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RE~EN 

En el Presente trabajo fueron elec:iidos cuatro me todos 

aztacares ana.11 ticos para aplicarse a la detenainacibn da 

reductores en varios medios de ferroentacia-a corm.rvnente e111Pleados 

en procesos biotecnol69icos. La eleccibn de estos 1nétodos 

determinactbn con •cido sulf~rico-fenol: determin.aciibrl con 2-

bifeni lasina; determinacibn con ferricianuro y determinación con 

reactivo del bcido 3.5-dinitrosal1cilico> se baso en los 

siguientes criterios: su fact1b1l1dad para ser ~Pltcados a las 

muestras de interr?.:s .. resultar senct ! los. r~pidos. econbm1cos y 

POderse mane1ar un 9ran nf.laero de muestras a la vez. 

Los cuatro métodos analiticos -todos ellos colorimétricos- se 

ensavaron en ocho distintos medios de f er.,entaci6n cuya 

composicitrt promedio es CUIPliamente utilizada para muchos. 

procesos biotecnoló9icos. Los mejores resultados fueron logrados 

con el método que OCUPa el reactivo del acido 

dinitrosalicilico. Posteriormente esta método analitico fue 

estudiado en detalle. evaluAndose t.rlA seri• de factores que 

determinan su comportamiento. como sOf"l: el de las temperaturas en 

la preparación del reac=tivo y la determinación mis~a de azüc:ares 

reductores. asi como la COllPosic:ión del reactivo y la estabilidad 

del color producido en la reacción. De esta mil.ne:ra se 

establecieron lrla ser1e de condiciones para 109rar los •ejoras 

resu 1 tados. Luego el m•todo fue OPti•izado resPecto al voh.anen 

de reactivo a emplear y •n los tiempas de reacción y reposo de 

las muestras.. para lo cual se si9ui6 la metodologia propuesta por 

8ox y Wilson. Una vez optiaizado el •é:todo del •ciclo 3 .. 5-

d1nitrosalicilico., fueron he~os est1Adios pre-val1dator1os al 



mismo. evaluandose los par~RM!!tros1 esr.-ecificidad. linealidad~ 

limit.e de cuant.ificac:1~•n. ex•ctit.ud. repetib1lidad y 

reprocluc:ibilidad. Se enconir6 que el método 

satisfactoriamente con los anteriores paramtetros. 

Finalmente~ se evaluO la aplicabilidad de esta método en la 

deter•inaciOn de az~~c•res reductores utilizados. COIK.I fuente: de 

carbono en las fermantaciones de l> hongos f i l aaentosos 

(Aspergillus niger> productores de Acido citrico y 2> en la 

producciOn de la enzima penicilino-amidasa bacterias 

modificadas vta ingenierta genética (rec09llbinantes>~ obteniéndose 

resultados también satisfactorios. 



PROLOGO 

En el Ultiao lustro han aparecido en el merc~do t11a amplia 9ama 

de: productos nuevos de or19CJ"l biol69ico que se caracterizan por 

tener alg1.~n uso o forma de actividad biológica. De manera 

simultánea se han desarrollado nuevos procesos biológicos para 

obtener productos ya •xist.rltes. Los nétodos. para la elaboración 

de tales productos ... plean ~ ~lia ~· de tecnolo91as. que 

incluven la extraccit:n y aislamierato de fuentes naturales. 

fermentaciones aicrobianas~ ingenieria genética. cultivo de 

t-eJidos ... s1ntesis quillnca y enz1matica y recie:11temt!fl'lt.e 

ingenier 1a de protelnas .. Todo el lo ha derivado e:n et concePto 

actual de Biot.ecnol09ia .. Mas ~ es la Biotecr.ologia? En "" 

sentido atnPlio se ha definido como la.. utiliza.ciOn de moléculas 

obtenidas biolbgicamente. estructuras ... celulas u organismos para 

llevar a. cabo procesos especificas <Masser-n et al.. 1988). La 

Federacibn Eurapea de Biotecnolog1a <EFB> la definió corno •l uso 

int4!9rado de la Bioquimica .. la Microbiolo91a y la Ingeni•rla pilra 

lograr las aplicacione$ te<::nolbgic~s di! las capacidades de los 

microorganis.os.. los cultivos de tejidos v partes derivadas de 

ellos (Knorr.. 1987). Se ha insistido en que los aSPec:t.os de 

genetica molecular, fisiol09ia y bioqu1mica celul~r v los 

principios de transferencia de ~asa. dise~o de reactores., etc ... 

deben aglutinarse bajo objetivos ca.unes para fortalecer a la 

Biotecnologla de ma.nrwa integrada Y lograr consolidarla a nivel 

industrial <Aiba. .. 1984; Ertola., 1985). La Biotecnol09ia es 16\a 

disciplina resultante de la sinergia de diversas ciencias y 

estas., ca.o suc:ect. con el arte. constiU .. ayen puntos algidos de la 

historia del hombre. Por ello merece resaltarse aqul el sentido 



h..-.anista del paeaa escrito por el filósofo alemán $chiller con 

que se inicio la prologación de este trabajo. !Cuanto de 

artista guarda cada cientlfico,. 

Es el deseo personal de este autor -deseo que a'fortunadamer1te 

ca.parte con muchos mis- lograr generar U'la cienciA siempre 

dirigida hacia el beneficio comUn. Est.o quia p~rece a simple vista 

un ideal ll'lé.s,. quizB. anacrónica1tente roe11Antico, deja de parecerlo 

cuando se reconoce que la ciencia es un proceso social cuya 

especificidad es la producción del conociaiento y que la 

acti.vidad cient1fica constituye y est4 a su vez condicionada. 

ta~ htstórica como social.nente, por '-"ª determinada estructura 

cultural. La cultura a su vez esta carActerizada por creoenc1as y 

valores lntrtnsecos,. episté•icos e instr-..nent.ales <Ni ini luoto, 

19'5"0>. 

As1 entonces, la Biotecnolo91a <y la ciencia en general) se 

convierten en los .atores del desarrollo, t~n anhelado por todos. 

Pero, paradójicamente, la puert.. que condace al desarrollo puede 

c:onvertirse en la 90isma que refuerce nuestra dependencia. En toda 

Latinoamérica -y obviamente incluido México- el panorama resulta 

soabr1o: nuestros paises exportan gente calificada, inforaación 

cientifica ~til, productos manufacturados baratos,. materias 

Primas de sectores económicamente estratégicos~ dinero. etc.~ y 

son al •is.o tiempo importadores obligados de conocimientos, 

tec:nolog! as, bienes de capital, productos qui micos V 

11uanufacturade>s de alto valor agrega.do, productos industriales de: 

tacnolog1as de punta, et.e. (Goldstein. 1999). Asiniseo se han 

reconocido carencias y limitaciones en a~Pe:ctos esenciales para 

el desarrollo biotecnol69ico,. como Por ejemplo, dificultades para 



de,inir preyectos eSPecificos, nU~ero insuficiente de recursos 

h1.ADanos. infraestructura inexisterlte o inadec:ua.da. presupuestos 

pequet"íos y diversificados en ciencia Y tecnol09ia, desvinculación 

entre investigación e industria y poca f!Xperienc1~ en desarrollo 

teCJ'lolC·gico <Quintero,. 1985). 

Esta claro que el primer paso para resolver los problemas. por 

•ás graves y dificiles que estos sean, es admitir que existen. 

Bim'l vale la pena entonces hacer una proft.a'lda reflexi6n sobre el 

curso que la humanidad ha toaado. Enfermedades tan graves y 

arcaicas ca.o la desnutr1ciC<l y parasitosis. presentes en ~ena 

parte de la poblac16n mundial, contrastando con los astronómicos 

gastos •i 1 i tares hechos por 1 as POtenc i as. son dolorosas 

realidades que no podEinos soslayar. Hoy dia, cuando algunos 

reg1menes total itaristas ha.n !iUC\Jlnbido y se ?erc:ibe un el iaa die 

distensión, la doctrina neoliberal se •djudica todos los 

tril.r\fos, pregonando la apertura de las economias hacia al libre 

mercado y la confor~acibn en bloques continentales d .. 

"desarrollo". No obstante deberaos ser cautelosos, pues al mismo 

tie.tPO grandes problemas se agudizan. de tal forma, que incluso 

se exige la creación de un nuevo orden econOmico m1...nchal. Las 

econo.1as del libre •ercado propuestas los paises 

desarrollados nunca han sido aplicadas por ellos aisiaos en sus 

PrOPias naciones <Galeano, 1989> Y no hay razQ-l algt.ria para 

pensar que el embate neoliberal sera defin~tivo • irreversible en 

estos tie~s de:l POst1nodernismo Ccua1C1'.Jli•r cosa ~ esto 

signifique>. 

Evitando en lo posible la par~lisis por el an•lisis, debe 

plantearse un proyecto nacional de desarroliv acorde con nues~ra 



realidad de pais dependiente. De aqrui la capital pre9LM"'1ta 

tiPO de Biotecnolo~!~ hacer? En primer lugar. considero 

un 9ran avance e:l evitar caer en la tr8.9Pa de generar 

investigación para "cerrar la brecha tecnológica" pues no se ve 

cóao alcanzar a los paises desarrollados. Es obvio que si. 

nosotros avanzamos en su •islDO sentido. ellos no se quedariln 

parados a esperarnos v. 1114'.s a~. ivale la Pena seguir 1 .. senda. 

•arcada por los paises desarrollados? 1:Es el Unico o el mejor 

llOdelo propuesto?. De res.?Onder afirmativamente. estaremos de 

nueva cuenta haci~o ciencia y tecnologla imitativa y por lo 

tanto. desarrollando la dependencia (eso si. exitosamente). 

Tunneraan lo ha s.e~alado opart....-.a~nt.e: •1.as naciones que no 

realizan investigaciones cientffico-tecnoló9ica ProPias. no 

llegan a constituirse en Protagonistas de su destino•. La actual 

agonfa del planeta (que segi.:in algunos 9rupos de fts1co"E. es Ya 

termOC11nil•ica1nente irreversible> y ...-.a human•dad ca.da vez miils 

voraz. son contundentes réplicas par-a quienes ven en los paises 

d&:sarrollados tll aodelo ideal de hacer las cosas. Claro esta <;iue 

t..-oco la respuesta es abandonar las investigaciones d-= 

frontera. pero lo que s1 implica es dejar de ~irar siempre haicia 

afuera. arg111...1ardando por alguien que venga a resolver 11uestros 

proble1mas. 

Los grandes caabios que se estan dando en la ciencia. 

tec:nologia y los sistenas productivos hacen P&:11sar en la 

g8lerac:ión de transformaciones cualitativas sus.tar.ciales1 una 

revolución tecnológica que articula ciencia. tec:nolog1a y 

producción en 11\a forma que antes no ex1stia. Esta situación 



desertboca un una revolución cultural que: obl j9a a buscar nuevas 

formas de interpretar las relaciones entre investigaciC•n 

cient1fica, desarrollo tecnol69ico9 aparato productivo y por 

SUPUesto. el car•cter de cada uno de ellos (Cal'lpos. 1991>. 

En México. nuestras milenarias culturas nos ofrecen 

insospechadas alternativas pa.ra resol.v...- los problemas ••s 

urgentes. La CCX'ljunciOn de la aedicina tradicional. la 

elaboración de alimentos con alto valor nutritivo. la búsqueda de 

nuevos principios activos o sus precursores y compuestos de 

interes industrial en nuestra riqutsima flora y fauna utilizando 

procesos biotecnolC19icos de primera a tercera generaciones, son 

una alternativa a todas luces viable. Su proaioción ayudarla 

incluso a detectar a~ellos sectores en los cuales Me:<ico pedr1a 

competir internacionalmente. si esa @Strategia es in&ntenida como 

directriz dentro del actual es.quema guberrumental de desarrollo. 

