalinas de

V.

(3
la

ferricianuro.

A. Determinacion iodométrica del exceso de cianurc férrico
{ Hart, 1971).

B. Determinacidn cerimétrica de ferricianuro (Pigman, 1957).

todos basados en la produccidn de color como resultado de
reduccicn.



A. Reduccidn de soluciones de picrato alcalino por
azicares, para formar picratos café-rojizos ( Loesus
y Tanner, 1982).

B. Reduccion del dinitrosalicilato ( Miller, 1959).

C. Reduccion del alfa~-naftol ( Joslyn, 1950).

D. Reduccidn del 2,4-dinitrofenoclato en solucidin alcalina
( ACAC, 1990).

E. Reduccion de fenol (Thomas y Duchter, 1924).

vI. Métodos'basados en la reduccion de hipoioditos (Willstatter
vy Schudel, 1918; Pigwan , 1957).

VIX. Métodps basados en la reduccidn del aAcido selenioso
(Joslyn, 1950) .

VIII. Métodps basados en la reduccidn de perdxido de hidrdgenc
alcalino (Isbell vy Czubarom, 1990).
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5. Método de Optimizacitn de Box-Wilson.

E1 método de Box-Wilson ez una herramienta msatematico-
estadistica muy empleada en optimizacidn y consiste en el
desarrollo de experimentos factoriales. Un exparimento factorial
completo es un conjunto de observaciones que comprerde todaz las
combinaciones posibles de los niveles de las variables o factores
{ Box y Wilson, 1951: Himmelblau, 1984).

Para fines priacticos, a1 mavor numero de parametros que
puaden variarse es de 4 0 5, cada unc a dos diferentez niveles.
De esta manera, un experimento en el cual se consideren tres
factores, deberi contemplar entonces 2 = 8 experimentos, todqs
ellos con condiciones diferentes entre si.

Una condicidn necesaria para clegir los niveles superiores (+)
e inferiores (-) de loc factores. es tener en mente el concepto
de regidn expaerimental o centro emerimental; Y posterior a la
experimentacién es el ajuste de los resultadoz & un modelo
lineal. Para esto se  utiliza la ecuacion de regreszion
correspondiente, 1o cual hace posible determinar los valores de
los effectos de los factorec tanto separadamente como durante <su
interaccitn con otras variables.

En este Uiltimo paso del procedimiento es muy utilizade el
llamado analisis }esidual, mediante el cual es posible conocer
las deficiencias del mdtodo y su ulterior mejora. Esto e=, si los
residuos (todo aquello no considerado en la regresién) son de
valor cero, el modelo matemidtico propuesto es acorde con la
realidad fisica. Asi pues, este método permite encontrar los

niveles bptimos de variacién de los factores conciderados.
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El método de Box-Wilson ez muy importante en la optimizacién

de procesos porque presenta las siguiente ventajas:

i) @A pesar de ser un modelo lineal, puede llegar & ajustarse
rara revelar el modelo real.

ii) Es relativamente rapido vy precisoao,

iii) Es facil de emplear en investigaciones de laboratorio pues
permite el manejo de numerosas variables y de manera simultinea.,
iv) Como resultado de su aplicacion, siempre cte obtiene una
mejora en el proceso.

v) Consiste en un algoritmo sistemdtico, lo cual es= de gran
valor en una situacidén compleja.

vi) Realmente tampoco se ha demostrade otra alternativa valida.
Sin embargo, deben azimismo corsiderarse una serie de

desventajas que implica su uso:

i) Tieme toda:z las desventajaz de un modelo factorial.

1i) Si son elegidas variables inadecuadas =& corre el riesgo de
trabajar en otras regiones experimantales.

iii) Son determinantes 1la intuicion vy experiemncia del

investigador al manejarlo.
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6, Conceptos v Definiciones en \Validacidn.

Una parte inteqral del deszarrollo de un método analitico es
la validacion del mismo. Es decair. el método debe probarse sara
determinar su arlicabilidad en los sistemas de nuestro interés.
La validacitnn general incluve una evaluaciin de la pPrecisidn.
linearidad Y exactitud v proporciona una sedida del
comeoortaniento del método (Lerore. 1979: Guerra. 1986).

La wvalidacidn de un mdtodo suede definirse como el proceso
sor el cual queda establecido. mediante estudio=z de laboratorio.
que el mdtodo es capaz de satisfacer loz requisitosz para las
aplicaciones analiticas deseadas. De aquil entonces puede
facilmente comprenderse la importancia que reviste. En México la
validacidn es un requisito que se desprende de la Ley General de
Salwd vy de las Buenas Practicaz de Mamnufactura vy Laboratorio
vigentes (Secretaria de Salud. 1984: Academia Nacional de
Ciencias Farmacduticac-Asociacion Farmacéutieca Mexicana. 1983y

CIPAM. 1989).

En la wvalidacidn se emplea el analisis estadistico v el exite
de la arlicacidn aue los mitooos estadisticos tienen muchas veces
no s considerado con la profundidad que debiera. Esto ez. el uzo
del andlisis estagistico estad limitado a ciertes fendmenos. E1
gran satematico francés Henry Poincare 1o ha slanteado de manera
magistral: * Los principios de las matemiticas son convencionales
pero no arbitrarios: su miatodo. como el de todas las ciencias, se
basa en la induccidn que hace que esperemos la repeticidn de un
fendmeno cuando se reproducen las circunstancias en aue por

Primera vez se presentd: no &s en sentido alguno aplicable a
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sucesos individuales no rerrocucibles. Loz fendmenos que shlo z=2
han probado una vex y no £s3tién desiinados & renovarse. rada nos
ansefan. Cuande en un faenlazno reprotucible ro nos ecs posible
abarcar todd lo gue acontécs. €S Preciso seleccionar alaunos d2
los echwos. El fendmeno no acontecerid entonces de manera idéntica
cada vez aue se le intente reproducir. sSino Que Sera npecesario
aplicar wrma indiccion deravada de laz mUltiplez realizacionesz
anteriores de dicho fentmeno. Este proceso neos dird entonces con
@ue qarado de certeza tos hechos seleczciornados aconteczran de
nanera i1cinbica al patrin definido por el comsrortamtento repetia:
Que se ha observado en las miltirlez realizaciones previacz*®

{Pomncare. 199527.

Ast entonces, el groca2s0 al gue se hace wancidn lo
derominarem2s adqul  coec valicacidn. Y para  validar un astodo
analitico deben evaluarse varios rarametros. los cuales son
definidos a continuacidn @

1) Especificidad: Esz 1la caracidad de un mitodo analitico para
obtensr uma respuecta debida unicasente al compuezto de interiz vy

no a otros presentes en la muestra analizada.

2) Linear’idadz Es la caracidad del m&todo para asegurar que los
resultades analiticos. los cualesz pueden obtenerze directamente o
Por una transformacicn matemitica bien definida. son
provorcionales a la concentracidn del compuesto de interés dentro
de un intervalo determinado.

3) Limite de Cuantificacién: Es la mds baja concentracidn del



couplussto de interss Frezente. determinaca con Pracision v

exactitud bajo condicrones de oFeracidin establecidas.

4) Exactitwi: E& el grado de concordancia entre un valor
obtenide experimentalmente v unc de raferencia arbitrariamente

fijaoco de antemanc.

9) Precision. la cual se divide en dos aspectos:
a) Repetibilidad: Se expresa como la concordancia obterada
entre determinaciones independientes realizadas por un sdlo

analista usando Loz mismos aparatosz y técnmcas.

b) Feproducibilicad: Se exereza como la concordancia entre
determninaciones independ: entes real1zadas [2=1dd diferentes
analistas, en diferentes dias. en €l misme vy/o diferentes

laboratorios utilizando el mismo y/o diferentes eauiros.

2. Aplicaciin de la Validaciin en Bictecnologla.

En base a charlas formales e informales c¢on reconocidos
biotecndlogrx=z vy a una revisidn perscnal en tezis= para 1la
obtencitn de grados Haestria vy Doctorado resultd aue 1a
Validacidon en Qeneral era roco menos que dezconocida ror ellez,
Lo anterior no resulta sorerendente puesto Que la aran mayoria de
2l1oe provienen de carreras cosmo Biplogia o bien Ingenieria
Quimica o Biogulimica. Dado que una de laz obligacionez del GFE (v
de cualquier profesional) es detectar v rezolver o contribuir a
la solucidtn de los pProblemas, fuwe iniciada una labor tendiente a
concientizar a los investigadores de 1a importancia aque la
Validacicn tiene. Y una revisidn mds eprofunda de los trabajoz

desarvollados demostrd que en muchos métodos analthicoslempleados
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en Bioteonwologia existen diversas fuentes de error Que apenas Yy
han sido consideradacz por 10 que. en el caso de la determinacién
de arucares reductores con reactivo DRS. ze han encontrado
comportasientos extrafos que son atribuidos a muy diversas causas
Pero nu-a al método analitico per se. Con base en estos
antecedentes se realizaron estudios preliminares para establecer
las condiciones bajo las cualecs se logran las cuantificaciones
de reductores mas cercanas a lo aue realmente ocurre en una
ferpentacidn. Finalmente. la aceptacidn de la 1mportancia que
tiene la corroboracidr de Que un método analitico en particular
puede satisfacer las aplicaciones deseadas. no ha 3sido  fdcil
cuande los  irntento= son hechos en el camPo biotecnolégico. al
grado de negarce la presentaciin de trabajoz en Congresos

Naciomales por considerlos totalmente ajenos a esta disciplina.
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+..Cuando un fulgor de rijyaro amarillo

enterrd lss corrientes del azufre

al pie de las alaciales cordillarx:z.
El vanadio ze vesztia de lluvia
para entrar a la camara del oro.
afilaba cuchillez el tungsteno

y el bismuto trenzaba
wedicinales cabelleras...

( La lampara en la Tierras

Pablo Neruda (1304-1973)

Habia una vez un mandril inteligente.
4que soli tocar el fagot,
pueszto que decta:
“Me parece que dentro de billore:z de afioz,
lograre, ciertamente, dar con =1 tona",

Sir Arthur Stanley Eddirgton
(1882-1910)

w
N




METODOLOGIA

Primero es realizada una externsa revicidn bibliografica en la
literatura cientifica sobre métodos analiticos para  determinar
azuicares reductore:z. De ontre todo= los mitodoz erncontrados  som
seleccionados aquejlus que tedricamente pudieran zer aplicables a
la determinacitn de carbohidratos reductores en diversos medios
de fermentacion y que al mismo tiempo cumplan con una sarie de
requisitos: la disponibilidad de los reactivos en el laberatorio.
el riezpgo potemcial a la c=alud asociado cor Su  wuso, la
eztabpilidad quimica vy fitica de estos, que el mitodo reszulte
esrecifico, serncillo y permita el maneio de muchaz muestraz a la

vez.

Imnmediatamente despuds son evaluados experimentalmente loz
métodos amaliticos que cumplen con los anteriores requisitos.
Para esta fin cada uno de ellos es emsayada en ocho medios de
fermentaciones cuva comrocsicidn pronedio ez ampliamente utilizada
en un gran mimnerc de procesos biotecnoldaices. Loz medicos de
fermentacidn empleados se listan en la TJabla II1 y los mdtodos
evaluados euwperimentalmente ze enzayaron adesiz en soclucionss

acucsas da cada uno de los componentes aoui mostrados.

Todos y cada uno de los exFerimentoz se realizaron como minimo

por triplicado y de manera independiente.
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TABLA III. MEDIOS DE CULTIVO EVALUADOS (COMPOSICION EN % P/V)

A B c D E F [ H

Extracto
de levadura 0.5 0.5 - - 0.5 0.5 - 0.5
Extracto de
malta - - 0.5 a.S - 0.5 - -
Agua de coci-
miento de maiz - 0.5 - - - - 0.5 -
Extracto de
carne 0.5 - 0.5 - - - - -
Peptona de
caseina - - - 1.0 1.0 - - 1.0
NH H PO «.5 - 0.5 - 0.5 0.5 - -

42 4
(NH ) SO - 0.25 - 0.25 - 0.25 0.25 -

42 4
KH PO - 0.10 - G.10 - 0.16 0.10 -

2 4
MgSO 0.01 -~ 6.01 - 0.01 -~ - ~

4
KC1 0.01 -~ 0.91 0.901 - - 0.0 -
NaCl - 0.10 - - 0.1 - - 1.0
FeSO 0.0t - - - - - 0.01 -
La aplicakilidad del método en pParticular ze obtiene

evaluando su especificidad para determinar losz azucares=

reductores en presencia de los otros componentes del madio vy uni&a
estimacidn cuantitativa de ella es lograda wutilizando Uk
parametro aqul definido como “coeficiente de interferercia". Las
solucionas acuosas de cada uno de los componentes se emplearon
con objeto de determinar, en caso de presentarse, cual ez la
fuente de interferencia que hacen al métode aqui aplicado

inespecifico.
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Luego de 1o anterior vy en caso de ser necesaric, el mitodo es
*afinacc" evaluando algurnws fasttores aque son determinantes en  =u
conmortaniento como: temperaturas y tiempaos de reaccion,
preparaciin vy composicidn de los reactivoes utilizados Y
estabilidades de 1los colores desarrollados. Para conocer si
dichos estudios deben ser realizados, se utiliza un nuevoe
concepto: el de “"porcentaje de recobra'. Esto es, a cada uno de
los ocho medios de fermentacionez se adicicnan cantidadez
conocidaz de az'icares reductores {(glucosa) y ze coteja contra 1a
cantidad encontrada experimentalmente (recuperada) &l aplicar el
mdtodo en cuestidn. Los porcentaiez de recobro mencres al 90%Z s=
consideran inadecuados y exigen la "afinacidn” del mé¢todo.

Una vez establecidaz una serie de condicicrez estandar para
el método analitico elegido, ce procede a optimizarlce. Por esta
razin =e emelea la conacida metodologia descrita por Box vy
Wilson. Mediante esta herramienta se mejora el mitodo y aqui en
particular ez aplicado para eztablecer la cantidad de reactive vy
los tiempos de reaccidr mas adecuados.

Posteriormente el mwnitodo ez sometido a estudios Fre-
validatories siguiendo las recomendacionez hechas por comites
oficialez de validacién y ern base a las pr&cticas adacuadaz d=
laboratorio Y marssfacturs. Se evaluaron los Parametroa=:
linealidad, limite de cuantificacidén, exactitud, reproducibilidad
y repetibilidad. En la evaluacién de la linealidad y la exactitud
del método  se utiliza como ectadigrafo de contraste 1la
distribucidn t de Student. Para el limite de cuantificacion se
determint experiomentalsente la minima cantidad de glucosa

cuantificada con exactitwd y precisidn. Para la reproducibilidad
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se utiliz¢ como estadigrafo de contraste la distribucidn F de
Fisher, practicandose el andlisis de varianza. La repetibilidad
fue evaluada mediante el coeficiente de variacidn.

Finalwente, el método elegidoc es enzayado en wmedios de
fermentacidn empleados en dos procesos biotecrolédgicos: la
produccidn de dcido citrico por el hongo filamentoso Aspergillus
niger y la produccidn de la enzima penicilinco-amidasa utilizando
una cepa de la eubacteria Escherichia coli modificada por
ingenierlia genttica. En ambos encayos se cuantifica el consumo
del azdcar reductor 9lucosa, utilizada aqul como  fuente de
carbono, conforme ez asimilada por los microorganicsmos dJdurants

todo el procezo fermentativo.



METODOLOGIA
Respaecto a los m&todos analiticozs aqul evalundoz, estoz zon
descritos a continuacién incluyerndo también los fundamentos, el

material y el equirpo requeridcos.