Reconocida CCMllO Biotecnologia apropiact. (Quintero. 1985> al 

mis.o tiempo estarla conformando t.a'la cultura cientt~ica 

nacional. lo que bien,podr1~ redundar en t.r1a •ayor participación 

(y reconoc:i•iento) POr parte de la sociedad. Se ha insistido en 

evitar hacer Biote<:r"lologia a ºPYE:rtas cerradas" <Voxen, 1984>. Ya 

exi~ten esfuerzos en otras latitudes para atraer a la opinión 

ptbl ica y haic:erla participe: del desarrollo biotecnolbgico 

<Phillip, 1987>; el grUPO Scienc:e for the People es un b~n 

ejemp.lo de esto. 

Las ideils anterior91!nt. .xpuastas requieren de -..cho Os 

tieapo para discutirse pero queda aqu1 solo la intenc1bn de 

'SCH9eterlas al juicio critico de ustedes. Dada •i for•aci6n 

acad~ica de qulmico, tengo la convicci~n de que, asl cocio es 



posible el continuo perfeccionaaie~o de la materia~ es una 

realidad el continuo perfecc1onaa1ento del ser ht.anano. Puntualiza• 

reconociendo que es en la ~eraciOn de !A'la Biotecnolo91a 

alternativa donde este trabaJo quiere ubicarse, no pretendiendo 

ser sino uno m~s de los •illares de esfuerzos que se dedican para 

pre11ervar la vida en la Tierra. vf a la explotación racional de 

los recursos <y aqu:f la razón de:l porqué Biot~ologfa> 

manteniendo la mirada en alto, buscando un progreso con sentido 

humanista, esencia de luz q...a~ es nuestra propia eserK:ia. 

Méx1co9 1992. 



INTRODUCCION 

C.0.0 en todo proyecto de inve-=t19ac:i6n o de producción 

biOteCJ'l01-!>9ico., resulta imprescindible contar con un método 

analit1co confiable que per~ita. la correcta detarminaciOn de 

al9tRlOS de los sustratos que son const.midos y/o de los productos 

re:accitn generados por el <los> •icrooorganismo<s> 

ut.ilizado<s>. 

Por otra parte., la for111Ulaci6n de ~edios de cultivo 

conteniendo una alta diversidad de compuestos es muy frecuente en 

t.ecnologta de fermentaciones., ...-.a de las áreas mas importantes de 

la biotecnologta.. En virtud de que la bUsqueda de: nuevos 

sustratos es uno de los aspectos de la tiecn0Jo9ta de 

fer~tacione:s que esta en constante avance, la i.,:.lementaci6n de 

métodos analiticos ade::uados para cuantificar moléculas 

esp~c1ficas en estos sistemas es t...r1a labor también de continYO 

desarrollo <Crueger y Crueger., 1984). 

Son -.ichos los metodos anal1ticos reportados para cuantificar 

azl!ic:ares reductores~ pero no todos pueden e11Plearse c:ualq1..,ier 

tipo de muestra. Esto porque c:omunme:nte llegan a tenerse 

interferencias en la determinación debidas a la presencia de 

otros componentes. 

De todos los compuestos quimicos presentes en un Medio de 

fer.entac:ión de microorganismos7 revisten especial i.,ortancia 

aquel los empleados camo fuente de carbono. Su determinaci6n 

precisa arroja valiosa informaciOn sobre el comportamiento 

fisiolbgi•c:o del microorganis.o mantenido en cultivos, por lo que 

esto se utiliza coao un parámetro fundamental en ferraentac:iones. 



De todos los sustratos utilizados como ~uente de ener9ta. 

tradicionalmente se han empleado carbohidratos en la ir1dustria do:: 

las fermnentaciones. Princ:ipalrnent.e Por razones económ1cas, s.uele 

usarse glucosa o sacarosa como ~nicas fuente$ de carbono, aunque 

existen muchos otros aztr-ares. de caracter reductor como la 

glucosa. que son empleados con frecuencia. <Ratwa. 1980). 

En particular., la i11Pleme.ntaciOn de métodos analtt1cos para 

cuantificar azüc:ares en estos sistemas se ha ido desarrollando 

hacia el ca.ripo del anillisis instrumental. Un eJemplo claro es el 

creciente uso de la Cromatograf!a de Liquidos de Alta Resoluc:i6n 

<CL.AR>.. Sin embargo, en general estos modernos m4:todos de 

analisis son 1111.~y caros,. no siempre se cuenta con ellos en 

cualquier laboratorio, se necesita de Personal capacitado para su 

•anejo Y requieren un mantenimiento constante y costoso. 

Respecto a los me!todos q1 .. dmicos de ané.lisis, no hay muchos 

reportados en la l i terat.ur.a. que se. it.Pl iquen a la determin•ciOn en 

•edios de ferMentaciOn y en general su modo especifico de em?leo 

e incluso la coniposicibn y preparaciC., de los reactivos 

utilizados varian grande.ente. por lo que es diri~il reProd~cir 

los resul tactos. Como consecuencia de esto. se presentan en 

oc&sione:s co~portaaientos inesperados que las m~~ de las veces 

son a.tribuidos al microorganismo en particular que se estudia. En 

este contexto, la b•!4squeda de nuevos y mejores 9\étodos quim1cos 

de análisis, qua sean ,1 Mismo tiempa rápidos. económicos y 

confiables se vuelve rea,111ente necest1.ria. El present.e trabajo de 

tesis. es. l.4na apoartaciOn en es:t@ sentido. 



OBJETIVO 

Encontrar un metodo anal 1 tico que permita la cuanti ficaci•!•n de 

azUcares reductores en aedios dE fermentaciOn utilizado~ en 

Procesos BiotecnolOgicos; luego estandarizarlo. oPtimizarlo y 

preval idarlo para garantizar los mejores resultados. 

Objetivos particulares 

1. Realizar una revisión bibliografica de los •étodos quimicos 

reportados para la cuantificación de azUcares reductores 

eligiendo luego los QL.le teóricamente PLiedan ser Utiles para 

nuestros intereses. 

2. Ensayar experimentalmente cada uno de los Jnétodos elegidos en 

soluciones acuosas de iil.Z(K:ares reductores y de cada """° de 

los coeponentes de los medios de fermentación empleados. para 

evaluar su especificidad y linealidad. 

3. Evaluar el efecto de algUll'las variables que afectan la. 

deter-•inaci6n de az:Uc:ares r"e.dudor"es par"a •1 •it!toclo elegido 

cor.1 objeto de estandari2ar"lo. 

4. Optimizar el metodo anal1t1co elegido mediante criterios de 

matematica estadistica. 

5. Preva.lidar el método analitico elegido evalu~ndo los 

para11etr"os: Linealidad. Precisión~ Exactitud. Limite de 

detección y Sensibilidad cuando se aplica a la cuantificación 

de azl'4cares reductores en medios de fermenta.ciOn. 

6. Evaluar la aplicabilidad del ltétodo elegido an procesos 

biot.ec:nológicos 

filamentosos y 

como son: feraentaciones 

bacterias recombina.ntes. 

de hongos 



PRIMERA PARTE 



"El eterno misterio ael mundo es su comPrensibilidad" 

( The Evolution of Physics> 

Albert Einstein 

5 



CAPITILO PRIMERO 

CONCEPTOS A.tIDAMENTALES 

1. Qutmica de carbohidratos 

2. Metabolisrao •icrobiano de carbohidratos 

3. Tncnologf a de Fermentaciones 

4. Métodos analfticos para la c:uantificaci6n 

de carbohidratos. 

s. Método de Opti•i:zación de Bo:x-Wilson. 

6. Definiciones 

anal 1 ticos. 

en Validación de métodos 



Quien no conoce nada,. no ama ·nada. 

Quien no puede hacer nada .. no COCllPrende nada. 

Quien nada COlnPret"lde,. nada vale:. 

Pero quien comPr~e .. tam.bién ama, observa,. ve ••• 

Cuanto mayor es el conaiciuiento inherente a una cosa, 

mAs grande es el a.ar ••• 

Quien cree que todas las frutas ~aduran 

al mis~o tie9lpo que. las frutillas 

nada sabe acerca de: las u .... as. 

Ph1 lippus Aureolus Theophr-ast1.~s 

Bombastus Ab Hohemhe1m 

<Paracelso) <14'93-1541) 

7 



CONCEPTOS FUNDAl'ENTALES 

1. Quimi1i::a de Carbohidrabos. 

Carbohidrato significa 11t.eralmente hiQrekt~ de carbono. El 

no9bre deriva de las invest1gaé:iories hecha.s por los qufm icos 

antiguos~ quier.es encontraron que calentando azucares POt" 

periodos prolongados de tiempo en un tubo destapado se obtiene un 

residuo negro (carbón) y gotas de agua condensada. en las paredes 

de:l tubo. Poste:riormerite. los análisis qutmicos de aZt!~cares y 

otros carbohidrat.C>s indicaron que sólo contienen Carbono.., 

Hidrógeno y Oxigeno y que 11\1..tc:hos de el los poseen la fórmula 

general Cx <H O> y. Ahora se cono-=eri al9tKloS cai-boot-iidratos quia 

2 
contienen ademas nitrógeno v a:n..fre <Campbell. 1991). 

Los carbohidratos definitivcune:nte no son cornPue.stos hidratadoz 

<como es el caso de muc:has sales inorgánicas). Actua laente el 

nocnbre de carbohidrato se emplea para designar una ami::•lia clase 

de COlllpuestos que son pol ihidro>~ialdeh1002" o cetonas o sustanct.a.s 

~ rinden dichos c:oepuestos en ...,.a hidrblisis acida (Lenhinger, 

1990>. Es de destacar qye los carbohidrat.os son los principales 

constituyentes de muchas plantas,. COC1prer1diendo del 60 al 90/.. de 

la masa seca (principalmente cooo celulosa>. En ~ontraste, los 

tejidos animales contienen un¡¡ cantidad co-parativanente pequef".a 

de carbohidr"atos (aE!:nos c:lel lY. e:n hi.unaimios> ( Candy, 19'8.o> .. 

Los ccarbalhidrat.os tienen pesos moleculares c:Ol'lprendidos entre 

menos de 1'110 hasta 111hs de. ...., •i l lOn de g:/mol y, en 9ieneral, son 

sblidos blancos, diflciltnent.• solubles en disolventes organicos 

pero, excepto para al91.MlfOs carbohidra.tos de alto peso molecular, 

solubles ~ agua <White,. Handler,. Sm1th, Hi 11 y Lehrna.n, 1983). 

Los carbohidratos se clasifican de acuerdo a sus prodL&c:tos 



durante una hidrólisis acida y SQ reconocen tres categortas 

principales: 

a> .. Los DOnosacáridos o azi:,cares simples. los cuales no pueden 

ser degradados a .-oleculas mas p~eNas ~ediante hidrólisis .. 

b>. Los disacclridos. que rinden dos 90l4:culias de -anosacilridos en 

una hidrólisis ácida. 

cl. Los POiisacáridos. que rinden muchas moléculas de 

•Of11osacarido por hidról 1 sis. 

El gliceraldehidc:i• y la dihidroxicetona. !!micos inonosacll.ridcis 

POSibles que contienen tres a~os de earbono. se denominan 

triosas.. Es de destacar el Ull'lico centro asimétrico er1 el 

gliceraldehido (llamado carbclfio quiral> el c:ual da lugar a dos 

formas cOl"lformacionales diferentes o enanti6mteros. 

2.. Meta.bol i SIDO •icrob 1 ano de carbohidratos. 

La serie de reacciones mediante las cuales es metabolizado un 

nutriente recibe el n01nbre de sistema rM:tabblico. 

Se reconocen dos ti POS principales de sistemas 

metabOl icos. el denominado anabólico que condu::e 

incre.entar la complejidad ltOlecular del nutriente y otro llamado 

catabblico mediante el cual se hace decrecer la ccxaplejidad 

aolacular del nutriente <Watson. et al •• 1987>. 

Los sistemas anaMlicos suelen conducir- a la stntesis de nuevos 

conzsit.uventes celulares. aientras que los sistemas Ciiltabólicos 

dan C<Mno resultado la for-aacibri de compuestos de bajo peso 

.,olecular,, de los cuales unos son productos de desecho de.l 

.,et;.abol i S80 y son excretados, mientras otros sirven d<! 



precursores en las reacciones biosintáticas. por lo que se 

canal izan hacia los sistemas anabOlicos. Resulta entonces 

ev~dente la estrecha interrelación que existe entre lo-s sistemas 

anabOlicos Y catabólicos del metabolismo perc• son considera dos 

separadaaente al estudiar las reacciones que comprenden. La 

figura 1 muestra esquematicamente las Principales caracterfsticas 

del metabolisao •icrobiano para ilustrar e:l pt.rato anterior. 

Pa,..d 

Fig. Principales caracteristicas del metabolismo 
•icrobiano.( Tomado de Volk y Wheleer. 1988). 

Los microor9anis90s pueden e-.=>lear como fuentes de energta una 

a.,:>lia 9ar11a de compuestos org~nicos oxidables los cuales durante 

el cata.bol i smo fon•an coq:>uestos de dos.. tres y cuatro átornos de 

carbono. Cuando se intenta c:uanti~icar un solo tipo de COl'IPlJe'Stos 

de los 1MJch1os que el metaboliSIDO microbiano genera. como ocurre 

durante una fermefltacit:n,. es importante conocer sus sistemas 

10 



anaból icc•s y catabólicos para asi 

analitico adecuado. 

poder di sef'iar el método 

Cuando se trata del aetabolismo productor de energia er"I los 

organismos qu1m1oorganotrOf1cos. se involucran i,...ediatalllente lc•s 

conceptos fermentación y raSPiración. A lo largo·de la historia 

se les han asignado signi ficAdos di fe rentes a estos tér-.inos pero 

en la actualidad los fisi01090S microbianOs emplean la palabra 

fermentación para referirse a aquellos sistemas productores de 

energt a en los que ac:tUan., tanto de dadores como de aceptores de 

electrones .. comPUestos órganicos (Neway. 19a9). Algunos 

•icroor9an1smos obtienet11 energi a a partir de oxidacior.es ien las 

que acb.~an como aceptares finales de electrones comPUestos 

inorgánicos y este proceso se denomina respiración anaerobia para 

distin~~irlo de la respiración aerobia en la que el oxig.enc actóa 

coeo aceptor final de electrones <Moat y Foster, 19S:S>. 

Los microorganismos frecuente.ente utilizan ca.o fuente de 

carbori.o los carbohidratos que 1111..1y com1.rtmente se formulan en los 

medios de cultivo en laboratorios, por esta razón no es 

sorprendente el hecho de que los mecanis110s por los cuales estos 

coapuestos desprenden energ1a hayan sido estudiados profusa.ente 

<Becker, .Jeffrey. Caldwell. y Zachgo, 1990J-

A pesar que la invest19aci6n sobre el catabolismo de los 

carbohidratos por los microorganismos ha progresado •Ucho & lo 

largo de los ulti.::>s SO ar.os .. todavia se estt.n descubriendo 

nuevas reacciones y vias. Proba.bleme:rite lo fll~s ilustrativo sea 

considerar a cuatro vias ce.o las principales para la degrai:daciOn 

1! 



de carbohidratos <ROse. 1977) .. Existen otras series de reacciones 

que permiten a. otros carbch1dratos y compuo::stos relacionados 

caen. ellos entrar a estas vtas •etabOlicas principales; dichas 

r~cciones pueden considerarse cbmo vtas accesorias a las rutas 

cata.bblicas pr~ncipales, las cuales son: 

a) Ruta de Embden-Meyerhof-Parnas <EMP>. La figura 2 muestra la 

serie de reacciones del sistema EMP hasta la for~aci6n del 

piruvato. La reacción carac:te:r1stica de la vla EMP es la escisibn 

de la fructosa 1.6-difosfa.to Por la enzima aldolasa para dar ...-.a 

9e.Zcla de: trios.as fosfato. por lo que a esta via se le denc·mina 

tambien de la hexosa d~fosfato. ~ibas triosas fosfato se 

convierten. después en p1ruva.to. [iurante esta conversiOr1 se for•iln 

dos moléculas de ATP .. Estas s.on fosfor i la.·= iones nivel del 

sustrato.. La ruta Et-P parece ofrecer solaatiente ll'I rer1dimiento 

aproximado del 30Y. coao proceso productor de energta 

Grahaa, ~elis y Page. 1986; Rawn. 195'9>. 

12 
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Fig. 2. Reacciones bioquimicas de la via EMP 
mostradas hasta la formación del piruvato. 

b) Ruta del fo=.fogluconato o desv1ac10r1 del DOnofosfato de 

hexosa. Entre los af"tos 1940-1960. los trabajos de Ott.o 

Warburg en Berlin, Frank Dickens en Londres y Bernard Hor'!Cker y 

EPhrain Racker en E.U. establecieron la existencia de una via de 

degradacibn de carbohidratos que i9Pl ica la formaciOn de hexc.sas 

tnonofosfato y de pentosas fosfato pero que también utiliza 

algunas reacciones de la ruta EMP. Esta via puede entonces 

considerarse c0tno una •desviacitnº de la v1c. EMP y suele 
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denominarse vta de la hexosa aonofosfato <HMP>. de la pentosa 

fosfato o ruta de Warburg-Dickens. La Figura ·3 m1.iestra el cic:lo 

de reacciones q1~e cocnpon.en una versión de esta vta. General9'1ente: 

se admite que en la mayor1a de 10s microor9anismos la rut& EMP no 

es la pr1ncipal para la Producción de ener9ia ya •:::iue sólo tiene 

la mitad de eficacia que la vfa EMP~ sino que se utiliza 

principalmente para proporcionar pentos•s fosfato necesarias para 

la sintesis de nucleótidos y NAl>PH como fuente de poder 
2 

reductor <Jones. 1979). 

Fig. 3. Reacciones bioqu!•icas del sistema HMP. 

e> Via de la fosfocetolasa. Algunas bacterias catabolizan la 

glucosa aediante la utilización de ciertos sistemas en los que 

intervier.e la acción de una fo~focetolasa. enzima que separa 

acet.ilfosfato de un C<*'puesto e o e fosforilado. Esta ruta 
5 6 
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se desCUlbr"ió en Leuconost.o•= mesenteroides v se muestra er1 la 

f'igura 4. La reacc16n crucial de esta. "ta es la catali·zada POt" la 

fosfoce.tolasa: la escisión de: la xilulosa 5-fosfato 

aceti 1 fosfilto y gliceraldehtdo 3-fosfato. Como medio para 

sintetizar ATP. esta ruta es toda.vta menos eficaz que el EMP 

porque el catabol iS11110 de ...-.a R'IOlé:cula de glucosa conduce il la 

slntesis de sOlo una molkulA de AlP <Holland. Knapp y Shoes11ith. 

1987). 

Fig. 4. 

¡¡.l/cc•.Jl<lt! ••1<• )~to· .. a•.J 

1.:.DP-¡.~tu.J 
: ATP _., • .._tuo.<, 

''''"..-01.i 

o 

""· o 

,::F~· 
""'['..':."'· 

C.:.4_.l'M:> 
.L<:rt:il:i,1"J:i 

Reacciones bioqutl"licas de la ruta de 
la fosfocetolasa. 
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d) V1a de Entner-l>oudoroff. La cuarta ruta pr1nc1pal para la 

de9radli~ciC1n de carbohidratos en los •icroorga.nismos se encont.ró 

par primera. vez en Pseudoenona saccharOPhll&.. La vio Entner­

Doudoroff produlce,. al igual que ·en la v1a t-avtP, sOlo una moléc:ula 

de ATP POr ca.da molécula de glucosa. Sin embargo, a di ferenc1 a de 

lds de&ás ru'-.a~ principt1:les,. es utilizada sola.ente por un nt.:n•ero 

li•itado de microorganisaos,. la 111avorta. de las cuales son 

bacterias del g~nero Pseudomonas. Al ser esta ruta utilizada por 

tan pocos microorganisnos. se ha pensado que e:=.tos pueden 

constituir una l tnea evolutiva separada 0-kll loway, 1988). 

Los a1croor9anismos di~ieren -.icho entre st ~n cuanto a la 

utilizacibn de las vias principales para la degradacit~ de 

carbohidratos. Por ejesplo,. durante la fer.entación de glucosa 

por Saccharomyces cerevisiae,. casi toda la glucosa se meta.baliza 

per v1a EflF' pero en cuanto la levadura se crece anaeróbicam~t.a:? 

se canaliza hacia la ruta HMP hasta un 30/. de la glucosa. 

<Ca.ncty, 19BO>. 

Cabe seria.lar que las reacciones ulteriores que puede sufrir el 

piruvato varían considerablemente segün los distintos 

microorganisaos y, eSPecialmente en las bacterias~ conducen a la 

formación de productos de fermentación caractertsticos~ como 

alcof'loles y aci~. Entre dichas fer•entaciones destacan 1> la 

alcohólica, producida par levaduras co90 Saccharomyc:es 

cerevisiae~ especies de Fusariu.~ aiel'lbros de las mucorales y 

al91.1nas POCas bacterias <Fassatiova, 1986); 2) fermentación 

I•ctica~ par Lactobacillus v Rhizopus como ejemplo <Tsao,. 1984)~ 

3) fernenta.ci~in prOPiónica por especies de Propic1nibacteri1...lm y 

Clostridium (Best,. 1985); 4) f'erm.entación fórmica.~ por 



ejemplo en Escheric:n1a coli,. Aerobacter. Serratia y especies de 

Ba.c1llus ( Davis. J>ulbe-cco.,. Eisen y Ginst•erg,. 1985). 

3. Tecnolog!a de Fermentac1or.es. 

3 .. 1. Clasif1cac1ón de las fermentaciones. 

En una fermenitación reproducen las condiciones 

fisicoqui•1cas y bioqutmicas que permiten el mejor creci•iento de 

los microor9an1snos cultivados. La diversidad de siste11as 

utilizados en fermentaciones a conducido a clasificarlos de 

a.et.lerdo con diversos criterios. Por ejemplo,. en base al tipo de 

cultivo se clasifican en a> Cultivo en lote,. Y aqui el tipo más 

importante lo constituye el cultivo sumergido; y b) cultivo 

continuo .. En el cultivo en lote la compos1ciOn del medio caabia a 

cierto ritmo y consecuentetaente el nt.nero y •asa de las 

celulas en el cultivo. mientras que en U"\ sistema continuo es 

proporcionado .adio fresco al sistema -manteniendo la 

y conc:entración constante­

Harvey .. 1990). 

de ~anera continuada Ok:Neil 

Otro criterio utilizado para clasificar las fermentaciones 

considera la situac:ión de las células en el cultivo .. As:t. entonces 

se d11.sti.n9uen a> cultivos de: c:élula.s libres y b) cultivo de 

células il'l8lovi l izadas. Un criterio ~as lo c:onstituye el 

considerar las caracter:t.sticas del fermentador, teniéndose 

entonces fermentaciones con agitación continua .. de tipo air lift, 

etc. (Quintero,. 1981; Prave,. et al.,. 1987). 