A. Método de la determinacion con &cido sulfurico-fenol.
Fundamento: Se basa en la oxidaciédn de los azlcares
reductorez por el acido sulfurico y la formacidn de un  compuaesto
colorido por accidén del fencl. Este cowmeuesto colorido abzorbw
luz a2 una longitud de onda entre 4380-490 randmetros ( Dubois, et

al., 1951; 1956).

Material y equipo: Pipetas graduadas de 1.0. 2.0, 5.0
y 10.0 m=ml; pipetac automiticas de 10, 100 y 1000 microlitrocss
matraces volumdtricos de 10, 25, S0 y 1008 ml; bafio de asua con
termostato; espectrofotdmetro o colorimetro (lecturaz a 430
nm) . Se utilizé un aparato Beckman modelo $-3S.

Solucid¢én de fenol al 80% (cristalesz obtenidoz de Baker,
Chem. Co., grado reactivo analitico); acido sulfiirico de 95.5X de
Pureza seain especificaciones de la American Chemical Society
(ACS) , de gravedad especifica 1.84 (obtenido de Merk, Co., grado
reactivo analitico); glucosa (Merk, Co., grado quimicamente

puro) .

B. Determinacién con 2-bifenilamina.

Fundamento: Segun Timell y colaboradores, la amina aromdtica <ques
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da mejores resultadoz, entre la 1~ y 2- paftilamima v la orto-,
meta- y para-fenilendiamina fue la orto-~amirodifenilo, un
compuacto qQue si bien Nno estid disponible comercialmente en alto
grado de pureza, puede prepararse fiacilmente a partir del
producto de grado té&cnico. Esta amina aromitica. cuando se
calienta en &cido acktico glacial y ha sido adicionada a wnx
solucicn dal azdcar reductor, sa cordensa con el azycar
resultando en la formacion de un Colot caracteristico para cada
clase de aztcar.

Ern el caco de la gQlucosma la reaccidém resulta en un compuests  de
color verde <que absorbe luz & 380 nandmetros (Timell, et al.,

1956).

Material vy equipo: Matraces volumétricos de 10.0, 25.06,
50.0 vy 106.0 ml: PiF’F;'tE‘S graduadas de 1.0, 2.0, 5.0 vy 10.0 mls
micropipetas de 20.0, 200.0 y 1000.0 microlitros: bureta de S0
ml; bafo de agua con termostato integrado; tubos de ensayo de 30
x100 con tapones de baquelita y con roscas; espectrofotdmetro para
lecturas & 380 nm (se utilizd aqul urn aparato Beckman modelo
$-35)3 desecador conteniendo pentixido de fézforo.

Cristales de orto-aminodifenilo (Sigma Chem. Co, grado
técnicol); etanol abzoluto {(Merck, Co.}; carbén activado (Durango
Vela)s Acido acético glacial (Baker, Chem. Co., grade reactive
analiticol; glucosa en polvo  (grado industrial); ramnosa
cristalina (Merck, Co., grado reactivo analitico); pentdxido de

fésforo (Merck, Co., grado tbonico).



C. Determinacidr medlantz el metodo del ferricianuro.
Fundamenrto: Este m&todo se basa en la reduccidn de una solucidn
alcalina de ferrociarmro por parte de los azucares reductores e
involucra la formacitrn de un compuezto colorido por accide de loz
iones del metal reducido cobre el arsenomclibdato. Este compussto
colorido absorbe luz a una longitud de onda de 515 rm. ¢ Tirg,

1956) .

Material vy equipo: Matraces volumitricos de 100, 260 y 1000
ml; pipetas volum&tricas de 1.0, 5.0 v 10.0 nl; pipetas graduadas
de 5.0 ml: incubadora con termostato integrado y agitaciédn
constante; bureta de 25 ml; esrFectrofotémetro o colorimetro para
lecturas a S51S nanémetros (aqul se emples un colorimetro Bausch &
Lomts modelo Spectronic 20).

Solucidn alcalina de ferrocianuro (se utilizé ferrocianurc de
Potazio en criztales, Merck, Co., grado reactive aralitico):
Solucién de arsenowolibdato (se utilizd molibdate de amconic
tetrahidratado obterido de Baker, Chem. Co., 9rado reactivo
analitico); carbonate disbddico amhidreo (Marck. Co., grado patrén
primario); fosfate disddico heptahidratado (Baker, Chem. Co.,
grado reactivo analitico); arseniato disddico (Baker, Chemn. Co.,
grado reactivo analitico); acido sulfurico concentradeo de pureza
95.5% segun especificaciones de la ACS, de gravedad especifica
1.84 {obtenida de Merck, Co.): hidrdxido de =sodic (Merck, Co.,
grado cquimicamente purol); dcide clorhidrice concentra.do de 37%
pureza {(Baker, Ches. Co., 4grado analitico)s glucosa grado

industrial.



D. Determinacién cor el reactivo del acido 3,5-

gdinitrosalicilico (DNS).

fFundamento: El1 reactivo con acidoe 2, 5-dinitrosalicilico,
desarreollade a principios de siglo ( Sumner, 19213 19253 Sumrer y
Lisler, 1944) para la determinacidn de aznvicares reductores
esta formado por los siguientes compuestoc: dcido 3,5-
dinitrosalicilice, =zal de Rocnelle ( tartratc de sodio 44
potasio), fenol. bisulfito de sodig e hidrdoxido de <sodio., De
acuerdo con los autores, el tartrato es adiciorado para prevenir
la accitnn del oxigenc dizuelto socbre el reactivo; el fenol cze
usa eara incrementar 1la cantidad de color producide y el
bisulfitc con objeto de estabilizar el color obtenido en
presencia del fenol. El Alcali se reauiere Para la accidn

reductora del carbohidrato sobrae el dcido dinitrosalictlico.

La quimica de la reaccidn se ha esclarecido sdlo parcialmente.
E1 DNS es reducido a acido 3-amino-S-nitrecalicilico vy, por  la
via md=s simple, el grupd aldetiido parece oxidarze a grupc
carbonilo. Sin embargo, ne se ha esclarecido totalmente la
relacidvi estequiomdtrica entre el acido aminonitrozalicilico vy
los amicares ( Hostettler, Borel y Deuel, 1951) y loz diferentes
anicares dan diferentes intensidadas de color, lo cual sugiere
que la quimica de la reaccidn puade ser apreciablemente mids
compleja (Bell, Mannmers y Palmer, 1952; Mever, van der H®Wyk vy

Deng, 1954).
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Material ¥ equipo: Matraces veolumétricoz de S0,
100, vy 500 ml; pirFetaz volumitricas de 0.1, 1.0, S.0 y 10.0 ml;
tubos de ensaye de 13 x100 mm; batMe de agua con termoztato
integrade; aparato dosificador de aguas; piFetaz automiticas de
S00 microlitros:s espectrofotbémetro o colorimetro para lecturas

entre 500-530 nantmetros.

Acido 3,5-dinitrosalicilico en polvo (Aldrich Co., 98X de
purezal); hidrdxido de sodio en lentejas (Merck Co.. quinicamente
pura); tartrato de sodio y potasioc (Sal de Rochelle); fenol;
metabisulfito de sodio (todos obtenidas de Baker Chem. Co., grado

reactivo analitico).

Los cuatro métodos experimentalmente ensayados con descrito=

en los diagramat de flujo mostrados a continuacidn:



Efectuar diluctones de Ja muestra hasta
obtener una concentracion aproximada de
Masta 68 microgramos/mililitre.

De 1a alfcuota tomada, verter 2 Ml en
una celda espectrofotométrica,

Agregar 8,85 nl de fenol al 88 % ¢
inesediatamente § wl de deido sulfdrico
concentrado.

Agitar vigorosamente pero con culdado y
degjar reposar por $8 minutos.

Luego de trancurrides los 18 minutos,
colocar las muestras en un baTo de agua
mantenido a 28-38%C, durante 10 a 28
ninutos. Luego feer 1as muesiras a 4%0nm.
Realizar un blance de reaccidn con agua
destilada y construfr 1a curva de
calibracion oon glutosa,




transferir con pipeta volunétrica 1 ml
de 1a muestra, la cual contiene entre
18 a 580 ug/mt de azdoares reductores, a
tubos de ensayo de 13X188 ocon cuello de
rosci. Tapar bien los tubos utilizando
tapones de baquelita.

Rdicionar con bureta 5 Ml del compuests
orto-aminodifenilo preparado al 5% en
atido acetico glacial.

Cologar ahora los tubos, abiertos, en un
bafio de agua.

Nantener los tubos en ebullicidn por 4
ainuto ¢ después taparlos hermdticamente
con los tapones de baquelita, Ebullir por
otros 68 ninutos. Luego enfriarios a
chorro de agua 4 leer & 368 nn. Construfr
1a curva de calibracich respectiva con
glucosa y un blanco con agua destiiada,




Preparacidn del reactivos Disolver 168 7
de carbonato sddico anhidro y 158 ¢ de
tosfate disédrco heptahidratado en 832 ml

de agua destilada, Rdiclonar 4 g de
ferriclanuro de potasio y aforar a & L,

Preparar la solucidn de arsenomoliddate
como siguet Disolver 23 ¢ de molibdato
de wwonio tetrahidratado en 450 mi de
agua destilada, adicionar 2 al de doido
sulfdrico concentrado y 3 g de arsenito
de sodio en 25 ml de agua destilada .
Calentar a 35%C por 3B minutos con una
asitacion constante,

¢

Preparar una solucidn 2 N de acide
sulfdrico, Dilufr 1a muestra con agua de
ta} manera que la concentracicn final

de azdcares reductores no sea mayor de
1308 ug por aililitro .

hgitar vigorosamente los matraces hasta
que cese el desprendinmiento de gases.
Agregar 4 nl del reactivo con molibdato.
Rgitar bien y aforar .

Leer a 515 ot . Correr blancos de agua y
construfr 1a curva de calibracién usando
una solucidn de glucosa de concentracldn
conocida y siguiendo el misma tratamieato
que para la solucién problema,

Tonar 4 M1 de la ewestra dilufda y
transferirla a un matraz volunttrico de
188 nl. Agreqar 5 ml del reactivo de
ferrocianuro y colocar &l matraz en un
bific de agua a ebullicidn gor 18 minutos.
Enfriar ripide al chorro de agua v
neutralizar con 18 nl de dcido sulfdrico
2 N




Preparacion del reactivo: Disolver,
por cada 188 m1 v en el orden que se
eencionan, 4.4 g de hidroxido sodico,
8.75 g de dkido 3,5-DHS, 21.6 g de 1a
sal de Rochelle, 0,54 g de fenol g
0.59 ¢ de metabisulfito ddico.

A una ruestra de un nililitro que
contiene azdcares reductores, se
le adiciona un nml del reactivo.
Luego se ebullen las muesiras en
un bafio de agua por cinco minutos.

Enfeiar log tubos rdpidamente al
chorro de agua fria. Dejar reposar
por diez ninutos y luego adicionar
180 nililitros de 2gua destilada,
Agitar las muestras vigorosimente
en un vdrtex y luego leer en un
eswctrnfoto(‘eho a 558 nn.

Correr blancos de ruc:(z utilizando
agua destifada y realizar una curva
de catibracion empleando, glucosa en
solucidbn a concentracién conocida.




Por uWltimo, se decriben a continuacien loz procedimientoz
seguidos al ensayar el método analitico elegido en w®medios de
fermentacidn utilizages para el cultivo ge hongos filamentcsos vy
bacterias recombinantes.

Para 1la fermentacidin de horrgos filamentosoz productores de
acido citrico, se utilizaron como modelo una cepa de Aspergillus
niger ATCC 20107 y alouwmos otros homgos filamentosos aislados de
diversas fuentes, todos ellos productoresz de acido citrico. Para
el aislamiento de estos hongos e siguid un procedimiento similar
al reportado por Belafo=. Mota, et al. (1991) y por Bolahos vy
Reyo (1‘.;92). La realizacidn de microcultivos vy algunas pruebas
bioquimicas demostraron oue los hongos  filamentazoz aisladoz
pertenecen también al odmero Aspergilluz. Loz medios de cultive

emnPleadoz se listan & continuacidn (composicidn en porcentajs

P/Vv):
Medio de Martin Medio de Fostar
AG!ucosa 1.0 9 Glucosa 3.0 g
Peptona 0.5 @ Paptona 0.5 g
KH PO 0.1 g9 KH PO 0.1 9

2 4 2 4

MaSO 0.0S g MaS0 .05 g
Rosa4de kRengala 0.001 g Zgar 2.0 g
Estreptomicina 3 prg/ml Indicador* = &.7 ml
Agua dactilada 100 ml Agua destilada 1060ml
PH final = 6.00 pH final = 3.00

*Solucidn indicadora: Se prepara disolviendo 1.0 g de verde de

bromocresol en 14 ml de hidrdxido de sodio 1.0 N y aforando luego
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a 250 ml con agua dectilada.

Medio semilla

Maiz molido 25 g

Medio de produccidn

Glucosa 10 g

25 ml de la solucidn KH PO 0.25 @
z a4
siguiente: M9SD 5,025 @
4

KH PO 0.5 9 NH NO 0.25 g
2 4 4 3

MgSO 0.05 g Agua deztilada 100 ml
4

(NH ) SO 1.0 g
42 4

PH final = 32.0~4.0

Procedimiento:

De latc colonias aisladas se hicieron diluciones seriadas
S

hacta concentraciones de 10- . Posterio'rmente. de l1la Ultima
dilucidn se plaguearon 0.2~0.5 ml en cajas Petri que cantuvieron
medio de Martin vy se incubaron édstas por 24 hrz a 2%°C.

Se hizo lo mi1zmo en cajas comteniendo medio d= Foster. Despuiz
de incubar se seleccionaron aguellas colonias que mostraron un
halo amarillo 2 =zu alredador: ezto indica que se trata de
microorganizmo=s productores de icido. Una ver seleccionadas las
cepas d=zl medic Fozter, se =zembraron en tubst corteniendo agar
inclinade de papa-dextrosa (PDA) con objeto de favorecer la
esporulacion de los microorganismos e incubarde por tres a cuatro
dias a 29 °C. Una vez esporulados, se retiraron del tubo por
suspensidn en 10 ml de solucidén salina estéril al 0.85%. Ecte
volumnen se adiciond al matraz que contuvo el medio semilla. Una
vez alcanzada la esporulacidn de los hongo= en el medio semilla,

se recuperaroh por nueva suspenzidn con 30-40 ml de solucidn

salina estdril al 0.85% y se transfirieron estas esporas al medio

4=



de produccitn, incubando con agitaciin constante de 200 rpm a 2%°
C. Las muestras se tomaron a los 2, 4, 6, 8 vy 10 dlas de iniciada
la fermentacién. El micelio fue retirado por certrifugacidén (3000
rem por 5 minutozs) vy la fermentacidén detenida al alcanzarse una
acidez constante en el medio y consumirse maz del 954X de los
azlicares reductores adicionados.

La cantidad de dcido citrico eroducide se determind
mediante el mitodo colorimétrico de Saffran-Dermstedt, Este

m2todo es descrito detalladamente en el apéndice A3,

Para la fermentacidn de bacterias recombinantez sze wutilizd
como modelo una cera de Escherichia coli que contiene wnh fld=zmido
portador del gen para la expresitn de la enzima penicilinc-
amidasa (E. coli PMG 10).