El Ulti~o criterio que se se~laré aqui es aquel que tema en 

cuenta el estado fisico del medio de cultivo, reconoci~ose los 

tipos a> cultivo en ~edio liquido y b) cultivo en medio sólido .. 
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Es imPOrtante considerar detenidamente aquellos sustratos que: 

puedan eaplearse coiao comPOnentes de los medios de cultivo 

adecuados para el crec~~iento de los •icro.::•r9e..nismos o la 

producción de metaboOlitos microbianos de interés. Como ya se 

sei"ialó, los nutrientes proparcionados un •icroorganis110 le 

permiten real izar la sintesis de componentes celulares y producir 

la energta que rec:p.,tiere para sus procesos bioqutmicos. Asi, los 

principales cOl'lporientes del •edio son convertidos por c011Plejas 

reacciones bioquimicas en intermediarios y productos finales. 

Bio-:iuiaicamentc hablando, los sustratos pueden clasi~icarse en i> 

simples, los cuales contienen tala minima cantidad de energia 

qu1mica, co..o por ejemplo: H O, CO O , N e iones 1nc:irgt..nicos; 
2 2 2 2 

ii> de alta er1er9la y iii> sustratos intermediarios, los c:ua.les 

son femados durante la transformación de sustratos simples en 

otros de alta energta. Sin embargo, la dist1nci~·n entre un 

sustrato de alta energ1a y uno intermediario no siempre es clara. 

3.2.Formulaci~n de medios de cultivo. 

La fonnulaci6n de medios de cultivo para procesos 

biotecnologicos es una area en la cual a1!m debe investigarse 

mucho por varias razones: a) los sustratos usados a nivel de 

laboratorio mucha~ veces no pueden utilizarse a niveles de 

producción debido principalmente a razones econ6~icas. Se ha 

demostrado que en al91ilas fermentaciones importantes el costo de 

los aateriales usados como fuentes de carbono y nitrógeno 

i.-actan sensiblemente los costos da opera.cii!ln del proceso <Rudd 

y Watson, 1968; Dmle y Linden, 1984). El costo de los materiales 

bAsicos juegan un papel crucial en todo proceso industrial. Estos 



costos tienet'l que: ser compensados por una alta capac::idad de 

produc:ciOn y por la calidad del producto. En el caso de la 

producción a partir de. aateriales de desecho <muy usados en 

biotecnologia aquellos provet'lientes de la agroindustria) el 

factor limitante no es el pre.-c:10 s1no la calidad y cant.1dad en 

que se encuentran disPOnibles dichos .ateriales. Otros factores 

que deben considerarse al elegir un material de desecho soru si 

se requiere o no procesarlos antes de su et1Pleo .. su 

diSPOnibilidad en cantidades suficientes y de calidad estable, 

los requeriaientos ~ agua y ener91a durante el proceso de 

producción, contar con maquinaria y ecp.Jipo adecuados, la calidad 

del prodii...&cto final y, a~rnils, la posibilidad de utilizar dicho 

material en otros procesos <Sikyta, 1983>. 

b) Los medios complejos naturales difieren de los sintetices 

en que se preparan a partir de mat.eri a les de desecho de origen 

animal o vegetal; la camposici6n qu1mica exacta de estos 

aat.eriales usualmente desconocida y los 

individuales son determinados con mucha dificultad. 

e> Con 

biotec:nolbgicos 

objeto de hacer mas rentables 

industriales, se requiere 

los 

la 

cOlllponentes 

procesos 

constante 

investigación para encontrar sustratos mas baratos o que permitan 

incre.entar la producción. Esto. sin descartar lo$ esfuerzos que 

se hacen aislando nuevos •icroorganis~os o mejorándolos ?Or 

medio de l~ !ngenierla Genettca. Al respecto, Murray <1985> ha 

hecho \&'la completa revisi~·n acerca de las aplicaciones Ms 

sobresalientes la .In9enierf a Genética en procesos 

biotecnolbgico~ industriales. 

Por otra parte. de los mas de 100 eleiaentos que aparecen en 



la Tabla :Per10dica. sOlo alrede-dor de: 35-40 hi1n dem•:•strado ser 

nutrientes esencialesª Si bien la ~ayoria de éstos son n.etales. 

seis no 111etales <Carbono. Oxi9enc;>• Ni tr09eno. HidrOgeno. FOsforo 

y Azufre> y dos metales <K y Kg) comprenden en promedio el 98 ~; 

del peso se:::o de bacterias y hongos. Usualmente estos elemientos 

se denominan macronutrientes (se requier~n en 
-4 

medios de 

creci•iento a concentraciones mayores a 10 mol/l). Todos los 

otros nutrientes elementales denoainan tnicronutrientes o 

elementos traza y son us,.jalaente requeridos a cor.centracion&s 
-4 

menores de 10 mol/L Revisiones sobre el papel del carbor10 Y 

nutrición en general de hongos han sido hechos Por Lily (19651 Y 

Perlman U96.5>. de bacterias por Pirt (1975). de levadurCkS PC•r 

Suomalainen y Oura (1971) y del uso de nutrientes inorgánioos por 

Hutner (1972); Pyne. 1980; Atkinson y Mavituna. 1983. 

contin11.1a.c:i.On en la Tabla X se muestran las principales fuentes 

de carbono y nitrógeno usadas en fermentaciones. 

Tabla X. Fuentes de carbono y nitrógeno utili2adas en Tecnologi~ 
de Ferrnent•ciones (Demiain~ 1972>. 

Fuentes de Carbono 

Almidones ( de ma1z y papa) 

Melazas (de cal'ia y re111olacha) 

n-alcanos 

gasolinas 

Licores de desecho ricos en 
sulfuros 

DesechDS ricos en celulosa 

Fuentes de Nitrbgerio 

Harina de soya 

Extracto de levadura 
Extractos solubles de 
destilados 

Extractos de semillas 
de algodCn 

San9re seca 

Licores de cocimiento 
de ma1z 

Harina e hidrolizados 
de pescado 



Micront..1trJ.enttes .. 

La consideraci~•n de los m1cronutr1entes ( má.:. comunraente 

denominados elementos. traza) resulta hasta la fecha \l'la de las 

areas mas inciertas de la nutrición microbiana. Es relativa-ente 

f&cil demostrar el requiriniento de un •acrorautriente pero nada 

sencillo demostrar que: lS'l nutriente puede satisfacer un 

requerimiento para el creci•iento a lila concentración menor a 10-

9 molar. En la Tabla II. se muestra una clasificacitn de los 

elementos traza que son requeridos Por hongos y bacterias. 

Tabla II.. Los elementos traza requeridos Por hc•ngos y bactet·ias. 

1. Elementos traza reqr..Jeridos por todos los hongos y bacterias: 
Magnesio. Zinc y Fierro. 

2. Elementos traza requeridos por .uchas bacterias y hongos bajo 
condiciones especificms de ~recimiento: 
Cobre 7 Cobalto. Molibdato y Calc1~. 

3. Elementos traza. requeridos por a l9ur1as bacterias y hongos 
bajo condiciot·1es espec:i ficas de- creci•iento: 
Sodio. Cloro. Niquel y Sel~n10. 

4. Elementos traza que son .uy pocas veces requeridos <o 
reconocidos co«10 tales>: 
Boro7 Alu•inio~ Silicio, Cromo, Arsénico, Vanadio 7 Esta~o, 
Berilio, Fluor. Escadmio.,. Titanio, Galio, G~rmanio, Brol90, 
Wolfraaio. Litio y Iodo. 

Ademas de los nutrientes ya citados existen c.tros denomiriack>s 

corno factores de crecimiento. que inch.eye a vitaminas, 

aminoácidos y comPUestos diversos .. Las necesidades de ellos 

varian mucho seg~n el microorganismo particular que se estudie 

razón por la cual no entraremos eri detalle.. Basta decir, a 

manera de corolario. q..1e los fac:t.ores de crecimiento tienen ~m 

profundo efecto en la producción de muchos met.abolitos primarios 

y secundarios de alto impacto comercial. Para una re:visi6n mAs 
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C041\Pleta se recomienda el t.rabaJC• realizado por Weinber9 <1970). 

4. Mét'Xlos anal t ticos para cuant1 ficar carbohidratos. 

Existen reportados en la lit8ra.t.ura un romero tM.lY 9rande de 

métodos qu1micos para cuantificar azt!,carl!!s reductores. Sir1 

embargo,. muchos de ellos estan retringidos 4in cuar1to al tipo de 

muestr~ que se puede analizar. Esto es. no c:ualquier •~t.odo 

anal 1 tico para cuantificar azocares rech.u=tores puede ut i 1 izarse 

para cualquier tiPo de muestra e incluso muchos de ellos sirven 

sOlo para un tipo especifico de azúcar r~1Jctc•r <como hexos:a o 

pentosa). Se reconoce que la reacciOn mAs importante de los 

az{tc:ares reductores es su ox1da..c1t:lf'l en sohu::i6n alcalina. Todos 

los a.z{~cares reductores se tornan primero amarillos y luego café:'.:: 

bajo la influencia del alcali. Se ha. sugerldo que esto es debidc• 

a la enol izacibt"1 de la aolkula ( March. 1988>. 

La reacciOn que se lleva cabo es la siguiente: 

lHO 
r-OH 

<CH•OH> 
1 3 
CH-OH 

2 

KOH 

TH-OH 

C-OH 
1 

<CHIJHl 
1 3 
CH..OH 

2 

Esto da corao resultado un dobla enlace y la consecuente 

' t.auto.erta se dice que es la causa del color <Brown y La Ka.y,. 

1900). 

Los azUcares en solución alcalina sufren una deciclación a la 

correspondiente forma aldosa o cetosa. seguida por enolización Y 

polimerizacibn. rearreglo o degradacit.n. El curso de la reacciOn 

depende de la conc:entrac:a.bn y tipo de azocar presente. la 



concentración del alcali y la te11Peratura as1 como de las 

olndiciOnes de trataaiento <Holl .. an y Richter, 1961>. 

Es un hecho intera-sante el que muchos de los Productos de la 

degradación alcalina simulan aquellos producidos bajo condiciones 

fisiológicas mediante la acción de varias enz1.aas <Roehri9, 

1984). 

Los az:Ucar•s en soluciones "9Utra1ii o l tvera.ment• ácidas no son 

fácil-.nte oxidados en ausencia de iones com0i boratos (que forS1an 

complejos oon los azucares> oxigeno y por otros ciertos agentes 

oxidantes. En soluciones alcalinas. sin e.t:Jar90, la capacidad de 

los azócares para oxidarse e~ notablemente incrementada por ..-.a 

variedad de agentes oxidantes. de los cuales destacan por su 

imPOrtancia: soluciones alcalinas de cobre, mercurio, plata y 

bismuto; ferricianuro alca.lino; hipoiodit.os: oxigeno atmosférico; 

azul de metileno y peróxido de hidr69eno. 

Los diversos metodos qu1micos para la cuantificación de 

aztcares 'reductores pueden clasificarse c090 sigue: 

X. Métodos basados en la reducción de solucione:s de cobre en 
tartrato alcalino. 

A .. Métodos volumétricos basados en la.reducción completa de 
una cantidad medida de una disolucic!•n estandari2ada de 
cobre. 

1.. Usando el método volumétrico de Fehlin9 sin indicador 
< AOAC, 1990). 

2. Usando K Fe<CN> en solución y con indicador externo. 
4 6 

método volumétrico r&pido < Pigman, 1957>. 

3. Uso de azul de metileno en método de Lane-Eynon 
( Lane y Eynon, 19231 DunSDore. Mellet Y Wolf, 1980). 

B. Métodos basados en la oxidación de az~cares en presencia 
de solución de cobre en exceso v la determinación 
gravimétrica o volumétrica del cobre reducido. M• 
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l. 111!étodo general de ""6lson y Walker < 1~06; AOAC. 1990). 

2. !Método general de Qui5'.mlbin9 y Thornas (1921; AOAC. 1984>. 

3. Metodos 9rav1.etricos de Herz~eld para materiales 
conteniendo 1.5X o •enos de azl!~c:a.r invertido 
< Joslvn. 19'50). 

4. Método gravimétrico de Allihn para dextrosa Joslyn. 
19'50>. 

!5. Metodo del reactivo de Somc:::i-oyi (Somogyi. 1945; AOAC. 
1990). 

:IX. Métodos basados en la recluc:ción de soluc:ion.s de cobre 
alcalino que no contienen tartrato ( An9Y, et al., 1990). 

A. Reduc.c:ión de cobre en solución de Benedict 
1971). 

Hart, 

B. Método de Barfoed del acetato de cobre < Sultzki y Lara~ 
197'5). 

C. l'létodo de Soldaini del bicarbonato de cobre <Pigman~ 
1957). 

D. Método de Ost del biot.rbonato de cobre < Joslyn. 1950). 

E. Método ·c1e Kendall del salicilato alca.lirio 
19'50). 

Joslyn, 

IIX. Métodos basados en la r~clucc1ón de soluciones alcalinas de 
mercurio u otras soluciones da sales metálicas. 

A. Metodo de Knapp del cianuro alcalino de mercurio 
C Pigiaan. 1957>. 

B. Método de Sc:hesse del ioduro alcalino de ~rcurio 
(Joslyn. 19'50). 

C. Método del brc.uro alcalino de mercur-io (Shalaby, et 
al., 1989). 

IV. Métodos basados en la reducción de soluciones alcalinas de 
ferricianuro. 

A. Deter111inac:ión iodoraétri,ca del exceso de c:ianurc1 férric:o 
< Hart, 1971>. 

B. Determinación ceri9étric~ de ferricianuro <Pigman, 1957>. 

v. Métodos basados en la producción de color coeno resultado de 
la reducción. 
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A. Reducción de soluciones de picrato alcalino por 
azUcares, para formar picratos café-rojizos ( Loe.us 
y Tanner, 1982>. 

B. Reducción del dinitrGSalicilato C Miller? 1959). 

C. Reduc:c10n del alfa-naftol e Joslyn, 1950). 

D. Reducción del 2,4-dinitrofenolato en solución ~lcalin~ 

< AOAC, 1990!. 

E. Reducci6n de f11nOl (Thomas y Duchter, 1924>. 

VI. Métodos basados en la rec:k.Jil=ción de hipoioditos (Willsbtter 
y Sc:hudel, 19181 Pigooan , 1957!. 

VIX. t'IW:todlos basados en la redl.lcción del i\cidio 
C.Joslyn, 1950). 

selenios.o 

VII.I. Métodos basados en la. reducción de peróxido de hidrógeno 
alcalino <Isbell y Czt..1barow, 1990) • 
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5. Método de Qpt11nizaci~ ele Box-Wi lson. 

El rnétodo de Bo>,-Wi lson es una herramier1ta aatemé.tico-

estad1stica muy empleada en optimización y consiste en el 

desarrollo de experimentos factoriales. Un axP•rimento factorial 

completo es un conjunto de observaciones que comprer1de t.odas las 

combinaciones posibles de los nivelas de las variables o factores 

Box y Ni lson, 1951 s Hi1nmelblau, 1984>. 

Para fines. pr&cticos, •1 mavor nU•ero de parámetros que 

pueden variarse es de 4 o 5, cada l.rlO a dos diferentes niveles. 

De esta •anera, un exPerimento en el cual se consideren tres 
3 

factores, deber& contemplar entOl""'lces 2 = e experiMientos., todos 

el los c:on condiciones di Fere:ntes entre si. 

Una condiciOn necesaria para elegir los niveles superiores (+) 

e inferiores <-> da los factores,. es tener en ~nte el concepto 

de región ~-.:parimental o centro experimental. Y posterior a la 

e;.oc:perimentaci6n es el ajuste de los resultados a un modelo 

lineal. Para esto se utiliza la ecuación de regresión 

corresPOndient.es lo cual hacP. posible determinar los valores de 

los efectos de los factores tanto separada.iente como durante s.1.A 

interaccitn c:on otras variables.. 

En este l'iltimo paso del procedimiento es muv utilizado el 

lluiaclo análisis ~esidual, mediante el cual es posible conocer 

las deficiencias del SDE!todo y su ulterior mejora. Esto es, si los 

residuos (todo aquello no considerado en la regresión) son de 

valor cero. el modelo matemAtico propuesto es acorde con la 

realidad F1sica. Asi PUes, este .~todo permite eticontrar los 

niveles óptimos de variaciOn de los factores considerados. 
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El método de Box-Wilson es muy importante en la optimización 

de procesos porque presenta las siguiente ventajas: 

i) A pesar de ser un modelo lineal, PUede llegar a ajustarse 

para revelar el modelo real. 

ii) Es relativaaente rapido y preciso. 

iii) Es facil de eSDiF>l&ar en investigaciones da laboratorio pue& 

permite el manejo de numerosas variables y de manera $imult•naa. 

iv> Coao resulta.do de su apl ic:aciCln,. siempre sa obtiene: Unik 

mejora en el proceso. 

v> Consiste en un algoritmo sistematico .. lo cual es de 9ran 

valor en una situaci6n compleja. 

vi> Realmente ta.poco se ha demostrado otra alternativa valida. 
Sin embargo, deben asiaisrno considerarse una serie d.a: 

desventajas que implica su uso: 

i) Tiene todas las desventajas de un modelo factorial. 

ii) Si son elegidas variables inadecuadas se corre el riesgo de 

trabajar en otras regiones eXPerimentales. 

i ii) Son det.er•inantes la intuiciOn y experiencia del 

investigador al •anejarlo. 
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6. Conc:ei:>tos v Def1n1c:1ones en \'alidac:10n. 

Una Parte integral del desarrollo de un método analit1co es 

la val idac10n del •lseo. Es. decir. el aétodo debe Probarse Para 

deterlli1nar su u:>licab1l idla.d en los sistemas. de nuestro 1nt.eirQs. 

La valida:citn 9eneral incluve una evaluac:tbn de la precisiOn .. 

1 ine:ar ida.el y a:xac:t.itud y proporciona aedida del 

comportaniamt.o del mif:ltodo (LePOll""e .. 19791: Guerra .. 1996>. 

La validación de Ln lllétodo Pt.lede definirse como el proceso 

par el cual queda establecido. mediante estudios de laboratorio. 

que el Détodo es capaz de satisfacer los requisitos para las 

aplicaciones analiticas deseadas. De aqut entonces PUede 

f&cilmente C:091Prenderse la im>ortancia que reviste. En México la 

val idac1ón es 1il requisito que se desprende de la Ley General de 

Salud y de las Buenas Prácticas de Manufactura y Laboratorio 

vi9e:ntes <Secretaria de Salud. 1984~ Academia Nac:ionnl de 

Ciencias Farraacéuticas-Asociación Farmacéutica Mexicana. 1983i 

CIPAM. 19891. 

En la validación se ~plea el análisis estadístico y el éxito 

de la ilPlicac1ón que los métocos estad!st1cos tienen muchas veces 

no es cons1derado con la profundidad que debiera. Esto es. el uso 

del anQlisis esta~:fstico está limitado a ciertos fenómenos. El 

9ran .ateeatjco 'franotis Henry Po1ncaré lo ha Planteado de manera 

•a9istral: • Los principios de las matEmáticas son convencionales 

pero no arbitrarios: su •etodo. como el de todas las ciencias. se 

basa en la inducción que hace que. esperemos la repetición de un 

fenómeno cuando se reproducen las circunstancias en que Por 

pril9era vez se present6; no es en sentido algla'lo aplicable a 



sucesos ir'.div1duales no rePr00>..1c1bles. Los fenbrrtenos cu...e st.l•:i ~e 

han p,,...oba.do una vez y no est.~.n des-:;1na.dos. a renovarse .. riada nos 

ense:i"1a.'r't1. Cuando en ur. fen·~ill'~o rei:>roduc1ble tto nos es Pos1ble 

abarca~ tod~ lo cive acontece. es Preciso seleccionar algunos ~ 

los hechos .. El fenómeno no aconteceré en"t.onces de manera 1dént.1ca 

cada vez caue se le intente reProdl.J.c1r. sino que sera necesario 

aPlicar ur~ 1naJCc1on derivada de las m~ltiples real1zac1on.ez 

anteriores de dicho fent·meno. Este Proceso nos d1ra entorices cc·n 

Q\Je grado de certeza ios hechos sele=c1or1ados acontec.:rti.n de 

'l'lar..e.ra lC:~iti;::a al pa"trón definido Por el C:O&lPortamlento repetir.>:: 

que se ha observado en las 1nültiPles real izac:1ones previ.a.s .. 

(f'o1ncare:. 1952). 

As! entonces. el Plf'Oc.eso al ca.Je se hace mem:ión lo 

der.om:.nairenos a.qui coec· va.l 1cac1ón. Y para validar un •4todo 

analttico de:ban evaluarse varios p~ra-.etros. los cuales son 

definidos a continuación : 

1) ESJ>eeif1c1dad: Es la capacidad de un método analttico para 

obtener una res?Uesta debi.da única.siente al CQmPuesto de ini:.ere.-=: Y 

no a otros presentes en la 111Ue:stra analizada. 

2> Line~ridad: Es la capacidad del metodo para asegurar que lo~ 

resultados a.nal1ticos .. los cuales IPUeden obtenerse directa.merite C• 

por transformación ma.tenática bien definida~ son 

proe>orcionales a la concentrac1ón del compuesto de interés dentro 

de un intervalo determinado. 

3) Limite de Cuantificación: Es la más baja concentración del 



coaplaesto ~ 1r1ter.t:s i::·re~ente.. det.erm:naaa con Preciston v 

exa.ct11.tud bajo cond1c1one'.i de oi:=~racito est.abl ecidas. 

4) Exact1tud: Es el grado ·de concordancia entre ....,. valor 

obtenndo exPerimentaimente y uno de referenc1a arbitrariamente 

fíjaóo di! an.teaano. 

5) P~ecisiOn. la cual se divide en dos aspectos: 

a) Repetibi l 1dad: Se exPre-sa. como la concordancia obtenida 

entre determ1nac1ones indePE:ndientes realizadas POr un sOlo 

analista usando los mismos aparatas y t~n1cas. 

b) F..eproducibilioad: Se eXPresa cc.mo la concorda.r.=ia ervtre 

de:1t-ermir.aci ones indepenC:i.ent.es real1za:jas 

analis~~s. en diferentes dtas~ en el mismo y/o diferentes 

labora-torios utilizando el ttu!imo y/o di ferer-1tes e'1uipos. 

2. Apl1cac1tn de la Validac1Vn en F1ote~nol09ia. 

En base a charlas formales e informales con reconocidos 

biotecnblog.=-s. y a una revi si On personal en tests para la 

de grados Maestr\a y Doctorado resultó que la 

Validac1on en general era poco menos que desconoc1da por ell~. 