El medio de cultivo empleado fue el LB (Caldo de Luria) cuya

conpaosicidn, en porcentaje peso/volumen fue la siguiente:

Peptona de caseina 1.0 g
Extracte de levadura 0.5 g
Cloruro de sodio 1.0 =2
Glucosa z.0 32
Cloranfenicol 20 ma/ml
Agua destilada 190 ml
PH final 7.10

. El procedimientc empleado es el siguiente:
Una colonia proveniente de un cultivo en caja de Petri, que
contuvo medio LB mds 2% de agar base, se rezuspendid en 5.0 ml de

medic LB estéril. Luego e imcubd por 6 hrs a 29°C y con una



&sgitacisn rotatoria de 200 renm.

Posteriormente =e inoculd un matraz de 500 ml conteniendo 100
ml de medic LB ectéril. La incubacidn fue r2alizada de manera
idtntica a la antez descrita.

Con 50 ml del cultivo anterior se inocularen doz matracesz
Fernbach de 2,800 ml, conteniendoc cada uno 500 ml de medico LB
estéril. se incubd por 12 hrs a 29°C con agitacidn rotatoria de
200 rpm.

Con el contenido de los doz matraces Fernbach anteriores se
inoculd un fermentadgor de 14 litros, el cual contuve 10 litros de
medic LB eztéril. Fue utilizada aguil un jarra de 14 litros de
cristal refractario con cabezxal New Brunswick Sci. Co. Modelo F-
14-1002: una bouba peristaltica Masterflex Modelo 7013 adaptada a
un controlador automadtico de PH v una conzola New Brunswick
Scientific Co. Modezlo M-19-1410.

Se realizd la fermentacién a 2%°C, 1 vvm de aereacién y 400
rpm. E1 PH fue ajuctado durante toda la fermentacién entre 6.80-
7.20 con hidroxido de potasio 3N.

El monitorec se realizé cada dos haoraz, evaluando los
pardmetros: corecimiento micrebiano, pH. conzume de  azdcares
reductores (utilizados awul como fuente de& carbonol, oxigeno
disuelto, proteina total y actividad enzimatica de peniciline-
amidasa. La fermentacidn se realizé por 8.0-10 hrs, recuperando
el paquete celular y conservdndolo por congelacidn.

La enzima penicilino-amidasa no se excreta al medio de
cultive ( e= intracelular) por lo gque debe extraerze de 1la

célula. La tacnica aqul empleada para lograr lo anterior fue el
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choque osmbtico y la técnica en detalle se describe ern el
apéndice A10.

Una wvez extratda la enziwa sSe procedid a evaluar su
actividad, Para 1o cual se siguid el método del Para-
dimetilarincberzaldehids. La ticnica detallada de eczta
microdeterminacién se muestra en el apéndice All.

La determinacion de la concentracidon proteica se hizo
empleando el método de Bradford v la concentracién celular
mediante turbidimetria. Ectas dos téchicas Se describern
detalladamente en los apindicesz Al2 y AL3, respectivamente.

La determinacién del corsumo de azucares reductores es el
parametro sobre el «wue se hizo énfasis (por obvias razones) y se
utilizdé el método del DMNS va deszcrito en la pagina 46.

Finalmente, con cobjetc de corrobaorar que 1la cepa de
Ezcherichia coli FMG6 10 =zigue siendo recombinante durante toda la
fermentacidn, fue realizado el aislamiento y la purificacidn, a
pequefia escala, del plasmido de ADN. Esta determinacidn es
importante porque se ha reconocido la p#rdida de un prlasmido
portador del gen insertado como uno de los principales problemas
en fermentaciones de bacterias recombinantes (Lewin, 1990).

El1 procedimiento es descrito en detalle en el apéndice Al4.



CAPITW.O TERCERO

ELECCION DE METODOS
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Minino de Chezter...
?Quieres decirme, por favor,
qué camino debo elegir para salir de aqui?
Eso depende mucho de adinde quisrecs ir
respondié el Gato.

Poco me preocupa adinde ir -dijo Alicia.
Entoncez poco importa el camino que elijas -replico
el Gato.

Con tal que corduzca a alguna parte ~afadid Alicia
comc conclusian.

Oh! Puedes estar segura que llegaris a alguna parte

~dijo el Gato- si caminas lo suficiente....

Alicia en el Pails de las Maravillas

Lewis Carroll (1832~1893)



ELECCION DE METODOS.

De todos los m2todos anteriormente descritss, sa probaron
experimentalmente los que ofrecieron mayores ventajaz tedricas,
las cuales fueron: 1) Factibilidad de =er empleadons en las
nuestras obtenidas de medios de fermentaciin; 2) Ser
relativamente rapidos y sencillos:z 3) Permitir el manejo de
rpuchas msuestracs a la vezs; 4) Contar en el laboratoric con todos
los reactivos, materiales, equipo e instrumertos necesarioz.

Las razomes que justificaron su eleccidn fueron laz

siguientes:

A. M2todo del aAcido sulfurico-fenol. Este mitodo aparece como uno
dga los mejores: es colorimétrico, pPor loc que pozee una alta
sensibilidad; es rapido, no requiere easiro zofisticado y tambien

es muy econdmico al 5610 requerir de icido sulfurico vy fenol.

B. Determinacidn con 2-bifenjilamina: Este m&todo, & pesar de
requerir un reactivo no suy comin comercialmente, fue elegido por
ser uno de lo= reportados en la literatura con mayor frecuencia e
incluso recomendado en dichos trabajos. Aurque la determinacicn
requiere de al menos 2 horas, es potible tratar muchas muestras a
la wvez. UWna desventaja que cabe mencionat ez la necesidad de
utilizar mucho &cido aceéetico 9glacial puro, lo que re=ulta
costoso. No obstante, l1las ventajas que reporta su uso hacernn de
este mitodo uno de los elegidos para intentar su aplicacidn a los

medios de fermentaciones agul estudiados.

€. Determinacidén del ferricianuro. Este mé¢todo, originalmente

w
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reportada para la cuantificacién de reductores en jugos de frutos
citricos, pParecse ser aplicable a otros sistemas de composicion
quimica compleja. como lo ton los medios de fermentaciones. Se
aligio debido a que ez colorimitrico. resulta rapido vy ze contd

con todoz los reactives recesarios en nuestro laboratorio.

D. Meétodo del reactivo del dcido 3,5-dinitrosalicilico. Este
método fue elegide también por ser colorimétrico, ripido y contar
con los reactivos necesarios. El1 uso del acido 3,5~
dinitrosalicilico (tambiitn llamado DNS) vya se ha reportada para
sSuU uso en medios de fermentacicon. Sin embargo, los resultados
obtenidos no siempre fueron consistentes con lo esperado, lo que

debe considerarse al estudiarlo aqui.
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CAPITWRO CUARTO
RESULTADOS Y DISCUSION

1. Resultados
1.1 Matodo A
1.2. M&todo B
1.3. Método C
1.4. Método D
1.%5. Discusidn

2. Estudio de los factores que afectan
determinacion de aznicares reductoras
reactivo del acido 3,5-dinitrosalicilico.
2.2. Discusibn.

3. Optimizacibn del método del DNS.

3.3. Discusidtn.

la

<on

4. Prevalidacidn del mé¢todo que ocura el reactivo

del acido 3,5-dinitrosalicilico.

4.2. Discusion.

5. Aplicacion del método DNS en Procesos

biotecnoldégicos.

5.3. Otras aplicacioneas del DNS



El cerebro no es un érganc del pensamienta,
sino un brgano de la sobrevivencia, como
las zarpas y los colmillos.

Estid hecho de tal forma. <we nocs hace
aceptar ccamo verdad cosas que sdlo
son ventajas .

Albert Szemt-Gydrgyi
(Al serle entregado el premnio Nobsl
de Fisiologla y Medicina, 1937).

Y =i estc mo fuera precisamente la verdad?
Y si esto no estuviera demostrado?
Y si todo este =& redujera a la vanidad, al deseoc de
dominacidn, a la impaciencia, al temor, a la locura
llena de arrobamiento o de ezpanto de loz hombres?

! {Aurora)
Frederich Nietzsche (1844-1900)




RESULTADGS
Los resultados obtenidos ourante la evaluacidn experaimental de

los cuatro mitodoz elegidoz =cn dozcritos a continuacion:

Mitodo A. Determinaciin con &cido sulfirico-ferol.
Primeramente fueron comsztruldasz las curvaz de calibracidn para
soluciones acuosas y soluciones tamponadas Que contienen,
separadamente, glucosa vy ramncsa. Esto con obietc de corrcborar
que el presente método presenta una tendencia lineal en el

irtervalo de concentracionez e:ztudiado. taz lecturas hicieron

a dos diferentes lormgitude=z de onda, 480 y 490 nandmatrosz POrAQue
ambaz se reportan como Utilez en la cuantificacién de azicares
reductorsz. No se llevd & cabo un estudic de “"barrido®  porgue

tiene

esta ya reportado que el midximoe de abzarcidn
precizamante entre los 480-430 nandmetrez. E1  procedimiento
experimental utilizado ez &l mostrado enseguida,

fe realizaron los exgerimentos por trirplicado v 10z rezultadoz
obteridos =ze mueztran en la Grifica 1, Rara laz lacturaz hechaz

a 490 nantmetroz v en la Grafica 2 para las lecturas a 420 rim:
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Grafica 1
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En ambaz curvaz de calibracigr y tantc rarz qlucoza come para
ramnosa. S=2 afprecic una muy buena linealidad a las doz longitudes
de onda estudiadaz, zegun damueztran oz coeficientes de

correlacidn encontradoz ( todos entre 99%.33-92.65%).

Posteriornente ce hizo un estudic con las solucionez de cada
uno de los componentes de los medios de fermentacidn estudiados vy
aqul se encontraron interferencias muy grandes debidas a alguno o
algunos de los compuestos quimicos presentes en el extracto de
levadura, el extracto de carne, el agua de cocimiento de malz vy
el extracto de malta empleados. En el Apindice Al e mancionan lac

composiciones quimicas promedio de ectos susztratos.

Los resultados arriba mencionzdoz se mueztran en la Tabkla IV vy
consisten en el valor promedio luego de trez detarminaciones
independientes:

Tabla IV. Eztudic de la ezpecificidad de la determinacidn con
&cido =sulfurico-fenol para disoluciones de los componentes
presentes en los medios de fermentacicn eztudiadosz.

Sustrato XTrarzmitancia Coeficiente o2
Interferencisa

Blarco de agua 79.00 1.00
Extracto de levadura 30.00 3.30
Extracto de carne 46.00 2.15
Agua de cocimiento de maiz 24.50 4.04
Extracto de malta 69.00 1.43
Peptona de caseina 91.50 1.03
NH H PO 95.50 1.03
42 4




Suztrato “ Tranzmitarcia Coef, Interferetcia

(NH ) SO ©6. 00 1.03
42 4
KH P 95. 50 . .03
x4 :

MgS0 w#5.50 1.03
4

kC1 9<. 00 L. 03

Nacl 95.80 1.03

FeSO 91.80 t.08
4

El Coeficiente de Interferencia es definido como el cociente
del porcentaje o= Transmitancia del blarnco de agua entre el

Porcentaje de Transmitancia del componente en cuastion.

Hatemiticamente se expresa asir

Coeficiente de % de Tramzmitancia del blanceo
Interferencia =

~=- xi0Q
itarcia de la mueztra

£1 valor de referencia ez 1.00 y mientras mayor sea &l valor
rumirico dz este coeficiente, mayor es el grade de interferencia

del comoussto en la determimacion.

La razdn de expresar el coeficiente d= interferaencia en
porcantaje de trancmitancia obedece a qus dcta zigue un
comportamiento lineal, wmientras que la sasbs=orbancia csigque um

comportamiento logaritmico.

Luego de detectadas las interferencias debidas a loz= zustratos
mencionados, esta claro que el método de 1la determinacién con
dcide sulfurico-fenol no es especifico para azucares reductores.

Un posterior estudio, con objeto de demostrar su inaplicabi lidad
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a los' =zistemaz de nusztro interés, se realizd de la =zZiguiente
manera: A wedicos de fermentacidn A, B, € vy D se les adiciond
glucosa. La corcentracidn final de este azucar fue de S0 g/1,
fuego == ensayd el mitodo analltico v s& calculd el % de gluceoza
recuperado. Loz resultados promedio de trez determinaciones
inderendientes =un los mo=-trados en la Tabla V.

Tabla V. Porcentajes de recobro logrados al utilizar el mitodo
D en diferentes sedios de fermentaciim.

Medio de fermentaciin Cantidad de glucosa % de

empleado recuperada {(g/1) Recobro
A 38. 000 76.00
B 29. 000 58.09
c 27. 000 S4.00
I 28. 000 S6.00

El porcentaje de reccobro ecsta definido asul como:

Cantidad de azttzarsz reductire: cuanmtificads
——————————————————————————————— 3041
Cantidad de azicares reductores adicionada

La compozicivn quimica de los medioz de farmentacziodn anterioras

va ze indicd en la Tabla III.

Como se  aprecia en la Tabla V, este mitodo resulte
inacecuado pars la cuantificaciin de azdcarez redustorez en los
medios de fermentacién estudiadoz. La determinacitn =e realizo
por triplicado vy de forma independiente para cada uno de  los
ensayos. Originalmente este m&todo, Propuesto por Duboiz vy
colaboradores, eztd reportado para el trabajo con discluciones
acuo=asz de carbohidratos y an conjunciin con  cromatografia en

papel pero no para su empleo en los sistesas de nuestro interés.

ha
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Existen diverzos factorez aque pPudieran causar una nala
cuartificacidrn de az'cares reductores. For ejemplo, Koeflar
11952) estudid este métodr en detalle y encontréd aue la
absorbancia determinada es funcidn tambidén de la cantidad de
fenol adicionada. mostrandose un incremento gradual hasta llegar
a un miaximo para luego descerdar. Ezsta es otra fuente de error
que, aunque es posible evaluar para tratar de eliminarla o al
menoz dismiruirla, hacen al mdtodo en general dificil de

trabajar.

Método E. Determinacién con 2-bifenilamina.

Con objete de evaluar la linealidad del siztema al emplear
este método, ce construyd primero una curva de calibracion
utilizando glucosa en solucidén tamponada vy leyendo a 380
nandmetros. El procediniento experimental empleado =e presernta

enseguida y los resultados promedio e muestran en la Grafica 3:
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La ecuacidn de la recta ec la siguiente:
Absorbancia= 6.45x10 (concentracidry-0.012
Y la linealidad del mitodo quedd de manifiesto al observar el

coeficiente de corr=zlaciinm experimentalmente obtenido (99.75%).

Luege de construir la curva de calibracidn, se investigs 1a
posibilidad de aplicar est=z mitodo a las muestras de ruestro
interés. Para eszto aqui tawmbié¢n se adiciond una cantidad conocida
de azicares reductores (50 g/1 de glucoza) en varios medioz dJde
fermentacidn y se calculd el porcentaje de recobro obtenido. Los
resultados promedio luego de tres determinaciones

independientaz. ze musstran en la Tabla VI.

Tabla VI. Porcentajes de recobro para glucotsa en varioz wedios
de fermentacidn utilizando el método B.

Medio de fermentacidn Cantidad de glucosa 7 dea
empleado raecuperada (gs1) Recobro

A 43.900 86.00

B 42.50 85.00

C 44.50 89.00

D 42.70 85.40

E 43.00 86.00

F 45.00 90.00

G 44.50 89.00

H 44.50 89.00

De la tabla anterior se observa que este método puede

emplearse en las muestras provenientes de 1los medios de



fermentacidn aqui estudiades. En vista de ello. se realizaron
investigaciones pocteriores con objeto de determinar cual es la
longitud de onda e la Que se presenta  un maximo de absorbancia,
pues en la literatura consuitada rno se encontrd alglnn valor
reportado. Para esto se utilizaron soluciones acuosas de glucosza
de concentracidn 100 ug/ml v el procedimiento seguido fue el
prapueszto por Christiansen (1986), haciendo también aqui estudics

por triplicado.

Los resultados cbtenidos del promedio de tres curvas

inderendientemente realizadas son wostrados en 1la Grafica 4:

o
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Urna vez zeleccionada la longitud de onda con que ce trabajars
en lo =zubsecuente, fue evaluazda la relaci1ém existente zsntre la
absorbancia vy el tiempo &2 calentamients a cbulliciies para
muastras de glucosa en amortiguador de acetatoz d= pH 3.50. E=zto
se hizo con obrjeto de deterrirnar a partir de 3[ue momentc el color
desarrollado durante el calentamiento permanece ecstable. Loz
resultados encontrados para el promedio de tres determinaciones

hechas de manera independiente, ze muesztran & contirwacitm en la

Gr&fica Gs
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El haber evaluado ¢l espectro de abzorcidn cuande == uzZ=
qlucosa como azticar reductor a encavar, asl como el : afezto del
tiempro de calentamient para muestras  conternendo  este mizmo
aztcar, fueron necesarias para establecer una serie de
condicicnez denominadas estandar al emplear este mitade y  avitar
asl errores como el provocado por un calentamierto insuficiente
de las mueztras.

kespecto al reactivo empleado, =2 encontrd que 1la 2=
bifaenilamina =s roco estable en 4cido acético glacial. Se aprecia
la formacién de urn color amarillo luegc de dejar ebullir gor unos
POCOS minutos y atin despues de hacerlo por mas de dos horas. Por
ecsta razdn es mejor preparar el reactivo roco antes de emplearse
Y. como precaucidn adicional, protegerla d= la 1luz. Con esta
reactivo las aldohexosas dan una coloracién verde. La ramnosa.

segltn la literatura. da una coleracién cafe (Timell, 195&).

No obstante 1oz buencs rorcentalez d= recobro alcanzadoz con
ecte mitodo, el compuezto orto-amirobiferilo presenta varios
serios inconvenientes: 1) Sclamente =ze conzigue de importacion
por lo qu= tarda mucho en llegar: 2) Ez un reactivo poco comin vy
ne muchaz compafilias lo expendan: 3y El1 qus == ancuentra
comercialmente posee un muy bajo grado de pureza (38X) por lo que
debe purificarze antes de usarse con fines analiticos (Aldrich,
1991)3 4) Resulta extremadamente téxico por inhalacién, abszorcionm
cutarnea e ingestidn pues irrita severamente los ojos, el sistema
reseiratorio y 1la piei; S5) Existe un alto- riesgo de posiblez
efectos irreverszibles, posiblemente disponga a contraer malez de

tipo carcinogénico y mutagenice (Merck, 1989); 6) En razdn de 1lo



anterior debe manipularsa con proteccitn de 1a c=ra
-princigplamente ojos, nariz vy boca-, ropa de pProteccidn vy

auantes,

Dadoz los= anteriores inconvenientesz, dejd de ensayarze

i
—

mttodo de 1la determinacién con 2-tifenilamina corm cobjeto de
encontrar uno igualmente adecuado pero con un menor riesad a la

salud aszeciado con =u uso.

Mitode C. Determinacidn del ferricianuro.

Al  igual que en todoz los mitodos anteriormente ensayados.
primero sze construyd la curva de calibracidm para evaluar la
linealidad del sistesma. Se utilizd una disolucidn de glucosa en
taapdn de acetatos pH 3.50. Lacs lecturasz se realizaren a 519
nandmetros Yy los resultades cbtenidos se muestrarm en la Grafica
6 para tres curvas construidas de manera independiente; asimismo,
el procedimiento experimental utilizado es el gque =ze pPrezenta

enseguidat
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La ecuacién de la recta es la =iawmente:
Abzorbancias 5.20:<1;4 (concentracidn) -0.010

El coeficliente de correlagidn fuz de 0.9962. En base & este
dltimo <c=e asevera que el mtodo sigue un comportamients lineal
cuarids se aplica a =oluciores tamponadas de glucoza en el
intervalo de 0.0 a 1400 microgramos /ml.

Posteriormente ze evalux la arlicabilidad d= este método & 1=z
determinacidn de reductores en los cistemacs de nuestro interés.
Loz rezultadoe eromedio del estudio hecho por triplicado son
mostrados en la Tabla VIIL

Tabla VII. Forcentaje de recobro para alucosa en padios de
fermentacisdn utilizando el m2todo de la determinacién con

ferriciaruro.

Nedio de fermentacidn €antidad de 9lucoza % de

emrlaads recurerada (a/l) Recobro
A 62.00 124.00
B 56.00 112.00
v 52.00 » 104.00
D 53.00 106,00
E 53.00 11x.00

En vista de lcs antericres resultados. el método fue revisado
con mas detalle, encontrindosze que el principal factor critico a
considerar era el tiemvo de reacciin. Por esta razim se hize un
estudio utilizando glucosa en solucidn acuoca (concertracidon de
0.1%) 1la cual se sometid a calentamiento en agua a ebullicidén v
tomando muestraz a diferentez tiempos. como se muestra en la

Grifica 7:
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e la grafica anterior te aprecia que luego de poco mas de
cinco minutos de calentamiento, priacticamente no hay ya variacidn
en la absorbancia o cual indica que la  reaccidn  se ha
completado. Como en el estudio del porcentaje ds recobro =e
dejarom laz muestras ebullir por diez minutos, entonces deben
existir algin tipo de interferencias al aplicar este método en
las muestras de ruestro inter&=s, Con objeto de comprobar lo
anterior, se realizé un estudic utilizando coluciores acuosas de
cada uno de los componentes de 1oz medios de fermentacidn aqui
empleados. Laz lecturaz se hicieron a 515 nm v loz resultados
Para esctudios por triplicado se muestran en la Tabla VIIIz

Tabla VIXII. Determinacitn del coeficiente de interferencia para

algunos componentes de medios de fermentacidn al utilizar el
método del ferricianuro.

Musshira % de Tran=mitarnciz Coeficiente d2
Interferencia

Blanco de agua 99.00 1.00
Extracto de Levadura $S5.40 1.78
Extracto de Carne 78.00 1.26
Agua de cocimiento

de Maiz 72.00 1.37
Extracto de malta 85.00 1.16
Peptona de Caseina 92.00 1.07

E1l Coeficiente de Interferencia ha sido va definido. Cowoc se
aprecia, el mayor grado de interferencia se debe, en orden
decreciente, al extracto de levadura, agua de cocimiento de maiz,

extracto de carne, extracto de malta y peptona de caselna, pPor lo



que resulta inadecuado utilizar este mitodo analitico en mediosz

de fermentacidn que contengan estoz zustratos,

E=ztoz problemas ya se sozpechabar puesto que se ha reportado
que nha a2xizte una difaerencia sienificativa entre la determinacidn
con ferricianuro-molibdato vy la determinacidn volumitrica ror o1
nétodo de Shaffer-Hartmann, lo que indica el grado de resolucidn

que este mitodo puede alcanzar (Shaffer y Hartmann, 1921).



K3 DERE-
HMatoda D. wﬁ@'mxryam&‘,‘pzoviﬁ:ﬁﬂ{Eﬁ del Acido

dinitrozalictlica.

Al 1qual aque erm loz anteriore:z m2todos experimertalmente
evaluados. se muastra aqul la metodolowia sequida. Posteriormente
se construveron curvas de calibracidn para probar la linelidad
del sistema. Se utilizaron soluciones de alucosa vy de ramnosa en
amortigquadora de acetatos pH  3.50: loz resultados =ze muestran a
continuacitm en la Grifica € para ambas curvas hechas eor

trielicado:

k24
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Las ecuaciores oe las rectas sot:
4 -3

Para glucesa. Absorbancia= &6.72x10 {concerntracido) -9.74x10
-4

Para ramnocsa. Abzorbancia=s 4.56x10 {concertraczibm: -0.071

Como ambos coeficientes de correlacidén son mayores a 0.994.
el m&todo rezulta lineal a concentraciones de hasta 1600
microgramss/ml. El bhecho de @se la curva para qlucoesa muecstre
valores mis altos de zbcorbancia aue la respectiva para ramnosa.
es consistente con lo resortado en la literatura (Hostettler. et
el,. 1951: Bell. et al.. 1952: Meyer. van der Wyk v Derna., 1954).
Este ccmportamiento debe ser considerado al evaluar mezclas de

carbchidratos.

€n wn estudio potnerior se determird la lonqitud de onga a la
cual =e tiere un miximo de absorcitn. pues en la literatura se
reportan valores desde 420 hasta S90 nanteetros. Los resultados

de este estudio e muestran en la Griafica 9.
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Luego de lo anterier. se procedid a estudiar la aplicarilidad
del wgaitodo a muestras provenientes de medies de fermentacidn.
Para ello se adicrond una cantidad conoc=idza de glucosa a  varilos
medioz o2 fermentacicn (50 9-°1) v s2 calculd el epcrcentale dae
recocbro obtenido. Loz tesultados de este estudio. hecho por

triplicado. e mwestran en la Tabla IX:

Tabla IX: Porcentaje de recobro alcanzade en la cuantificacidn
de alucosa prezente en alouncs medios de farmentacitn al utilizar

el método del i4cido 3.5-dinitrosalicilico.

Medio de fermentacion Cantidad de =lucosa % de
ewpieado recwerada 19/1) Recobro
A 43.3¢C 8&.60
E 40,95 g1.%0
[+ 45. 00 F0.00
I 22,80 B5.00
E 43.00 86.00
F 46. 00 ©2.00
G 44.50 &3.00
H 45.00 P2.00

En el anterior estudio las lecturas de absorbancia se
hicieron a 550 rm y. como muestra la Tabla IX. no se presentaron
inter ferencias al wutilirzar este metodo en los medios de
farmentacidn mencionados. Sin embargo. el porcemtaje da recobro
alcanzado no se considera lo suficientemente adecuado al tratarse
de un metodo analitico. Em vista de estc ez necesario estudiarlo

con mds cetalle.




1.9, tazcuziin oe Fesultacos.

Los metooos A. determinaciorn con  &cido zulfurico-Tencl vy C.
detarminacidn con ferriciarmuro, demestraron  ser 1nadzcuacos al
aplicarze en ®suestras psrovenantes de medios de fermentacidr
(Como se musstra en 1a Tablas IV vy VIII. resrectivamenrte):
el matodo B. determinaciin con Z-amiriobiferiilo. ez por su  parte
de un alto riesgoo a la salud por 1o que se eligid al mitoda D,
deterrinaciin con reactivo del bcido 3.5-dimitrosalicilico. epara
realirzar la cuantificacidn de azticares reductore=z em medios de
fermentacidn. Una ventaja adicional de este mitodo lo es el
qQue recientemente se reportaron los efectos téxicoz del &cido |
3.5-diratrosalicilico sobre piel. sus pozibles efectos causadoz
pOr acumulacidn, la accidon de este acido en al9unos draancs
internoxs asi como algunos otros indicadores bioquimicos
(Reznichenko y Vazailenko. 1985).

Sin embargo. dado aque aun re =e ilegz 3 cuantificsr
con una efi1cilencia mayor al 90X%. como se muestra en la tabla  IX.
v esta ez la eficiencia requerida para un buen matods analitico.
es necezario realizar mas inveztigaciones para lograrlo,

En  los siguientes capitulos son descritos la serie de esfuerzoes

Tue 38 realizaron dirigidos en este sentido.



2. Estudic de 1oz faztore:z gus afsctan la  determinacién  os
azucares reductores (=1 reactivo cel acido
3.5-dinitrosalicilico.

2.1. Introduccién,

A pesar de aue 2l vss del reactivo gue contiene acido 3.5-
dinitrosalicilico est& ampliamente difundido, una revision en la
literatura cientifica evidencit gqus en realidad ha side eooo
estudiado. Esto aquedt demostrado rorque en muchos trabaljos.
dentro del ambito biotecrnolégico. en donde ecte método  es
espleado, han <sSide reportados comrortaRientos extrafios aque  se
atribuyveron a mucho=z factorez (pPor ejemplo. inestabil 1dad
genstica en m1Croorganismos recoobinarites., condiciones
fisicoquimicas durante la Fermentacicn. camtciioz drasticoz en el
metabolismo microbiano) rero nunca al método analitica en si. Por
esta razin, y en virtud de que loz sorcentajez G2 recobro lMasta
ahora alcanzados no sor o2l todo satisfactoricz. fus recesSario
evaluar los Que Son, a nuestro juicio. loz factores criticos en
este método y poder propomer entomces uha zerie de condiciones

estandarizadas pPara uniformar criterios.

2.2. Efecto de la Temperatura.

2.2.1 Sobre la velocidad de disolucidn de los componentes
del reactivo.

En la literatura conzultada no se menciona una temperatura
especi fica a 1a cual deba prepararse el reactivo del acido 3.5-
dinitrosalicilico. No obstante, es importante determinarla puesto
que la reaccidn es. desde un punto de vista termodinamice,

endoteérmica. Por esta razdn se creyd conveniente realazar

o



estudxoé al rezpectc v una pramera evaluacisn consistid en la
deternlna'cttn experimental de la velocidad de disolucién del DNS
resrecto a la tesperatura. La velocidad de dizoluciin z& detinz
aqul coso la cantidad de soluto aue se sclupiliza por unidad de
tiempo Yy en nuastro estudioc se utilizd um gramo del #cxdo 3,8~
dinitrosaliclilico para disolverlo en un volumen constante de agua
destilada (20 ml) a diferentes tesmperaturas.

La expresion matematica que define la velocidad de disolucidn
es la siguiente:

1 gramo acido 3.5-DNS
velocidad disSol, = ==e———— e — o e e

Tiempo de disolucitr en mirutos

toe resultados obtenidas. luego de datermninzciones por

triplicado. son mostrados en la Tabla X.

Tabla X. Efecto de la temmeratura sobre la velccidad de
disolucidn en la preparaciin del reactivo.

Temperatura (°C) Ticwoo de velogidad de
. disolucién dizeclucidn (g/min?

30 25.1 0.0338

40 23.2 0.0431

S0 20.5 0.0487

60 8.2 0.1219

70 6.7 0.1492

2.2.2. En la preparacitn del reactivo
2.2.2.1. Sobre la intensidad del color producido.
Con objeto de evaluar zi la preparaciém del reactivo a

diferentes temperaturas tierwe algun efecto sobre la intensidad




de) anlor  amarilleo aua Zzte presenta. = prefararon k2
mililitros oel reactivo ENS a laz temperaturasz abajo sefdaladas vy.
lusao de 2nfrisrsz o termeratura amblente -va ous la absorbancia
esta en fuliin de la temmeratura~ (Wilson y Wilson. 19326) e
tonarot lecturaz del pocrcentaie de Tramemaitancia y Absorbareia
Para cada lote por trirlicade vy de mamera indeperxliente. Los
resultadoz son mostrados enseguida en la Tabla XI.

Tatsla RI. Vzlores de absorbancia y transmitancia para reactivo
LMS preparado a diferentez temceraturas.

Temseratura ZTransmitarcaa Abcorbancia
de preparacidn (*C) rromedic
30 94.5-94.7 G.024
40 PR I-94.2
S0 F4.2-94.9 €.025
&0 5. 0-73.5 : 0.025
70 F3.6-9%4.0 DEp et

Como se observa de la anterior tabla. la coloracidén que
presentan loz diferentes reactivos 2z muy similar entre si v la

variacidn umbés bien rusde deberse a errores experimertales.