Lo anterior ne:• resulta sorprendente puesto que la <;iran mavoria de 

ellos provi~n ~e carr~as eotno Biologta o bien In9e:nieirin 

Quimica o Biociutmica. Dado que t.,Sla de las obli9aciones del QFB (y 

de cua.lQuier profesional> es detectar y resolver o contribuir a 

la sonuciOn ·de los Probolemas,. fue iniciada una labor tendiente a 

corw::ientizar a los 1nvestigadores de la illlPOrtancia que la 

Val 1dación tieneA Y una revisión mas proft.rida. de los trabajos 

desarrollados demostró que en muchos métodos analtticos empleados 



en Biotecnolo9ia existen diversas fuentes de error que apenas y 

han sido consideradas Por lo que. en el caso de la deterrn1naciC•n 

de azt.1ca!l""es reductores con reactivo DNS. se han encontrado 

coeporta~l.entos extra.nos que son atribuidos a muy diversas causas 

pero al método analitico per se. Con base en estos 

antecedentes se rea.lizaron estudios preliminares para establecer 

las c:ond1c1ones baJO las cuales se logran las cuantificaciones 

de redu.ctores mas cercanas a lo que real.,ente ocurre en una 

feraentación.. Finalmente. la a.;::eptac1C•n de la 1nw:>ortanc1a que 

tiene la corroboración de que: un método analit1co en Particular 

Puede satisfacer las apl 1cac1ones deseadas. no ha sido fácil 

cuando los iratentos son hechos en el cam:ioo biotecnolb91co. al 

grado de negarse la presentac1 1:n de trabajos en Con9resos 

Nacional~ POr c:ons1derlos total¡mente aJenos a esta disc1Pl 1na. 
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•.• Cuando 1.~n fulgor de: pc.\Jaro a.n,ar1llo 
enterrC• las cc·rr ientes. del azufre 

al pie de las glaciales cordill~raz. 
El vanadio se ve!O.t.1 a de lluvia 

para entrar a la camara del oro. 
afilaba cvch1lloz el tungsteno 

y el bismuto trenzaba 
medicinales. cabelleras ••. 

C La l~mPara en l& Tierra; 

Pablo Neruda (1904-1973) 

Habta una vez un mandril ir1teligente. 
que solt tocar el fagot. 

puesto que decta: 
ªMe parece. que dentro de billones de af"1os, 

lograre. ciertaaente~ dar con el t.onr.:•"· 

Sir Arthur Stanley Eddir,.grton 
11682-1910> 



METODOLOGIA 

Primero es realizada una extensa revisión bibl109rafica en la 

literatura cumt1f1ca. sobre raetodos anal1ticos Para dete:rminat· 

azlicares reductore:;:. De er:.t.re todos los rn~todos encontrados son 

selec:ciún.:..dos aquE:llus que teOricamenta: pudieran ser aplicables a 

la deter•inaci6n de carbohidratos reductores en diversos medios 

de fermentación y que al mismo tiempo c:umplan con 1..r1a serie de 

requisitos: la disponibilidad d~ los reactivos en el laboratorio. 

el riesgo POtencial a la salud asociado con su 1.¡so, la 

estabilidad qutm1ca y fisica de estos~ que el moétodo resulte 

e~-ectfico,. sencillo y permita el manejo de m1.,chas muestras a la 

vez. 

Irmediataatente después son evaluados experimentalmente loz 

tnetodos an.altticos que Ct.aplen con los ant.o:?rivres requisitos. 

Para este fin cada uno de ellos es ensaya.de• en ocho medios de 

fermentaciones cuva composición Pro".edio es ampliaJAente utilizada 

en un gran ni..'1mero de procesos btotecnol•:!•gicos. Los medios de 

fer"1entaci~·n empleados se 1 istan en la Tabla II1 y los iaoétodc:".::. 

evaluados e;..1Perimentalmente se en:;.ayaron a•:le!Sits en sclucior1-::s 

acuosas de cada uno de los componentes aqi-ti mostt·ados. 

Todos y cada uno de los experimentos se realizaron como minimo 

por triplicado y de manera independiente. 
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TABLA III. MEDIOS !)E CULTIVO EVALUADOS <COMPOSICION EN :-; P/V) 

A B e D E F 6 H 

E:.<tra.::to 
de levadura 0.5 o.s 0.5 0.5 0.5 

Extrac:to de 
malta 0.5 0.5 0.5 

Agua de c:oc i -
miento de maiz 0.5 o.5 

Extracto de 
carne 0.5 0.5 

Peptona. de 
caseina l. o l. o l. o 

NH H PO (1,5 0.5 o.s 0.25 -
4 2 4 

<NH > so (1,25 0.25 0.25 0.25 
4 2 4 

KH PO 0.10 o. 10 o. 10 0.10 
2 4 

MgSO 0.01 0.01 o. 01 
4 

KCl O.O! 0.01 0.01 0.01 

NaCl o. 1 o o. 1 l. o 

FeSO 0.01 0.01 .. 
La apl1cat:.1lidad del método en partic:ular se obt.1ene: 

evaluando su especificidad para determinar los azucares 

reductores en presencia de los otros COlllPOnente.s del B1edio y ...-sa 

estimacibn cuantitativa de ella es logra.da 1,,~tilizando Ut) 

parámetro aqu:i definido como •coeficiente de interfereru::ia". Las 

soluciones acuosas de cada 1..-.o de los componentes se ernplearc•n 

con objeto de determinar. en caso de presentarse, cual es la 

fuente de interfere-ncia que hacen al inétodo aq1..~i aplicado 

inespec1 fico. 



Lue-gc• de lo anterio:ir y en caso de ser necesario, el método es 

•afinaOO" evaluando algunos fa.·=tores que son determinantes en su 

COIHPOrtalfli ento COCl!lo: temperaturas y tiempos de reacciOn. 

preparaciOn y cocnposic1i!:•n de los reactivos utilizados y 

estabilidades de los colores desarrollados. Para conocer si 

dichos estudios deben ser realizados. utiliza un nuevo 

concepto: el de "porcentaje de recobro". Esto es. a cada uno de 

los ocho medios de fermentaciones se adicionan cantidadez 

conocida~ de aZt.'Jcares reductores (glucosa) y se coteja contra la 

cantidad encontrada experimentalmente (recUPEH"ada) al aplicar el 

método en cuestión. Los porcentaje::. de recobro menores al 90% S'3: 

consideran inadecuados y exigen la "af1naciC•n" del método. 

Una vez establecidas una serie de condiciones est,;,,ndar para 

el metodo arr.al itico elegido, se procede a optimizarle•. Por esta 

razón se emplea la conocida metodologia descrita POr Bc•x Y 

Wilson. Mediante esta herraaienta se 9ejora el método y aqui en 

particular es aplicado para eztablecer la cantidad d.e reactive• y 

los tieapos de reaccibn 111!\s adecuados. 

Posteriormente el Détoodo es somet.ido estudios 

validatorios s1gu1endo las recomendac:1onez 1-"iec:has por comités 

oficiales de validaciOn y er1 base a las practicas adacuadas di:: 

1 abor ator io y man1...1factura. Se evaluaron los parámetros: 

linealidad, limite de cuantificac:ii!:•n. exao=titud, reproducibilidad 

y repetibilidad. En la evaluaciOn de la linealidad y la exactitud 

del mé:todo se utiliza como estadigrafo de contraste la 

distribuc:iOn t. de Student. Para el limite de cuanti ficaci6n se 

detenninO experimentalaente la rn1n1ma cantidad de glucosa 

cuantificada con exactitud y precisión. Para la reproducibilic:lad 

.36 



se utilizó como estadtgrafo de contraste la distribución F de 

Fisher,. practicándose el análisis de vcu·iar1za.. La repetibilida.d 

fue evaluada mediante el coeficiente de variación. 

Finalmente~ el •etodo elegido es ensayado .edios de 

fermentación empleados en dos procesos biotecnol69icos: la 

producción de acido citrico POr el hongo filamentoso Asper9illus 

niger y la producción de la enz1aa peníci 1 ino-amidasa utí l izando 

una cepa de la et...1bacteria Escherichía coli modificada por 

ingenierta gen4tica. En ambos ensayos se cuantifica el consumo 

del a.zücar reductor glucosa. ut1 l izada aqui come fuente de 

carbono. conforme es asimilada por los microorganismos durante 

todo el proceso fermentativo. 
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METODOLOGIA 

Respecto a los métodos anallt1co~ aqui evaluQdos~ estos son 

descritos a continuaci6n 1ncluverdo también los fundamentos, el 

material y el equipo requeridC•S.. 

A. Metodo de la determinación con acido sulf~r1co-fenol. 

Fundamento: Se basa en la oxidaciOn de los az~~ares 

reductores por el &cido sulf~rico y la formac16n de \Xl comPUesto 

colorido par accii!·n del fenol. Este c:09¡p1.~esto colorido absorbe 

luz a lma longitud de onda e1'ltre 480-490 nanómetros C Dubois~ et. 

al •• 1951; 1956l. 

Material y equiPO: Pipetas graduadas de 1.0~ 2.0. S.O 

y 10.0 ml; pipetas autoNáticas de 10. 100 y 1000 microlitros; 

•atra.ces volumétricos de 10, 25,. SO y 100 ml; ba.f>io de a9'.Ja con 

ter11111ostato; espectrofotc!•aetro o color imetro (lecturas a 490 

n11>. Se utilizó un aparato Beck.an modelo S-35. 

Soluci~·n de fenol al So,_; <crista.le~ obtenidos de Baker, 

Chem. Co .. , girado reactivo analit1co); cf\Cido sulf1!~rico de 95.5~; de 

PUreza se9,.~n especificaciones de la American Chem1cal Soc1ety 

(ACS>, de gravedad espectfica 1.84 (obtenido de Merk, Co., grado 

reactivo analitico); glucosa (Merk, Co., grado quimicamente 

puro). 

s. Determinación con 2-bifenilamina. 

Fundamento: Segón Timel l y colaboradores, la amina aromática que 
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da mejores res1..1ltado~. entre la 1- y 2- naftilamina y la orto-, 

meta- y para-feni lendiamina fue la orto-a11inoch fen1 lo, un 

compuesto que si bien no esta disponible comercialmente en alto 

grado de pyreza. puede prepararse facilmente a partir del 

prod1..,c:to de grado tecnico .. Esta amina aroroatica~ cuando se 

calienta en acido ac~tico glacial y ha sido ad1c1onada a lrlª 

solución del azücar reductor, se condensa. cor. el azUcar 

resultando en la foraación de un c·~lor caracterist1co para cada 

e 1 ase de az~1car. 

En el caso de la glucosa la reacción resulta en un compuest.:• de 

color verde que absorbe luz a 380 nanómetros <Tirnel 1, et al ... 

1956>. 

Ma.terial y eQL.11po: Matraces volumétricos de 10.0~ 25 .. 0, 

50 .. 0 y 100.0 ml; pipetas graduadas de 1.0, 2.0, 5.0 y 10 .. 0 ml; 

•icropJ.petas de 20. O, 200. O y 1000 .. O 111icrol itros; bureta de SO 

•l; ba~o de agua con termostato integrado; tubos de ensayo de 30 

x100 con tapones de baquelita y con rosca; espectrofotometro para 

lecturas a 380 (se utilizo aqui ur1 aparato Beckman modele• 

S-35>; desec:ador conteniendo pentOx1do de fOsfor.:•. 