Graficando los anteriorez datos. puede esto apreciarse con  wdc

claridad; por se conztruyb la Grafica 10 gque a

continuacibn se muestras

a7
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2.2.2.2. Sobre la cumantificacidn de azicares reductores.

El hecho de que el reactivo ereparado a diferentes
temperaturas tenga priacticamente la misma intensidad de color no
necesariamente significa que se logren cuantificaciones . iguales,
ror 10 que esto wQltimo debera evaluarse experimentalmente. En
vista de ello un estudic fuwe realizado utilizando una
solucidon acuosa de glucosa como referencia (concentracidn 1000
M9/ml} para construir curvas de calibracidn y emPleando reactivo
DNS preparado a diferentes temperaturaz. Los resultados son

nostrados en la Grafiea 11.

23



32 OOR B W—0DBTYORC>

Grafica 11

1.4

0 900 800 1200 1600 2000
Concentracion de glucosa en ug/mi

= A 30°C — A 40°C ~#¥- A 50°C

—£— A 60°C —-- A70°'C

Efecto del DNS preparado a distintas
temperaturas sobre la cuantificaciéon de
glucosa.




Como se aprecia de la anterior grafica. se logran diferentes

absorbancias, v en Conzecuencla diferentes concentracione=z de
glucosa. seadn la temperatura a la cual 21 reactivo fue
Preparado.
Con objeto de demostrar a cual de todas las anteriores
temperaturas se logran los mejores porcentajes de cuantificacadn,
se hicieromn una serie de experipsentos vy los resultados
promedio, obtenidos de cuatro determinacionas hachas de manera
independiente. son los mostrados 2n la Tabla XII.

Tabla ¥®II. Parcentajes de recobro para glucosa cuantificada
con reactive DNS preparado a diferentez temperaturaz.

Temperatura (*C) Concentracibn Cantidad % de Recobro

real (/.:g/-l) recuperada

400 300 75.00

800 605 73.62

30 1200 1020 85.00

1500 1120 74.66

1800 1334 74.11

. 400 313 78.25

a00 700 87.50

40 1200 1020 85.00

1500 1200 80.00

1800 1990 110.55

400 31§ 78.75

8090 &30 86.25

S0 1200 1050 87.50

1500 1240 ' 82.66

1800 1990 110.55

400 300 79.00

800 710 88.75

60 1200 1457 121.41

1500 1760 . 118.656

1800 : 2010 111.66

400 490 122.50

800 955 119.37

70 1200 1430 119.16

1500 1905 127.00

1800 2050 113.e8



Como se ve en la tabla anterior v en base al porcentaje de
recobro encontrado. la temperatura de preparacion del reactivo
1nfluye grandemente =obre la cantidad de azlcares reductoresz gque
se determinan; el reactive con el cual ze tuvieron los mejores
porcentajes de recobro fue aquel preparado a S0, No obstante,
la cantidad de reductores aque el mitodo determina atm za
considera baja pues es del ordemn del 80-86% y un método analitico
deba cuantificar. idealmante, al 100% de la cantidad presente.
Esto obliga a realizar posteriores estudioz con objeto de 1loarar

melioras al presente método.

2.2.3 Discuzidn

En la evaluacidn que el efecto de la temeeratura tiene sobre
el métoda. se encontrd¢ primeramente que la velocidad de
disolucidn - del Acido 3,.5-dinitrosalicilico es directamente
proporcional a ésta pero al parecer no afecta en 1la intenzidad
del color amarillo que el reactivo preparado presenta, segun los
resultados wostrados en las Tablas ¥ y XI. Sin embargo. una
evaluacitn del porcentaje de recobro alcanzade al enplear
reactivo preparado a distintas temperaturaz mostrd grandes
diferencias en la cuantificacién de glucosa como se aprecia en la
grafica 11. Debe entonces tenerse cuidado &l preparar el reactivo
DNS a una determinada temperatura. Este fernlmeno no es alao nueva
pues @l misno comportamiento ha sido encontrado en algunos otros
n'étodos colorimétricos (Williams v Flemming, 1987). Segin una
serie de egerimentos, los mejores porcentajes de recobro se
obtienen al utilizar reactivo preparado a S0'C. No obsztante, las

cantidades determinadas atn se comsideran bajas, Por lo que este



meétodo analitico debe ser estudiado mas profusamente -y esto
imPplica evaluar mds factores- con objeto de mejorarlo y lograr
finalmente mejores cuantificaciones <ue es lo que e pretende de

todo metodo quimico analitico.

2.3. Efecto de la composicidén del reactivo.

Actualmente existen discrepancias sobre la composicion dptima
del reactivo vy diferantes laboratorios de investigacibdn
biotecnocldgica poseen distintaz formulaciones. Er ninguno de
ellos se bha dado una explicacidon satisfactoria del porgue =se
utiliza rutinariamente a cierta concentracidn no obztante que ce
harn detectado problemas cuando se determinan azlicares reductores
con él. En vista de 1o anterior, se considerd necezario evaluar a
cada wuno de los componentes presentes, para lo cual se hicieron
estudios por triplicado para cada componente estudiado. Las
razones que Justifican 1la adicion de dichos compPonentes al
reactivo ya se han mencionado antes en la seccidn correspondiente

a descripcitn de métodos.

2.3.1. Efecto de la presencia del =zulfito sddica.

Primeramente se evalub el efecto Que tiene la adicidn del
sulfito de sodio al reactivo. para lo cual se compard contra DNS
que no 1o contuvo. El comportamiento observado es el mostrado en

la Grafica 12.

2
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Como se aprecia de la grdfica anterior. el ¢tratamiente con
sulfito sddico no logrd la eliminacidn de una buena parte del
oxigerno disuwelto, como era de esperarse. Esto es claramente
visible ror la desviacidn de la tendencia lineal. El
cosportamiento anterior puede deberse a la interaccidn del
sulfito con otros componentes del reactivo y no dnicamente con el

oxigeno molecular.

3.3.2. Debido a la concentracidon de la sal de Rochelle

La =al de Rochelle (o tartrato de sodic y potasio. como
generalmente se le comoce) es 21 compuesto maz abundante del
reactivo. En una serie de experipentos realizadoz. se detactd que
la sal de Rochelle es el componente del reactive que vuelve un
tanto ineficaz al sulfito de sodio en la eliminacidn del oxigeno
disuelto pues en ausemcia de tartrato el bisulfito ez capaz de
eliminar mayor cantidad de oxigeno molecular disuelto vy proteger
nas efectivasente a la 9lucosa de la oxidacion por este elemento.
No obstante. el tartrato de sodio y potasio es necesario para
estabilizar el color desarrollado durante la reacci¢n por lo que
no puede eliminarse del reactivo. Sin embargo, lo que si puede
hacerse es encontrar cual es la minima cantidad de tartratoc que
se requiere para que el reactivo siga mantenlendo una tendencia
lineal cuando se aplica a azucares reductorez. Los .resultacbos de
una serie de experimentos realizados con dicho propbsito son

mostrados en la Grafica 13. -

0
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Los recultados mostrados en la grafica anterior indicanm que
el empleo de tartrato de sodio y rotasio a una corncentracibtr  del
20% resulta adecuada para estabilizar el color desarrollado (los
resultados de esto se discuten mis adelante) y mantener al mé&todo

dentro de un comportamianto limeal.

2.3.3. Efecto de la concentracidn del bisulfito sédico

Con objeto de determinar cuil era el efecto de diferentes
concentraciones de bisulfito sidico en el reactivo DNS se
hicieron uwna serie de experimentos y los resultados encontrade:z

se presentan en la Grafica 14.
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Los res=ultados mostrados en la Grdfica 14 indican que la
mixima intensidad del color desarrollado luego de la reaccidn
con glucosa se tieme al emplear bisulfito de sodio al 0.5%.
Este wmismo cowortamiento se encontrd al emplear bisulfito al
1.07Z pero no se ha wmostrado en la grafica, El uso de bisulfito a
concentraciones tan bajas como 0.005% produce una falta de

lirealidad.

2.3.4. Efecto de la concentracidn del hidréxido de zodio
El efecto que diferentes concentraciones de hidroxide szddico
tienen sobre la intensidad del color desarrollado se muestra en

la Grafica 1S5.
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Las altaz concentraciones del alcal: incrament an la
intensidad deal color deszarrollado w®pero al mismo tilempo
contribuyen a una desviaci¢n sensible de la linealidad, como
muestra la Grafica 15, El1 uzo del hidréxido 3bdico a uwna
concentracién del 1.0% parece ser lo mas conveniente pues se
‘produce un maximo en la intensidad del color y no disminuye la

linealidad (aparente) del mitodo.

2.3.5. Efecto de la concentracion del acido 3,5-
dinitrozalicilico

Respecto a cudl es la concentracidn minima dael acido 3,5-DNS

que asagura los mejores resultados. una serie de estudios fueron

hechos. En la grafica 16 se muestran dichos resultados.
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La fGrafica 16 muestra aue la maxima intensidad de color
desarrolladoe luego de la reaccidn con glucosa Se tiene al ewmplear
el acido 3,5-dinitrosalicilico a una concentracidn del 1.0%X. A
concantraciones nmenores se presenta nuevamente una clara

desviacidn de la tendencia lineal.

2.3.6. Efecto de la cancentracidn de fenol

De iqual manera qQue para el estudio de los otros componentes.
se prepard reactivo conteniendo distintas concentraciones de
fenol. Los resultados de estas investigaciones se muestran en la

Grafica 17.
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ta Grafica 17 muestra que el raximo desarrollo de color,luegs
de la reaccidn con el aicar reductor, se logra utilizando fenol
a concentracion del 0.5%. Concentraciores marorez a dsta comducen
a wna marcada falta de linealidad. Es interesante destacar aue
con fenol al 0.2 se logrd una 1intensidad en el color
desarrollado luego de la reaccidn aproxisadamente cinco veces

mayor qgue en su ausencia.

Comparando 1a formulaciin hasta hoy empleada con la aqui

propuesta. se tiene lo siguiente:

Formulaciin Propuesta Formulacidn de Rutina
Tartrato Na yv K 20.0% 21.6&%
Sulfito de sodio 0.50% 0.59%
Hidroxido sbdico 1-2.0% 1.40%
DNS 0.5% 0.63%
Fenol 0.5% 0.54%

2.3.7. Discusidn

Del estudio anterior, se aprecia claramente qué importante
resulta la composicitn del reactivo al utilizar el métodio del DNS
Para cuantificar azicres reductores. Cada uno de 1los diversos
componentes presenta fuertes desviaciones de un  comportamiento
lineal segun sea la concentracidon a la cual se emplea. Como
consecuencia de esto, €l mitodo también deja de seguir una

tenderxcia lineal lo cual explica, al menos en rParte, la serie de



discrepancias que diversos investigadores han tenido al . aplicar
este mitodo en sus andlisis. Los resultados mostradoz =n laz
graficas 12 & 17 ayudan en la resolucicn de estaz diferenciaz. La
composicidén que aqul se encontrd ser la miAs adecuada no difiere
mucho respecto a la propuesta en las formulacicnes hasta hoy

utitizadas en algunos otros laboratorios.

Los resultados agul presentados pueder: ser utilizados como
referencia para formular un reactivo DNS mas confiable v aquizi
el comrortamiento encontrado aaui expligue también la razén por
la que se han reportado pérdidas durante la cocuantificacite
{Bridersen vy FRicketts.1949; Miller, Blum vy Glenron) . La
composicitn del reactivo encontrada aqu! como mas adecuada no
varia en mas de un 20% de la anteriormente propuests., lo aque

minimiza algun error debido a este factor.

2.4. Estabilidad del color luego de& la reaccidn

2.4.1. Respecto al tiempo.

Es wna condicidn inicial contar con un métodoc analitico
colorimétrico en domnde @l color desarrollado, 1luego de la
reaccidn, sea estable. Esto debido a que, cuando ez necesarioc el
andlisis de wn gran numerc de muestras, no siempra pPueden
evaluarse ripidamente v un color poco estable se convierte asi en
una gran fuente de error. Por esta razon fue necesario evaluar
experinentalmente la estabilidad del color desarrollado luego de
la reaccidn del DNS con un azucar reductor, en este caso glucosa.

Los resultados obtenidos se muestran en la Grafica 18:
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2.4.2. Discusion

Como =se apPrecia del andlisis de la Grafica 18, el color
desarrollado luego de la reaccidn es lo suficientemente estable
como para hacer lecturas confiables, sin ningun problema, aun
desputs de cinco horas de iniciada aquella. Al cabo de
veinticuatro horas el coeficiente da extincion vario sélo entre
0.02-0.04 unidades de absorbancia, lo que claramente indica el
grado de ectabilidad del color desarrollado (se sabe oue el
coeficiente molar de extincidén mantiene una relacidn directamente
proporcional con 1la absorbancia (Silvester, Bazsier y Morril,
1987 . Esta gran ventaja se presenta en relativamente pocos
métodos analiticos colorimétricos., por lo gue se hace énfasis en

su importancia.
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3. Optimizacion del método del DNS mediarte el emplec del

m&todo estadistico de Box-Wilson.

3.1. Tratamiento de datoz y resultados.
La matriz cue se plantea para el m4todo de Box-Wilson, cuando
se utilizan tres variables con dos nivelaes cada. s la wmostrada
en la Tabla XIXI:

Tabla XIIXI. Matriz planteada para tres variables con dos niveles
cada una seqln el método de Box-Wilson.

Interaccion Variablests
de variable No. de exparimento A B c
{1) 1 - - -
a 2 - - +
b 3 - + -
ab 4 - + + _
c 5 + - -
ac 6 + - +
bc 7 + + -
abc 8 + + +
En donde:

a= volumen del reactivo en la determinaciodn.
b= tiempo de reaccibn.
c= tiempo de repoco luego de la reaccién.

Para las anteriores variables se tomaron como  centro
exparimental los valores hasta hoy utilizados rutinariasmsente.
bichos valores son: un wmililitro, cinco minutos y quince minutos,

respectivamente.
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En la asignacitn de los nivelez alto (+) y bajo (-} para zada
una de las variables, se considerd como maximo aceptable wuna
variacidn del 40%. Asi entonces, el disefio qua se planted fue el

mostrado en la Tabla XIV:

Tabla XIV. Niveles superior e inferior para cada una de las
variables estudiadas.

1

Variable

A B [
Centro experimental 1 S 135
Unidad de variacidin 0.4 2 &
Nivel swperior 1.4 7 21
Nivel inferior 0.6 3 k-

Sustituyendo los valores de las variables en 3us niveles alto
(+) vy bajo (~) en la matriz planteada, ze tiene la wmatriz

desarrollada, ésta se muestra enseguida er la Tabla XV:
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Tabla XV. Matriz desarrollada que muestra los valores de loz
niveles alto y bajo para las variables estudiadas.

Interaccidn Variables
de wvariable No. de exgperimento A B c
{1y 1 3 9
a 2 0.6 3 21
b 3 8.6 7 9
ab 4 0.6 7 21
< S 1.4 <) 9
ac [ 1.4 3 21
bc 7 1.4 7 9
abc =1 1.4 7 21

Para realizar los experimentos luego de planteada la matriz,
debe elegirse un intervalo de concertraciones. Acqul se eligieron
las concentraciones de 0.8, 2.4 vy 4.0 ma/ml por considerarse
baja, media v alta respectivamente segin el grado de carrelaciéon
entre datos observado al construir 1la curva estandar. Los
experimentos se realizaron por triplicado vy en la Tabla XVI se

muestran los valores promedio para glucosa en solucibn acuosa.
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Tabla XVI. Evaluacién experimental de la matriz planteada para
el m&¢todo de Hox-Wilson.

Interaccidn de Numero de experimento Concentracidn {(mg/ml)
Variables 0.2 1.4 4.0

R T T
a 2 0.27 1.08 1.82
b 3 0.80 2.45 3.92
ab 4 6.87 2.49 3.92
c S 0.84 2.67 4.49
ac [ 0.86 2.67 4.18
be 7 1.06 1.83 4.70
8 N.93 2.85 4.83

. abc

Las concentraciones se obtuvieron de laz medias de la
Absorbancia determinada a 550 nm v el posterior emrlec de la
curva de calibracidn para glucosa utilizando i metodo del DNS
para la cual el valor de los parametros ya ce reportd aqui.

Analizando los dates mostrados en la Tabla XVI, se aprecia que
el tratamiento b es el gue muestra la menor variacidn, en todos
los casos, al comfrarar la cantidad agregada contra 1a cantidad
recuperada ( 0.22, 2.11 y 1.86% de variacién, respectivamente)
pPor lo que se utilizd este tratamiento como referencia para
nuevos exgerimentos.

La metodologia ahora empleada fue aguella que se conoce ©omo
"etapa de ascenso", 1a cual se basa en el calculo de los
coeficientes de regresidn para este método. Dichos coeficientes
se emplean como base para calcular las variaciones que prezentan

las variables estudiadas (Kassart y Dijetska, 1978).
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Para determinar loe valores del rang> de variacidn, los
coeficientes de regrecitn lineal se multiplican ror la unidad d=
variacién y al valor mds alto se le asigna un valor unitarios
posteriormente =Ze toma como refarencia para calcular los valores
de las otras variable=., Asi entonces, son obtenidos los
resultados mostrados enseguida:

Para la concentracidn de 0.8 wg/mi:

Variabtle
B C

Coeficiente de Regresion 0.2412 0.0817
Unidad de Variacion 2 -]

Producte Unidad de variacien
ror Coef. de regresion 0.4826 0. 4906

Nueva unidad de Variacieén 0.98 -1.00

Para la concentracidn de 2.43 mg/ml:
Var i able
B

Coeficiente de Regrasion 0.5893 0.213%
Unidad de Variacidn 2 &
Producto Unidad de variacisdn

Por Coef. de regresicen 1.1787 1.2810
Nueva Unidad de Variacién 0.92 1.00

Para la concentracidn de 4.00 ma/ml:
Variable
B c
Coeficiente de Regresidn . 0.8731 0.3418
Unidad de Variacion 2 6

Producto Unidad de variacién
por Coef. de regresidn 1.7462 2.0S1

Nueva Unidad de Variacién 0.85 1.00
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Si  caiculamos ahora el valor prosmedio de la rueva unidad de
variacién para la variable b, se tiene que:
Valer promedio = 0.9167

Y para calcular cudl es ahora el intervalo de los nuevos
niveles de variacidn, se adoptan valores entre 1/3 y 3/4 de los
vatores promedios para B y C. De esta manera, fue neacesario
realizar muevos experinentos, de 1os cuales se muestran a
continuacién los resultados encontrados cuando se utilizd glucosa

a concentracidon de 0.8 mg/ml.

Numero de Variable
Experimento B c
1) Centro exrerimental 7 9
Unidad de Variacidn 0. 456 0.509
2) Nuevos intervalos
de variacion 7.458 .500
3) . &.540 9.500
4) 6.540 9.000
(S) 7 9.500

i.os anteriorecs intervalos de variacitn se suztituven en 1la
ecuacion de la recta obtenida para glucosa a concentracién de 0.8

ng/ml, obteniindose loz resultados siguientes:

Nimero de Concentracidn de glucosa
Experimento {ma/m1i)

1 0.8393 =

2 0.9054

3 6.7776

-4 0.7686

5 0.5460

*Centro experimental
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De los resultados anteriores puede wverze que cuando la
variable b se encuentra en su nivel md= bajo y C se varia en
media unidad (experimentos 3 y 47, la concentracién que sa
determina es baja; cuando B se aumenta en un valor de 1/4 de
unidad y C se varia en una unidad (experimentoz 2 v 5 las
determinaciones resultan altas; cuando B y C estin en al centro
experimental {(experimanto 1) nuevamente las determinaciones
resultan altas pero comparativamente menores aque las encontradas
en los experimentos 2 y S. Lo anterior indica que &l intervalo de
variacién de B se encuentra entre el nivel bajo y el «centro

experimental, esto es, entre 6.54 y 7.0.

El intervalo fraccional que se debid entonces manejar fue de
6.77 ¥, cuando C se mantuvo constante, los resultados fuaron los
mostrados en la Tabla XVII:

Tabla XVII. Valores encontrados para los intervalos de variacion
segun @] método de Box-Wilson.

Concentracidn (mg/ml) Valores para intervalo de
variacidn (mg/ml)
0.80 0.38035
2.40 2.3980
4.00 3.5538

De todo el procedimiento matematico anterior, se desprende que
los valores de los factores estudiados con los cuales se deben
obtener los mejores resultados soms

a {(volumen de! reactivo DNS) = 1.00 mnl
b (tiempo de reaccidn) = 6.77 minutos

c (tiempo de reposo antes de leer) = 9.00 minutos
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Eztos valores ro difieren muchc de los hasta ahora utilizados:
dichos valores son: 1.0 ml de volumen de reactivo, 5 mirutoz de
someter a calentamiento y 10 minutoz de espera antec de lear la

moestra.

3.2. Discusidn
El uso del método de Box-Wilson es una herramienta muy
espleada en optimizacidn de procesos y, por sus caracteristicasz.
se considera aplicable aqui. Si bien el método de Box-Wilson,
cemo todo experimento factorial, pPresenta varias desventajaz,
éstas resultaron ser menores que lats ventajas obtenidas.

Seguin mostraron una serie de resultados de todo aquello que
no se incluyd en las ecuaciones de regresidn, los residuos fueron
de wn valor muy cercano a cero, lo que prueba que el wmodelo
refleja cercanamente 10 que ocurre en realidad. La estrategia
seguida para demostrar 10 anterior sa conoce como analisis
residual. Asimismo, resulto conveniente ajustar los datos & una
recta de regrecidn lineal, puaes fue posible, con relativa
facilidad, conocer los valores de los efectes para cada uno de
los factores estudiados y dar, consecuentemente, los niveles
dptimos de variacidn para dichos factores. Esto fue posible tanto
para los factores considerados individualmente come pPara las
diferentes interacciones entre ellos. Durante el desarrcollo de
los diferentes experimentos, una vezr planteada la matriz mostrada
en la Tabla XIII fue iwportante considerar sobre que intervalo de
concentraciones de arucares reductores debiera trabajarse. La

elaccion de las concentraciones utilizadas siguid el criterio de
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la correlacidn entrz datoz. Esta correlacidén es alta (rs0.99)
hasta la ooncentraciérm de 4.0 omg/ml POor- lo que &35te valor se
considerd el limite superior. En las determinacionec de azucares
reductores wutilizando reactivo DNS, é&ste fue preparadc a las
corncentraciones que sostraron ser las mejores segin los astudios
hechos anteriormente y que se muestran en las Tablas XKIV a XVII.

Las lecturaz se realizaron a 550 nm.

Una vez optimizado el métode que emplea el reactivo del acido
3,5-dinitrosalicilico, se considera nececario seguir evaluéndolo
segiun criterios matembdtico-~estadisticos. Uno de los mis
importantes a considerar, para cualquier m&todo analitico, es zin
duda alguna la validacién del mismo. En 1Ingenieria suele
esplearse el Algoritmo de Yates, un pProcedimiento matematico
demasiado elaborado, si se compara con los parametros utilizades
en wvalidacidn y con practicamente la misma efectividad (Daniel,

1980). Por este motivo no se ahondara en &l aqui.
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4 Prevalidacion del métcdo aue ocura el reactivo del acido 3.5-

dinitrozalicilico.

5.1. Evaluacidn experimental de parametros.

Aqui fue realizada la pravalidacion dal metdde analitico
del DNS, consistente en evaluar algunos de los pardametros
utiltizados en validacitn. Para validar un método analitico deben
efectuarse estudios mas completos y que incluyen, por ejemslo. la
calificacidn del equirpo instrumental emplaeado {tal como
colorimatros y espectrofotdmetros) lo cual mo fue hecho en este
trabajo. En virtud de lo antericr nos referiremos a los estudios
realizados como prevalidatorios.

La evaluacidn de cada wuno de los parametros en validacion se
lleva a cabo mediante calcules de matematica estadistica. El
universo de datos manejados para este fin fueron los mostrados en
1a Tabla XVIII:

Tabla XVIII. Datos empleados durante los estudics

_prevalidatorios del método analitico que ocupa el reactivo del
DNS.

mg de glucosa mg da glucosa % de recuperacidén
atadiaos recurerados
20 20.6 193.0
20 20.4 1¢2.0
20 20.9 104.5
50 51.9 103.8
S0 50.8 101.6
S0 S50.7 101.4
50 90.4 100.4
90 . 90.6 100.6
90 90.8 100.8
100 100.7 100.7
100 99.9 99.9
100 99.8 99.8
110 110.0 100.0



Tabla de datoz (continta):

110 102.9 3.9
110 109.7 99.7
120 120.90 100.0
120 120.6 100.5
120 120.5 100.4
Analicsta 1 Anulista 2

100.22%1 99.98

100.61 99.67

Pla i 100.89 100. 1S

100.26 100.15

100.61 100.70

10¢. 00 100.26

100. 01 100.47

Dia 2 100.60 99.60

100.20 99.97

100.71 99.67

4.1.1) Especificidad

Respecto a especificidad. se ha mencionado ya gue cada uno de
los m2todocs preliminarmente seleccionados se ensayd en diversoc
medios de fermentacidn. El método con reactivo del dcido 3,5~
dinitrosalicilico es5 el gue wostrd la wmayor especificidad en
estos sistewmas. como lo demuestra el Coeficiente de Interferencia

experinentalnente obtenido .

4.1.2) Laneridad
Empleando los datos wg de glucesa afadideos contra parcentaje

de recuweracicn se hizo el siguiente tratamiento:

n=18 Ex=1470 Ey=1478.20 Ex2=142500

Ey2=143504.48 Exy=142998



Esto es:

A=1.080029 B3 =36.3398
B=0.993253 Sy=36.0648
r=0.999922
Sy /== Ey -A(Ey)-B(Exy)
n

Sy/x= 143504.48~ {(1.0800Z9) (1478.20))1- [0.992353(142998)])

18
Sy/x= 3.4317/18 Sy/x=0.436640
n
Sy/fx= = —------- *Sy/x
n-2
18
Sy/x=  ------ (0.436640)
1&

Sy/x= 0.463127
Se emplea como estadiarafo de contraste la distribucion

de Student:

n-mo) Sx * n-1
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t =

€0,992353-1.0) (36.3398) ( 17 »7/0.436640
calc

t = -2.62393
i cale

Debe ahora buscarse la t de tablas para cotejarla contra

calculada acui.

La t de tablas con a/2= t

©.975
grados de libertad =n-2

reportada asi. fue la siguiente:

Como la t calculada es menor aue la t de tablas. se

la hipdtesis nula

{Ho) pPor lo gue el método es 1lineal

intervalo de concentraciones estudiado.

Y para calcular el intervalo de confianza:
Sy/x»

Sy n-1

0.992353-[(0.003114)2,11991

Entonces:

0.9857505 < 1.0 < 0,998955

la
acepta
en el

<1.0< 0.992353+1(¢0.00311422.1193]



4.1.3) Limite de cuantificaciin,

Respecto a este parimetro estadisztico.

aproximadamente los 30 ug/ml, locual es una

este =@ encuentra en

cantidad muy pegquefa

raspecto a la cantidad de reductores que presenta un medio de

fermentacidn. No obstante. es imkortante conogerle

~ademas de la

exigencia al validar el mbétodo- porque Puede ser empleado para

medir consumo de aziicares por parte de

los microorganismos cuando

se estudia wuna vlia metabdlica en particular.

4.1.4). Exactitud.
Se emplearon los siguientes datos:
2
n=10 Ex=999.7% Ex =99950.19

(38 estadigrafo de contraste

la distribuci¢én t de Student.

2 meccme—emamemeo =
0.1447 10

L.a desviacidn estandar se define asi:

%= 99.975

que se emplea aqguil

-0.0546341

es



z z z
(100.21-99.97) +{106.61-99.97) +....(99.67-99.97)
D.E.= -- - - e e
9

0.18845

D.E.= 0.1447027

La t de tablas con a’/2. g9rados de libertad=9 ez de:

T tablas= 2.2662

Y el irea de aceptacidn es:

-2.2662 < 0.1447027 < 2.2662

Como la t de tablas es mayor awe la t calculada. se acepta

Ho v el método es entonces exacto.

4.1.5) .Precizion,

4.1.5.1) Repetibilidad.
El estadigrafo de contrazte emmleado acqul ez el coeficienmte

de variacicn.
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Este se define de la siguiente manera:

El

3%Z. Comoe

Entonces: C.V.

0.144702

= 0.1447338

método resulta repetible.

0.1447 es menor a 3.0 se acesta Ho,

4.1.5.2) Reproducibilidad.

limite miximo aceptado para métodos analiticos es de un

por lo que el

Esta se evalua mediante un andlisis de varianza y los datos

empleados son los siguientes:

Dia

Dia 2

Analista 1

Y11.=502.38

¥12.=501.52

Y¥21.=500.65

Y¥22.=499.97

Y.1.=1003,23

¥.2.=1001.49

¥1..=1004.10

2 2
Y =(2004.72)

=

Y2..=1000.62

405£902.278

Yiea=2004.72



i=l.....2=a
3=l.....2=

k=1.....3=c

2 2 2
EY i..=(1004.10) +(1000.62) =2607457.194

2 .
EY i..
—eree—ee—= = 200945.7194
25
2
h 2 4018902.278
____________ S —mmemmee e = 200945,1139
225 20

2 2 2
EY -j.= (1003.23) +{1001.49) =2007452.653

B = 200945. 2653

2 2 b3 z 2
EY ij.=(502.58) +(501.52) +(S500.65) +(499.97)

z
EY ij.= 1004729.39

-

2

EY ij. 1004729. 32

Swmmemommmo E someoooeaoe- = 200945.878
c 5

2
EY ijk = 200947,734%

El analisis de varianza que se practicd se muestra en la

Tabla XKIX:

-
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Tabla XIX. Analisis de Varianza para evaluar la
reproducibilidad del mitodo que ccupa &l reactivo DNS.

TABLA DE ANADEVA

Fuente de grados de Suma de Media de Fealc. Frablas

variacion libertad Cuadrados Cuadrados

Analista i-1 0.6055 0.6055 84.09 161.4
2-1=1

Dia i-1 0.1514 0.1514 21.02 161.4
2-1=1

3 3
Interaccidn 1 7.2x10- 7.2x10- 0.0613 4.49
Error 16 1.8768 0.1173  =esom mm—mee

Como en los tres casos (analista. dia e interaccién) Fegalc
ez menor oue F de tablas, =& acepta Ho y el mitodo ez

reprocucible.

4.2Z. Discusidn.