Cristales de orto-aminodi feni lo (Si911a Chem. Co. grado 

t~nico>; etanol ab~oluto <Merck, Co .. ); carbón activado (Durango 

Vela>; 6c:ido acetico glacial <Baker. Chem. Co., grado reactivo 

analitico); glucosa en p-olvo (grado industrial>; ramnosa 

cristalina <Merck, Co., grado reactivo analitico>; pentóxido de 

fbsforo U•erck, Co., grado t0c:nico). 



c. Determina-=:1ór med.J ante: el métc-do del ferr ic:i anuro. 

F~a.ento: Este mét..odo SE! basa en la reducci6n de t.ma solución 

alcalina de ferrocianuro por parte de los az~~cares reductores e 

involucra la formacitn de L8'l co.mpuesto colorido por accio!:4'"'1 de los 

iones del metal reducido sobre el arser1oeol ibdato. Este compuesto 

colorido absorbe luz a una longitud de onda de 515 ,,.,. 

1956). 

Tirr~J, 

Material y equipo: Matraces volU1Aétricos de 100 7 250 y 1000 

•1; pipetas volumé:tric:as de 1 .. 0, 5.0 y 10.0 rnl; pi.petas .gradi_iadas 

de S.O ml; incubadora con termostato integrado y agitación 

constante; bureta de 25 ml• espectrofotOmetro o colorimetro para 

lecturas a 515 nanOmetros (aqui se empleo uri color imetro Bausc:h & 

Loeb modelo Spectron1c 20>. 

Soluc16n alcalina de ferrocianuro <se utilizó ferrocianuro de 

potasio en cristales, Mierck, Co., grado reactivo analit1co); 

SoluciOn de arseno.olibdato <se util1z6 ~olibdato de aaon10 

tetrahidratado obtenido de Baker, Che.. Co.. grado reactivo 

analitico); carbonato d1sódico anhidro (Herck. Co., grado patrOn 

primario>; fosfato dis6dico .. 1eptahidratado <Baker, Chem. Co. ~ 

grado reactivo analitico>; arseniato disódico <Baker, Chem. Co., 

grado reactivo analitico); ácido sulTórico concentrado de pureza 

95.5~ ~n especificaciones de la ACS, de gravedad especifica 

1.84 (obtenida de Merck, Co.>; hidróxido de sodio (Merck, Co., 

grado quimicamente puro); ácido clorhtdrico concentrado de 37~ 

pureza CBaker, Che11. Co., grado analitico>; glucosa 

industrial. 
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D. Determinación el rt?activo del i!i.cido 3.5-

din1trosalictlico <DNS>. 

Fundamento: El reactivo con ac1do J,S-dinitrosalicilico, 

desarrollado a principios de siglo ( Sumner. 1921; 1925; Sunner y 

Lisler, 1944) para la determinación de ati~cares 

esta. for11ado por los sig•.üentes compuesto:.: 

reductores 

acido 3, s-

di ni trosal ic:f 1 ice•, sal de Rocnel le tartrato de scxho y 

potasio), fenol, bisulfito de sodio e hidróxl.00 de sodio. [Je 

acuerdo con los autores, el tartrato es adic1or,ado para prevenir 

la accit~ del oxigeno d1zuelto sobre el reactivo; el fenol se 

usa para 1ncrerneratar la cantidad de color producido y el 

bisulfito con objeto de estabilizar el color obtenido en 

presencia del fenol. El a1cali se requiere para la acción 

reductora del carbohidrato sobre el é.cido dinitrosalictlico. 

La química de la reacción se ha esclarecido sólo parcialmente. 

El DNS es reducido a ácido 3-am1no-S-nitrosal1cil1co y. por la 

vta. mas: siS1ple, el grupa aldt:hido parece oxidarse. a grupo 

carboni lo. Sin eJAbargo. no se ha e~clarecido totalmente la 

relaci~·r• estequioaétrica entre el ácido aminonit.rosal ict 1 ico y 

los a:zi.'~cares ( Hostettler, Borel y I>euel, 1'951} y los diferentes 

an~cares dan diferentes intensidad-es de color~ lo cual sugiere 

que. la qutmica de la reacción puede ser apreciablement.e mas 

compleja <Bell. Manners y Palmer, 1952; Meyer, van der Wyk y 

Deng, 1954). 
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Material y e-tlUiPo: Matraces volumétricos de so. 

100, y 500 •1; pipetas volurn.4:tricas de 0.1, 1.0, 5.0 y 10.0 ml; 

tubos de ensaye de 13 xl 00 111m; baf"io de agua co:n teraostato 

integrado; aparato dosificador de agua; pipetas automaticas de 

500 ~icrolitros; espectrofotbmetro o colorimetro para lecturas 

entre 500-530 nanómetros. 

Acido 3,5-dinitrosalicilico en polvo <Aldr-ich Co., 99X de 

pureza); hidróxido de sodio er1 lentejas 04erck Co... quimicaMente 

pura); tartrato de sodio y potasio <Sal de Rochelle); fenol; 

metabisulfito de sodio (todos obtenidos de Baker Chem. Co., grado 

reactivo anal it1c:o). 

Los cuatro métodos experimentalmente et"lsayadc•S son descritos 

en los diagramas de flujo mostrados a continuacii!•n: 
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Electuu dt luclontS dt 11. ttUestra. hut¡ 

obttntr una conctntn.ciOn ¡prcxhwla de 

hlst.161!1 t1.icro9r»"10S/tdlllltro. 

De la atlcuob t.ON.da, Ytrttr 2 "' en 
una ctld& uptctrofotoMtric1. 

A9H9U Q,9' td dt• hnol al 81!1 X t 

lMtdla~ntt 5 td dt leido suttúrtco 
conctntra.do. 

Ailtll" Yl9orosarientt pero con cuidado 'J 

deJu rtposu por te tdnutos. 

Luego de tnncurr14os los 18 tdnutos, 

colocu lu tW.estru tn un bi.ño de 19u& 

"1!1Unldo • alHB'C. durante IB • ¡e 

ttlnutos. LutiO lur tu "411Stru a ~98nrl. 
Ru.litll' un l>l~co U rucclÓn con a9ua 

destilad& v constru!r la curva de 

callbnclÓn con 9lucosa. 



Tr~sftrir con Phttl. votwJtrlc& l "1 

de 1& N.ltstr&, h cual contiene tntrt 

18 & 588,.tici/l'\l dt uúcuu rtductoru, a 
tubos 4t tnuyo de 13Xi88 con cutllo dt 
rosca. f&pu bien los tubos utlllu.ndo 

\&ponts 4t biqut 1i t.. 

Adictonu con burth 5 "'' dtl cot1pu.uto 
orto-it'!lnoblftnl lo prtpu&do &l 5X tn 

aétdo &ct
1

tlco ghct&l. 
Colocu ahora los tubos, &biertos1 tR un 
baño de 1gu1. 

l 
n1.nt.tntr los tubos tn tbullici~R por i 

Minuto " dtspu~s tapulos htn-Wticir1tn'h 

con los \&pones dt b&l[Utli"· Ebulllr pu 

otros 68 t1lnutos. LUt90 tnlrh.rlos ' 
chorro dt 1qua " letr ._ 388 nrh Constru(.r 
h cu.rv1 de clllbracio'n rtspectlv1. con 

qlucou" un blanco con &9Ul destlll.d.1. 



PrtPara.olln dtl ru.ctivo: Pisolvtr 168] Prtpuu h. solucto'n de IHtnort01Jbd.lto 
de cul>onato sódico anhidro 11 158 9 dt cort0 s19Utl Disolvtr 25 9 dt "°l lbd1to 

tos! 1to d1sóa1co htphhidrahdo tn 858 td 1----•I dt winlo tttnhld.raUdo tn '458 "l dt 
dt a.9u1 dutlhda.. Adlclonu 4 g de 1~ dtstlld1.. Adicionar 21 "1 dt Ícido 
ttrrlcl1nuro de poh.slo 11 atoru a 1 L. sutflÚico concentndo IJ 3 9 dt lNtnito 

dt sodio tn 25 "1 dt agua dutilacU • 

C11tntu 1.. :ss•c por 38 "lnutos oon una 
&1lt1.clOn constlntt. 

ligltu vl9orosir'itntt los mtra.cu hutl 
que cese 1 l duprtndb,ltnto dt uses. 

Ai1'19U 4 "l dtl HICtivo con Mllbdlto. 
Agitar bltn y iforu • 
Lur 1. 515 nt1 • Correr bhncos de 191!.I. y 
construfr h curva dt c1libnciÓn unndo 

un1. solucldn dt glucosa dt conctntr1clÓn 
conocida y siguitndo ti 11isMO tratatothnto 
que pua lt solucldn problMa. 

Preparar una solución 2 N dt aoldo 
sultlÚico. Dllu(r 11 l"llJ.tstn con 19ua dt 
UJ t\antn que 11 concentuciÓn rtnal 
dt u~u-es reductoru no su. N'i!Or dt 

1500 ~ por M.illlitro • 

l 
tOfW' l ttl dt la f'IUtstra di luld1 v 
tnnsterirh. 1 un Ntru voltfttrico dt 

188 "l. AiH'ill" 5 Pll dtl ruc\lvo di 
1trroch.r111ro v coloou tl Ntru tn un 

biii.o 4t aqua a el>u.ll lclÓn por 18 "Jnutos. 
Enfriar rÍ.pido 11 chorro dt 19u1 11 

n1utr11izu con 18 "I dt i'.cido sulf\Ú-ico 

a "· 



Prepnaclon del ructiuo: Dlsolvtr, 

por cada tee M1 v tn ti ol'dtn que u 
Mtncionan, 1.4 9' dt hidro(tdo 1tdtco, 

8.?5 9 de leido 3,5-nNS, 21.Ei 9 de 1a 

u.I dt Rochelle, 0,54 9 di! hnol V 

0.59 q di Mehbisullito &Ódico. 

A unl r'lllestn de un Mililitro qut 

co11tUnt uJcnu ttductores, " 1t adiciona un Ml tJeJ ructlvo. 

Luego u tbul ltn lu MUestus en 

un baiio de avua por cinco ttinutos. 

l 
Fnrrhr los tubos rápidamnte al 

chorro de 1gua rr (a. DtJar repou.r 

por diez Minutos 1J lutgo !dicionu 

UI l'\ililitros de agua destilada. 

Agitar las Muestras vlgorosll'\tnte 

en un vórtex 'l 1 uego 1 ttt en un 

u~ctrorot~tro 550 nM. 

l 
Correr blancos de rucctfn utilinndo 

19ua destilada 1J reallzu una cur11a 

dt c1libnc1ir1 tMplundo
1

g1ucosa tn 

soluc1fn a tonctntuci6n conocida. 



Por 1Jlti1no, se de-::r1ben a cont1n1.1ac1C•n lo:=: proced1m1er1toz 

segiuidOs al ensayar el método analit1co elegido en medio~ de 

bacterias recombinantes. 