En vista de aque diversos trabajoz publicados donde sz
cuantificaron azucares reductores con reactivo DINS. sefialaror la
presencia de comportamientos extrafioz al utilizarlo. fue
necesario realizar la praevalidacidn del mismo siguiendo les
criterioz establecidez por las Buenas Pricticaz de Manufactura vy

de Laboratorio asi como aquellos propuestos por diversos comités

1z
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oficiales. En base a los resultados  obtenidoz. este metodon
cumplid satisfactorlamente con todoz 1oz pardmetros conziderados
y damostrd ser aplicable a las muastrac de 1interés. Cabe
seffalarse aue, las concentraciones aquil estudiadaz =ze tomaron
de acuerdo con los intervalos manejados en fermentacacnes hechas
rutinariamente en nuestro laboratorio al igual gque los= analistas
1 y 2 fueron compaferos elegidos por trabajar desde al menes 6
meses con este método analitica.

Se <consideran loz estudios aqui hechos como prevalidatorios
dado cue se determinaron =dlo alqunos de los pardmetroz minimos
aue uma validacién exige. Si1n embar3io. lo hecho a3ul sirve  como
Punto de referencia para subsigulentes investigaciones. Es de
destacarse también oue en 1la literatura se reportan otrozs
parametros estadisticos distintos a los awui empleacos e incluso
diferentes ecuaciones matemidticas para el mismo Parametro
estadistico pereo e han utilizado loz Que son reconocidos  por
diversos comités oficiales de validacién.

La aceptacion de la importanciz que la validacion reviste ha
sido poca dentro del dmbito biotecroldgico z nivel investigacidn.
Afortunadamente otros garuros multidisciplinarios de
investigacion. dentro de las Area:zs biomedica v fisica
experimental =n nwevos materiales, e han mostrado mas senzitivos
en este santido vy actualnente ya inciuyen 1a validacitn de
mé¢todos analiticosz en algunas de sus técnicas de rutina. bto
anterior alienta para continuar decididamente los esfuerzos hasta
hoy empremdidoz ( Hern&ndez, Maccuzet, BolatMos y  Pifa. 1991

Hernandez, Macouzet y BolaMes, 1991).



5. fAplicaciin del meétodo del DNS en Proceszc=
Biotecnrol4aicos.

S.1. En mediozs de fermentacicn para el cultive de homgos
filamentosos.
Introduccion.

El @dcido citrico tiene una amplia gama de aplicacicones, que
van desde sus usos como antioxidante. sabotrizante, acidulante, v
agente gquelante, hasta su empleo farmacdutice en transfusiones
sanguineas. Se han rerortado como rproductoresz de acido citrico
varios hongos filamentosos., entre los mes importantesz:
Aspergillus riger. A. clavatus. A. wentil, Penicillium luteum., F.
citrinum, Mucor pyriformis y Ustilinia vulgaria. En la
biosintesis de este &cido por los microorganismos anteriores,
estdan implicadas las vias metabdlicas de Embden-Meverhof-Parnas v
de 1la Hexosa monofosfato. La Acetilcoenzima A proveniente de
estas wvias se condentza con oxalacetxto (que esta presente en el
Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos) y forma asi acido citrico.
El Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos puede ser frenado en 1a
formacidn de &cido citrico por inhibicidn de las enzimas cis-
aconitasa e isocitrato dechidrogernasa (Winskill, 1983; Kubicek.
1988), por presencia de perdxido de hidrdgeno, iones cobire o
mediante la accidn de B-hemolasas (Perpler y Perlman, 1972). Las
enzimas intracelularez qQue participan en la produccicn del acaido
citrico se conccen apenas, por lo que su localizacidn y actividad
son objeto de intensos estudios actualmente (Bercovitz. et al..

1990: Jaklitsch. Kubicek y Szrutton. 19%1a: 1971ib).
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El comportamiento encontrado durante la fermentacien de
hongos filamentoscs productores de 4cido citrico se muestra en la

Grafica 19.

5.2. En medioz de fermentacidn para el cultivo de bacterias

recombinantes.

Introduccison.

La enzima penicilinc~amidasa posee una dran importancia pues
el dcido 6-amirceenicilianico (6-APA) ec la materia prima  para
obtener gran cantidad y variedad de penicilinas cemizintiéticas vy
se produce a gran escala por el aktodo quinice y  por =38
enzimstico madiante la seraracitn de la cadena lateral de las
Penicilinas 6 o V. La enzima que lleva a cabo esta reaccion se
conace con diversoz rombres, como penicilin-acilasa, penicilino
-amidasa. penamidasa. pero =u nomenclatura oficial ez EC 3.5.1.11,
Esta enzima es abundante en la naturaleza. Fue descubierta por
Sakaguchi y Murao (1950) <quienes la encontraron en Penicillium
chrysogenum ¥ lasta hoy =e ha encontrado en bacteriasz. mobhoz .
levaduras. actinomicetos e incluso en rlantas y animales { Giral
vy Quintero, 1987).

Los resultadoz obtenidoz en la fermentacidn de E. coli FPM& 10

son mostrados en la Grafica 29.
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S.3. Otras aplicacicnes del DNS.

Aparte de sus aplicaciones eri la determinacién de
carboh-idratos raductores. se ha remortado el uso del &cido 3,5-
dinitrosalicilico para 1la deteccidn de hongos celuloliticos
(Sazei. Erenler y Radford, 1988); en la sintasis vy evaluacibn
farmacolbgica de xantonas como agentes antialérgicos
{Harisinahani, Lala vy Shridokar, 1989)t1 en 1la determinacidn
fluoroestrica de terbio y dizprosio, 1990)3 en estudicz sobre la
formacidn de comrplejos binarioz de Cadmio Il (Anjanevulu vy Rac,
1989): en la determinacidn de parametros termodinimices para
relajaciones auimicas (Citi, Secco y Venturini, 1938): en la
inhibicidén de la biosintesis del etilenc {Leslie y Romani, 1982):
en la formacidn de complejos de Zinc y Cobalto con derivados
sustituidos de acido salicilico ( Diebler y Secco, 1989): en el
estudio de potenciales de ionizacidn v afinidades electrénicas de
moléculas orgdnicas ( Gaber y Abd-El. 1989):; en el estudio d=
relaciones estructura-actividad para agentes antimicreobianoz

{Khadikar, 1986), por s¢lo citar algunas.
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DISCUSION DE RESULTADOS



Con el calor de zu piel
v el fuego de su alientc
Sopla con fuerza,
sopla profundamente
en la boca de la muerte.
Ardierndo, ardisndo.

con el beso de la vida.

(El beso ce la

Peter Gabriel,

vida)
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DISCUSION GENERAL DE RESULTADOS

A pesar de Que loz métodoz colorimétricos evaluados
experimentalmente fueron elegidos poraue se partid de la
hipbtesis que podian aplicarse en €l anilisiz de las muestras de
interé&és, los resultados mostraron qQue dos de-ellos presentan
inter ferencias. Los métodos A (determinacidn con acido sulflrico
-fernol) vy C (determinacidn con reactivo del ferricianuro) no
fueron especificoz para azucares reductores y dado que las
inter ferencias fueron luego detectadas en algunos sustratoz muy
empleados como fuentes de carbono y/o nitrdgenc en fermentaciones,
ce dirigis 1la atencivn hacia 1ot Jdos mitodoz colorimétrices
restantes: mttodo B, determinacidén con 2-bifenilamina vy  método
D, determinacitn con reactivo del &cido 3,5-dinitrosalicilice.
El método B presenta un grave inconveniente: se requiere del
manejo de un reactive quimicae en extremo tdxico. Existen también
otras desventajas, como el bajo grado de pureza con 9Que ==
encuentra comercialmente v el hecho de que no es un reactivo muy
utilizado, siendo necesaria su importacidn puez nadie en el paic
lo elabora. Por estac razonez se evalud ma= en detalle el mitodo
D. Este m&todo ya ze ha reportado para la determinacién de
azlcares reductores en medios de ferwentacion. Sin embargo.
tambié&n se han reportado comportamientos inezperados cuando es
utilizado en, por ejesmplo, cultivo de hongos filamentosoz en
fermentaciones. Segin una extensa revisidn hecha (gque incluyd la
consulta a bancos de datos en informacidn sobre guimica, biolosia,
medicina, bioingenieria y fisica)l existe poca informacidn en la
literatura cientifica acerca de estudios realizados al mitode

cuando te aplica a la cuantificacidn de azlcares reductores.

13%



En los ultimos afos =¢lo se encuentran reerortesz donds se estudid
este metodo para fines muy diztintos. los cuzlez va fueron
wencionados.

Durante la evaluacidn de algunos de los factores que afectan
la determinacidn de aziicares reductores al utilizar el reactivo
del acido 3,5-dinitrosalicilico, destaca el efecto de la
temperatura. Aquil se demostrd que la temperatura a la cual s
prepara el reactivo no influye sobre la intensidad del color
final que é&ste presenta, pero si afecta en &1 rorcentaje de
reductores e llegan a cuantificarse. La variaci#sn encentrada
corresgonde a un +/- 2. Loz experimentos. comd va tamdién ze ha
indicado, fuweron hechos al menos por  trirlicado. Aqul se
efectuaron en cuatro ocasiones ¥y se cuidd de mantener la
independencia entre los datos. En todas las ocasionez se encontré

ceste mismo comportamiento. Sin embargo, no gquedan muy claras laz

"

razores de esto. Quizd este fendmernz est azociade con la
cantidad de oxigeno disuelto prezente en el reactivo. La cantidad
de este elemento en la disolucidn puede disminuirsze calentandc el
reactivo Pero entonces cabria esperar = PL-] las mejores
cuantificaciones se lograran cuando el reactivo ze prepara a 70°C
y no a 50, como aqul ocurrid. Un hecho también interezante ez que
conforme se aumenta la temperatura a la cual =z=e prepara el
reactivo también e incrementa la cantidad de amicares raductores
que llegann a cuantificarse.

Cuando se evalud el efecto que 1a concentracien de los

diversoz componentes tiemen sobre la determinacidén de azlicares

reductores, fuercn concideradas como las cantidades mis adecuadas



aguellas que al emplearlas no modifican el comportamientoe lineal
quae el método sigue. Esto es muy importante de destacar pues de
no cumplirse se presenta una muy baja correlacidn aentre datos,
con los consiguientes errores en las cantidades asi determinadas.
Las concentraciones emcontradas como las mas adecuadas ro
difieren er m4s de un 20% de las hasta entonces consideradas en
nuestro laboratorio, por lo que este factor no debe ser la cauza
priricipal de 1las anomalias encontradacs en alguno=z trabajos de
investigacidn reportados. Un wltimo factor aqui eztudiado fue la
estabilidad del color dezarrollado lueaec de efectuada la
reaccidn, encontrando que dicha coloracidm se mantieng constante
al meros por 20 horas,. lo que representa ura gran ventaja cuando
se trabkajan gran nimero de muestras a la vez, No fue calculade el
valor que tiene el coeficiente molar de extincidn rero puede ser
esta una referencia Ltil para establecer el grado de estabilidad
del color formado en términos cuantitativos.

Una vez estudiados los factores mencionados, se efectud la
optimizaciin del método del DNS utilizando el conocido método de
Box-Wilson. Mediante ezte procedimiento matemitico-eztadistico ze
evaluaron las variables volumen de reactivo, tiempo de reacciin y
tiempo de reposo antes de leer. Al igual que en el estudioc
anterior de laz concentracionez de 1oz comeonentez =an el
reactivo, 1oz valorez encontradoz como dptimos no difieren
grandemente de loz hasta hoy empleados. Sin  embargo. fusz
importante hacer uso de un procedimiento matemitico Rl
confirmara lo aproepiado de las condiciones que =ze han venido
utilizando.

Una vez optimizado el mdtodo este fue prevalidado. La
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validacidn de métodoz analiticos ze usa desde hacs ti:smec en  la
Industria Farmac2utica pere los biotecndloaos <conocer: poco esta
valiosa herramienta. En Ingenieria QRuimica == wtiliza un
procedimiento corwocido como algoritmo de Yates, =1 cual ez til
para calcular efectos de variables y sus interaccionez (y por lo
tanto 4til para evaluar, por ejemplo, la reproducibilidad del
mitodo). Sin embargo, este procedimiento inrvolucra muchos
cdlculos vy maneja un nusero limitado de variables & la vez, por
lo que no resulta fpractico arlicarlo aquil en sustituzidn de los
Pparamsetros estadisticoz ya descritoz.

Finalmente, el método del DNS se arlicd a la determinacidn  de
azucares reductores en estudios hechos sobre la produccidn de
acido citrico por hongos filamentosos y de enzima penicilino-
amidasa Par una bacteria (E. coli? recombinantes ambos
microorganismos fueron crecidos en cultivos sumergides de tipo
lgte. Seain los resultado= obtenidos (mostrados en las Graficas
19 v 20) este método resultd wuy zatisfactorio para medir los
anicaraes reductores adiciohados %1 medio y d= esta manera tenar
una medida indirecta del crecimiento miercbianc. Cabe aqui
destacar que la determinaciin de los sustratoz consumide=s.
generalmente carbohidratos y en particular monosaciridoz. ez un
Parametro muy empleado para los fines ant:sriormerte expuestos.
De igual manera te ha aplicado en la determinacinn de actividades
enzimiticas para enzimas pectinoliticas y en la eroduccidn
fermentativa de estreptomicina, pero lo= datos no se nan mo:—:trado‘
agul, principalnente por ser de la autoria d= otroz arupoz de

investigacion.
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Al cerrar el dia
E1 atarceder escorde
Eztas palabras en un juego de sombras
Aqui y ahora
lLargo v fuerte
Mi corazdim grita
Y el hueso desnudo de wh eco dice:

No te alejes.

(E1 ultimo latido de mi corazdm)

Sicuxie and the Banzheez (198%)
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CONCLUSIONES

-Fueron elegidos cuatro métodos colorimétricos, que tedricaments
eran posibles de emplear en la determinacidén de azucares

reductores en medios de fermentaciin.

- De todos estos métodos, la determinacidtn con  Acido sulfurico
-fenaol ¥ el que ocupa reactivo del ferricianuro no recultaron
especificos para azucares reductorez, por lo que ce prezentan
grande= interferencias cuandoe se aplican a medios de cultivo sue
contienen sustratos provenientes de fuentesz naturales como
son extracto de levadura, acua de cocimierto de malz, extracto
de malta y extracto de carne. El compuesto 2- aminobifenilo es en
extremo toxico, por 10 gque debe recurrirse al mitodo donde cse
enplea sHlo como dltimo recursc. Este mitodo probd ser especifico
Para los azicares reductoreas presentes en 1los medios de
fermentacidn estudiados. Por todas estas razones se eligid
trabajar con el mttodo que ocura el reactivo del 4acido

3,5-dinitrosalicilico.

—Fue experimentalmente determinado que la temperatura & la cual
se prepara el reactivo no influye zobre su coloracidn pero si
afecta en el porcentaje de recobro alcanzado. La recureracién de
aziucares reductores fue mayor cuando =1 reactivo se prepart a 507
C. Tambiin se demostrd que la velocidad de disolucitn del Agido
3,9-dinitrosalicilico es directamente prororcional a la
temperatura v dicha velocidad se expresd en términos

cuantitativoe.
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-En el estudio del efecto que tiene la comrosicidn del reactive
sobre la cuantificacién de aztcares reductorez, ze detzrminaron
experimentalmenta las concentraciones mis adecuadas de cada wuno
de los componentes Presentes en el reactivo. Estas
concentracionez no difieren en maz de un 20% de laz cantidadez
ya anteriormente propuestas y son: 2.0 X de NaOH; 0.5% d= DNSs
0.5% de bisulfito de sodio; 20.0% de tartrato de sodio y potasio

v 0.5%Z de fenol.

~Fue demostrado experimentalmente que el colar dezarrollado luego

de efectuada la reaccidn es estable sl meno= por 20 horas.

-El metogo del DNS fue optimizado wutilizando la metodologia
Propuesta por Box y MWilson. Los valores dptimnos aqui
detarminados no difieren mucho de lo=z va amteriormente
propueztos. Sin embarge, tampoco se encontrd en la  literatura
algin trabajo donde a ezte mitodo analitico =e le intentara
optimizar. Los valores determinados aqul como &ptimos =on: un
volumen de reactivo igual a un mililitro: 6.77 minutoz de tiempo

de reaccién y 2.0 minutos de tiempo de reposo antez de leer 1a

muestra.
-El me&todo del DNS fue prevalidado v ze demostrd
experimentalmente que resulta especifice, lineal, exactc,

repetible y reproducible cuandc se aplica a la determinacitn de
azlicares reductores en medios de cultivo usados &
farmentaciones.Asimismo, se determind el limite de cuantificacidn
[que con &1 logra alcanzarze. No ocbztante la importancia que

reviste., a resultado lenta su adorcidn por parte de la comunidad
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aue realizZa investigaciones en Biotacnologlas; 1o centrarieo ha
sucedido con otroz grupoz de investigadorez comc par sjemplo los

fisicos que laboran con nueveos materiales y biomaterialez.

- El m2todo que ocupa el reactivo del acido 3,5-dinitrosalicilica
puede aplicarze exitosamente para la detarminacién de azicares
raeductores en medios de fermentacitn para el cultive de hormos
filamemtosos productores de bdcido citrico (Aspergilluz niser) ¥
de bacterias recombinantes (E. coli PMG 10) productoras de 1la

enzima renicil inc-amidaza.
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Al. Composicitn quimica de las melazas de cafMa vy remolacha
{hite, 1948; Forage y Righelato. 1778). Composicién
en porcentaje.

M e 1 a

Remolacha
Peso seco 78.0-85.0 78.0-85.0
Carbohidratos totales 48.0-58.0 S0.0-58.0
Nitréogaroe 0.2-2.80 0.02-0.50
PO 0.01-0.02 D.009-0.07
295
Cao 0.15-0.70 1.15-0.30
Fia0 0.01-0.10 0.25-0.30
KO 2.20-4.50 0.80-2,20
2
Si0 0.10-0.50 0.05-0.30
2
Al © 0.005-9.06 0.01-0.04
23
Fe O 0.001-0.02 0.001-0.01
23
Carbono 28.0-34.0 28.0-33.0
Cenizas 4.0-3.0 3.5-7.5
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Monoszaciildos y oliaosaciidos en cebada utilizada como
zustrato en fermentacione= (Ratledge, 1977).

Carbohidrato FPeso seco mg/9
Glucosa 0.20-0.93
Fructosa . 0.33-1.5%
Maltosa 0.00-1.35
Sacarosa 3.43-16-90
Rafinosa 1.44-8.32
Cetoza 0.70-4.33
Fructosanas

Solubles en etanol 0.97-5.36
Solubles en agua 0.40-92.00



A3,

1983},

Maltosa

Hexosas (glucoza

y fructosa)
Sacarosa

Dextrina

Otroz carbohidrates
Proteinas

Cenizas
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Composicibtn del extracto de malta em polvo (Sikyta.
Valores en porcentaje peco/peso.

Porcentaje



A4. Composicion quimica promedic del licer de maiz
{Liggett y Koffler, 1943!. Valcrez en gorcentaje

Pesn/peso.

Componente Porcentaje
Agua 45.0-55.0
Nitrdgerno total 2.7-4.50
Nitrédgeno orgdnico 1.0-1.80
Sustancias reductoras 0.1-11.0
Acido lactice S.0-15.0
Cenizas 9.0-10.0
Acidos volatiles 6.1-0.30
Didxido de azufre 0.9009-0.015
Calcio 0.5-1.50
Cobre - 0.0-0.001
Fierro V.01-0.05
Magresio 0,05-1.00
Hanganeso 0.004
Fesforo Z.0-3.00
Potasio 1.0-2.00
Azufre 0.340
Zinc . 0.050
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AS. Composicidn auimica rromedio del licor de papa.
Valores en porcentaie peso/peso (Dimmling, 1978&).

Componente Porcertaje
Peso seco 72.70
Nitrdgeno Total 5.00
Nitrageno amoniacal 1.30
Sustancias reductoracz 27.<0
Acido lactico 5. 100
Cenizas 20.20
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A6. Composicidr qQuimica promedio del extracto de szalvade
utilizado en fermentacionez (Zelinka, 1%60). Valorez
en porcentaje peso/volumer,

Componente Forcentaie p/v
Peso seco 70.00
Nitrdgeno total 4.60
Nitrdgeno amoniacal 2,00
Sustancias reductotras 19. 20

Carbohidratos no reductoresz 4.20

Carbohidrates totales 23.40



A7. Composicidén quimica promedio del extracte de levadura
utilizado en fermentaciones (Bridz y Brecker, 1370).

CompPonente Concantracion an mg/a
Nitrogeno total 75.0~-105.0
Nitrdgeno amoniacal 34.0-48.0
Cloruras (como NaCl) 0.70-1.30
Pesc seco 300
Fosfatos como P O 3%

295
Carbohidratosz 8z
Sodio 56
Fotaz1io 30
Calecie . 0.10
Fierro ¢.050
Ragreezio 2.0
Cobre 0,050
Zinc 0.050
Mancaneso 0.¢0%0

Cobalto

0.0050



A8. Contenido da vitaminas en algunos =zustratos empleados en
fermentacicnes (Solomons., 1969).

Vitamina Harina de Harina de Melazasz Extracto de
{ug/9 maiz soya de cafa lavadura
Tiamina 4.50 13.50 a.s0 10.00
Riboflavina 0.20 3.50 --- 20.00
Acido

nicotinico 23.00 25.20 15.560 400.00
Acido

Pantoténico 4.60 26.10 20. 00 S0. 00
Piridoxina 6.90 8.50 -——-- 1.00
Biotina 0.10 0.70 1.50 .30
Inositol — 2850.0 2000.0 1500.0
Colina ———— 2880.0 ———- 1500.0



A9,

3.

4.

Metodo de Saffran-Demstedt para la determinacién de acido
cltrico.

A un mililitro de medio filtrado ce le adiciocnan ocho

mililitros de anhidrido acético an un tubo de ensave.

Colocar luego el tubo en un bafio de agua a 60 °C durante

diez minutoz.

Agregar ahora un mililitro de piridina vy velvsr a colocar

el tubo en bafio de agua por cuarenta minutos mas.

Enfriar por cinco minutos a temperatura ambiente,

Lear luege & 400-420 nm. Hacer un blanco de reactivo

tratando un mililitro de agua de la misma forma que & la

muestra.



Al0.

Extracciin de enzimas intracelulares <{(penicilino-anidasa)
por chogque ozmitico en cé¢lulas de Escherich:ia cola
recombinante FMG 10,

Procedimiento.

1.

La enzima se extrae por choque osmdtice de un padquete de
células himedas de Escherichia coli PMG 10 rezuspendido en
20 ml de buffer de fosfato de potasioc (06.033 M, pH 7.0)

por cada gramo de células himedas.

Por cada ml de suspencidn celular se adicionan €.15 ml de
solucidén de EDTA al 9.37%Z p/v (=zal disdédica, pH S.0

ajustando con NaGH IN) y 0.85 ml de sacarocsa al 50X p/v.

Al cabo de 10 min. de agitacidén suave la zusrensidn se

centrifuga 15 min. a 10,000 rpm.

El paquete celular se rezuspende nuevamente (con
agitacisn vigorosa) en 8 ml de agua destilada ror cada

gramo de paquete inicial de ci&lulaz.

Despuéz de agitar la zuspensidn =e le practican 1log
andlisis de actividad enzimatica {métedo de -
dimetilamninobenzaldehido) y de concentracién de proteinas

(mitodo de Bradford) de muestras de:

a) Células resuspendidaz en buffer de fosfatosz.
b) Sobrenadante de la suspentsidn de zacarosa.
c} Sobrenadante de la zusrenzitn de agua.

d) Célulaz tratadas y rezuspendidaz en agua al volumen



inicial.

All. Microdeterminacizn de actividad enzimatica de
penicilino-amidasa por el método del -
dimetilaminobenzaldehido.

PABA. Disolver 1.0 g de p-dimetilaminobenzaldehido en S0.0 ml1 de
alcohol etilico al é60 v/v, agregar 0.5 ml de &cido <sulfurico
concentrado y llevar & un volumen final de 100.0 ml con alcohol

etilico al 607 vs/v. Mantzrner el reactivo en oscuridad.

Buffer de fosfateoz. 0.1 M, pH 7.8.

Lisgozima. 10 ma/ml en H20. Mantenerla en corngelacion.

Penicilina. PFenicilina 6-K, 200ma/ml  en Hz0. Mantenerla en

refrigeracidn.

Procedimiento.

1) Centrifugar 1.0 ol del crecimiento celular S min. a 14000

rpm. Desechar el sotrenadante.

2} Resusrender el paquete celular en 200 L4l de PBuffer de

fo=fatos,

3) Agregar 3 i1 de la solucidn de lisozima e incubar 10 min.

a 37 C.

-
i
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4)

S)

&)

Agregar 100 ul de la solucitn de penicilina e incubar 10

min a 37°C.

Colocar una alicuota de 130 U1 da 1 mudstis &% un  tubo
Eppendorf de 1.5 ml, asregar 775 ul de alcohol etilico &l
60% v/v y 125 ul de PABA. Incubar 10 min a 37°C. Corrrer

al mismo tiempo un blance com lo:= mizmoz raactivos.

Centrifugar 1 min. a 14,000 rem.

Leer la absorbanmcia del zcobrenadantz contrz €1 blarco a

una longitud de ornda de 415 rim.



At2. Cuantificacidn de proteina por el mitodo de Bradford
{Bradforr. 1976; Scopes, 1982).

Preparacidn del reactivo:
a) Disolver 100 mg de Azul brillsnte de Cumacina G-250 con
agitacidén vigorosa, en S0 ml de etanol al 95% y luego
mezclar con 100 ml de acido fosfdrico al 85X.
La mazcla se diluye a un li%ro con agua y ze filtra Fara
elimirar lo inzoluble. Esta solucien ez estable por

sSemanas.
Una variante que pwade también utilizarse es la csiguientes

b) Se disuelven 60 mg de Azul brillante de Cumasina G-250 en un
litro de acido gerclérico al 3% y se filtra para elimninar
los restos insolubles. La absorbancia a 465 nm debe ser de

1.3-1.5. Esta solucidn es estable indefinidaments.

Procedimiento:

A una muestra de 1.5 ml contenierndo macs de S50 ug de protetna,
se le aMaden 1.5 ml del reactivo de Azul Cumaszira vy ze¢ lee la
absorbancia a 595 nm despuds de 2-30 mirutos. Fara el trabajo com
soluciones concentradas de proteina (75 mg/ml) es convenients
tomar 1.5 ml de agua o solucidn diluida de clorure sédico. UUna
vez mezclada con 1la muestra esta solucidn, se adiciona el
reactive colorido. La zolucién concentrada de proteina s

precipitara al contacto con el colarante.




AL13. Metodo para determinar la concentracidn celular (Shewale.
Kumar y Ambekar, 1987).

Procedimiento:
1. Colocar wun mililitro de la muestra proveniente de la

fermentacidn en un tubo Eppendorf de 1.5 mi.

2. Centrifugar la muestra S mirwtoz & 13,000 rpm en una

microcentrifuga. Desechar «l zocbrenadarite.

3. Rezuspender el paquete celular en un mililitro de agua

destilada.

4. Hacer una dilucidn 1:5 de la muestra usando agua destilada.

5. lLeer la absorbancia de la muestra contra wn blarco de agua

destilada a una longitud de orda de 525 nm.



Al4. Aislamiento y purificaciin a pequefia ezcala de ADN
rlasmidico (Sucrry, Le blanc y Falkow, 1973).

Cosecha.
1. Transferir un mililitro del cultivo de distintos tiempos de
fermentacidn a un tubo de microcentrifuga. Centrifugsar a

12, 000 rpm por cuatro minutos.

2. Retirar el sobrenadante FoOr azpiracidn., dejando a1 pazuetsa

celular tan zeco como zex posibile.

tisiz Alcalina.

1. FResuspender =1 paguate celular anterior en 100 ul de 1la

solucidn I fria espleando un homogerneizador vértex.

Solucicn I:
Glucosa S0 mM
Triz.Cl (pH &.0) 25 mM

ERTA (PH 8.0) 10 mM

La s=olucién 1 puede prepararsze en lotes de aprox. 100 ml,
esterilizados en autoclave por 15 minutos & 10 lb/po v

mantenidos a 4°C.

2. RAdicionar 200 /.Jl da la Solucidn II recientemante preparada.

-
N
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Solucién II:
NaOH 0.2 N (diluida de una solucisn concentrada 10 N)

SDPS al 1.0 %

Cerrar el tubo perfectamente v mezclar el contenide invirtiendo
el tubo rdpidamente por cincoe veces. Asegurarse de que toda 1la
superficie del tubo este en contacto con la solucion II. No

utilizar aqui el vortex. Mantener &l tubo en hielo.

3. Adicionar 150 ul de la Solucien IIXI friz.

Solucite III:
acetato de potasic S M 60 ml
2ic1do acetico glacial 11.5 ml

agua destilada 22.5 ml

La solucidn resultante es 3 M con respecte al potazio v 5 M con

respecto al acetato.

Cerrar el tubo perfectamente y mezclar invirtienda suavemente
por 10 seg para dizpercsar la solucién II1 en 21 lisado celular.

Mantener el tubo en hielo por 3-5 minutos.

4. Centrifugqar por 5 minutoz a 12.000 remn en una
microcentrifuga. Transferir el scbrenadante = wun tubo

NWavo .

S. Adicionar un volumen igual de  fencl-cloreformo-alcohol

izoamilico (25: 24: 1). Mezclar invirtiendo el tubc.
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10.

Despuas centrifuaar por 2 minutos a 12,000 rpm en ura
microcentrifuga y transferir el zobrenadante a un tubo
muevo. Lavar con un volumen igual de cloroformo-alcohcl

izoamilico (24:1) y repetir el procedimierto.

Precipitar el ADN de doble cadana con un volumen de alcohol
isobutilico a temperatura ambiente. Mezclar invirtiendo el
tubo. Permitir a 1la mexzcla reposar por 2 minutos a

temperatura ambiente.

Centrifugar por S minutcz a 12,000 rem en una

microcentrifuga.

Eliminar el sobrenadanteé por aspiracidn suave. Dejar el
tulxo en una POsicitn invertida sobre una toalla de papel
rara permitir gue todo el fluido drene. Eliminar cualquier

gota del fluldo adherido a las paredes del tubo.

Lavar la rastills d21 ADN de doble cadena com un mililitre
de etancl al 70% a 4°C. Eliminar el sobrenadante coms e
describid en e] paso 8 y permitir que la rastilla sequz al

aire por 10 minuto=z.

Redisolver el acido nucleico en 50 ul de TE (pH 8.0) que
contenga ARNasa pancreitica libre de ADNasa (280 ua/ml).
Mezclar suavemente iﬁvirtiendo el tubo. Guardar el ADPN a

-20°C.



11.

Realizar la determinacién electroforitica del plizmado
un gel de agarosa &l 1.0% en buffer TAE 1X¥. Utilizar
Buf fer TAE 1X¥ como buffer de corrida. Correr
electroforesis a 100 V. Revelar con una solucidn
bromuro de etidio (4 ug/ml) y observar bajo una lampara

luz ultravioleta.

=35
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