Para la fermentaciC•n de h~os f1 lamentosos productores de 

ácido c1trico, se utilizaron colaO tnOdelo una cepa de Aspergillus 

nit;.1e:r ATCC 20107 y algunos otros hongos filamentosos aislados de 

diversas fuentes~ todos ellos productore:=: de acido citrico. Para 

el aisla'Rlier.to de estos hongos se siguió un procedimiento similar 

al reportado por Bola~~s. Mota~ et al. (1991) y por Bolahos y 

Reyo (1992>. La realizacit~ de m1crocult1vos y algunas pruebas 

bioquim1cas demostraren que los hongos filamentosos aislados 

pertenecen tambiEn a: género ~ergilhis. Los il'ledios de cultivo 

ernPleados se 1 istan ai cor1tinuación (composici(~:<n en p0r-centaje 

p/v): 

Medio de Martín 

Glucosa 1.0 g 

Peptona O. 5 9 

KH PO 0.1 9 
2 4 

MgSO O. 05 g 
4 

Rosa de Bengala Oa001 9 

Estreptomicina 3 µg/ml 

Agua destilada 100 ml 

pH final = 6.00 

Medio de Fost.::r 

Glucosa 5. O g 

Peptor1a O .. 5 g 

>:H PO O. 1 g 
2 4 

MgSO O. ú'5 g 
4 
Agar 2. O 9 

Indicador•= 6.7 ml 

Agua de-=.ti la.da 1001111 

pH final = 3. 00 

*Solución indicadora: Se prepara disolviendo 1.0 9 de verde de 

brornocresol en 14 ml de hidróxido de sodio 1.0 N y aforando luego 
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Medio setni 1 la 

Maiz 11101.tdo 25 g 

25 ml de la soll~ci<!•n 

siguiente: 

KH PO 0.5 9 
2 4 

M9SO 0.05 9 
4 

<NH l SO 1.0 g 
4 2 4 

PH final = 3 .. 0-4.0 

PrCK:edtmiento: 

Medio de producciOn 

Glucosa 10 9 

l<H PO 0.25 g 
,, 4 

MgSO 0 .. 025 9 
4 

NH NO 0.25 9 
4 3 

Agua deztilada 100 ml 

l>e las colonias aisladas se hicieron di luciones seriadas 
5 

has-ll;a concentraciones de tú- .. Posteriormente~ de la 1.Htima 

diluciOt"l se plaquearon 0 .. 2-0.s inl en cajas Petri que contuvieron 

medio de Mart1n y se inc:ubaron éstas POr 24 hrs a 29•c. 

Se hizo le• 11t1srno en cajas conteniendo SJedio de Foster. Despuéz 

de incubar se seleccionaron aqiue:l las colonias que aostraron un 

hale aMarillo a su alrededor: esto indica que se trata de 

microorg;:;s.nismos prodl1ctores de !ocido. l.Jrrla vez seleccionadas las 

cepas del medie• Foster~ se se5'11braron en t.1..Jb<:•S. cor1tenien•jo a9ar 

inclinado de papa-dextro~a <PI>A> con obJeto de favorecer la 

esp.orulaciOn de los microorgani saos e ioc:ubar1do por t.res a cuatro 

d1as 29 °c. Una vez es¡p-orulados, se retiraron del tubo por 

suspensión en 10 ml de solución salina estéri 1 al O.SSY.. Este 

volumen se adic:ionC• al 1aatra.z que contuvo el medio sem.i lla. Una 

vez alcanzada la esporulación de los hongos en el medio semilla. 

se recuperaron por nueva SJU1spensi•:1n con 30-40 ml de soluc1.;!1n 

salina estéril al O.SSY. y se transfirieron estas esporas al medio 
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de producc1•:0n. incubando con ilqitacitin cor1stante de 200 rpm a 29'" 

C. Las muestras se tomaron a los 2, 4, 6. 8 y 10 d1as de iniciada 

la fer1r1entaciOn. El micelio fue retirado por cer1tr i fugación (30(10 

rP• por ~ minutos> y la fermentacitrt detenida al alcan:zars.e 

acidez constante en el .edio y consumirse m&s del 9S-/. de los 

azUcares reductores adicionados .. 

La cantidad de ácido cttrico Producido se deterinin6 

mediante el método colorímétrico de Saffran-Dermstedt. Este 

1nétodo es descrito detalladamente en el apéndice A·~. 

Para la fermentación de bacterias recc•mbinantes se 1Jti liz·~ 

como modelo una cepa de E~cherichia col t que contiene un i:·l~smido 

portador del gen para la ex:presi·~n de la enzima pen1c1l1nc1-

amidasa <E. coli PMG 10> .. 

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

coa~osición, porcentaje peso/voll.Jlnen fue la siguiente: 

Peptona de ca.set na 1. O 9 

Extracto de levadura 0.5 g 

Cloruro de sodio 1.0 9 

Glucosa 2.0 9 

Cloranfenicol 20 mg/ml 

Agua destilada 100 rnl 

PH fir1al 7.10 

.. El procedi•iento empleado es el siguiente.: 

Una colonia proveniente de un cultivo en caja de Petri. que 

contuvo sed10 LB más 27. de agarbase~ se resuspendió en 5.0 MI de 

medio LB estéril. Lue90 se incubó por 6 hrs a 29°C y con una 



a91tac:1•!:,n rotatoria de 200 rPm. 

Posteriormente se inoc:uló un matraz de 500 ml conteniendo 100 

ml de moE:dio LB estéril. La incubación fL~e ro:tal izada de aanera 

idt:ntica a la antes descrita. 

Con 50 ml del cultivo anterior se inoc1.Jlaron dos matraces 

Fernbach de 2,800 ml, conteniendo cada l.llO 500 ml de medio LB 

estéril. se incubó por 12 hrs a 29'C con agitación rotatoria de 

200 rpm .. 

Con el contenido de los dos matraces Fernb•ch anteriores se 

inoculó un ferm~tador de 14 litros. el cual cc•ntuvo 10 litros de 

medio LB estéril. Fue utilizada aqui un jarra de 14 litros de 

cristal refractario con cabezal New Bruns.Mick Sci. Ce•. Me.delo F-

14-1002; una boaba peristc\lt1ca Masterfle.x Modelo 7013 adaptada a 

un controlador automc!o.tico de pH y l.a'la cor,sola New Brunswick 

Scientific Co. Modelo M-19-1410. 

Se realizo!:· la ferrnenta·i:iCn a 29'C,. 1 vvm de aereacit.n y 400 

rpm. El PH fue ajustado durante toda la ferW1enta.ci6r. entre 6.80- · 

7.20 con hidrOxido de potasio 3N. 

El monitoreo se realizó cada dos horas? eval•.iando los 

parámetros: crecimiento 1111crobiano. pH~ consumo de azi..~cares 

redactores <ut:-.ili:zados aqpui como fuente de carbono)~ o...'<igeno 

disuelto? prote:lna total y actividad enzimatica de per11cilino­

amidasa. La fermentación se realizó por B.0-10 hrs, recup-erando 

el paquete celular y conservándolo por congelación. 

La enzi•a penicilino-aaidasa no se excreta al medio de 

cultivo es intracelular> por lo que debe extraerse de la 

célula. La técnica aqui empleada para lograr lo anterior fue el 

50 



choque OSlflOtico y la tknica en detalle se describe en el 

apéndice Ato. 

Un.a 'Vez extrafda la. enz:1•a se ProcediO a evaluar su 

actividad,. para lo cual se siguió el méto<lo del Para-

d1111eti la1:t1nobenzalde:hld.:·. La t.;,cnica detallada de 

microdeterminaci6n se s;uestra én el apEndice All. 

La determinacibn de la concentraci6n Proteica se hizo 

empleando el método de Bradford Y la concen~racit~ celular 

mediante turbi dimetr 1 a. Estas dos técnicas se describen 

detalladamente en los aP~ttdices A12 y A13. respectivo11ente. 

La determinación del cor1s.umo d~ azl!lcares reductores es el 

par-ametro sobre el ~ s;e hizo énf°asis (par obvias razones) y se 

utilizó el método del DNS va desc:rito en lC!. p,¡l91na 46. 

Finalmente~ con objeto de corroborar que la cepa de 

Escherichia col1 PMG 10 Sl9Ue siendo recornb1nante durante toda la 

fermentación~ fue real izado el a.islamiento y la puri ficaciC•rh a 

pequefía escala. del plásmido de ADN. Esta determinación es 

importante porque se ha recono-::1do la P4rdida de un Plásmido 

portador del gen insertado como uno de los principales problemas 

en 'fermentaciones de bacterias recombinantes <Lewin. 1990 >. 

El procedimiento es descrito en detalle en el apendice A14. 
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CAPIT\LO 

ELECCION l>E 

TERCERO 

METO!>OS 



Minino de Chegter ••• 

?Quieres decirme,. por favor. 

que camino debo elegir para salir de aqut? 

Eso depende mucho de ad~nde quieres ír 

resPónd10 el Gato. 

Poco ~e preocupa adOnde ir -dijo Alicí&. 

Entonces p0co importa el camino que eliJas -replico 

el Gato. 

Con tal que cor-.duzca a alguna parte -a.f"iadi6 Al 1c:ii\ 

como conclus1~n. 

Ohl Puedes estar segura que llegarAs a alguna parte 

-dijo el Gato- si caminas lo suficiente •••• 

Alicia en el Pa1s de las Maravillas 

Lewi 'S Carrol l ( 1832-1898) 



ELECCION DE METOOOS. 

D-e todos los métodos anteriormente descr1t..:;.;;, ;;;a prot:•aron 

exPerinentalmente los que ofrecieron mayores ventajas teo~ricas, 

las c:uales fueron: 1) Factibilidad de ser empleados en las 

111uestras obtenidas de medios de fermentación; 2> Ser 

relativa.ente rapidos y sencillos; 3> Permitir el manejo de 

muchas muestras a la vez; 4> Contar en el laboratorio con todos 

los reactivos, matoeriales~ equipo e instrumentos necesario::.. 

Las razones que justificaron 

siguientes: 

elección fueron la$ 

A. Método del ácido sulfürico-fenol. Est.e m4todo aparece coco uno 

de los .ejores: es colorimétrico, por lo que posee una alta 

sensibilidad; es ré.pido. no re.quiere equipo zof1sticado y también 

es •UY econó111ico al s6lo requerir de ac1do sulfür1c:o y fer'K)l. 

B. Determinación con 2-bifenilamina: Este método. a Pesar de 

requerir un reactivo no muy comUn comercialmente. fue elegi•:::IO por 

ser uno de los:. reportados en la 1 iteratura con .. ayor frecuencia e 

incluso recomendado en dichos trabajos .. Aur1que la determinación 

requiere de al menos 2 horas. es posible tratar muchas muestras a 

la vez. Una desventaja que cabe mencionar es la necesidad de 

utilizar mucho ~cido acetico glacial puro, lo que resulta 

CO$toso.. No obstante. las ventajas ~ reporta su uso hacen de 

este m4todo U'bO de los elegidos para intentar su aplicación a los 

~edios de fermentaciones aqui estudiados. 

C.. Deterainación del ferric.ianuro. Este método~ originalmente 



reportada para la cuantificaciOn de reductores en jugos de frutos 

citricos~ parece ser aplicable a otros sistemas de cornpos1citri 

quimica compleJa. cCAmo lo son los medios de fermentaciones. Se 

eligió debido a que es colorim4tr1co. reslllta ré.pido y se contC• 

con todos los reactivos necesarios en nuestro laboratorio. 

D. Metodo del reactivo del écido 3.5-dinitrosalicilico. Este 

método fue: elegido también por ser colorisiétrico. rapido y contar 

c:on los reactivos necesarios. El uso del a e ido 3,5-

dinitrosali~ilico <ta.bien llamado DNS> ya se ha reportacb para 

su uso en .edios de fer..entación. Sin embargo. los resultados 

obtenidos no siempre fueron cons.ist.entes con lo GSperado. lo que 

debe considerarse al estudiarlo aqui. 
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El cerebro no as un Organo del pensa•iento, 
sino un 6rgano ~ la sobrevivencia. como 

las zarpas y los colmillos. 
Esta hecho de tal forma. que nos hace 

aces:>tar CCG'lo verdad cosa:s que sólc:• 
son ventajas • 

Albert S:ent-Gy~rgyi 
<Al ser le entre-gado el premio Nobel 
de Fisiolog1a y Medicina, 1937>. 

Y si esto no fuera precisamente la verdad? 
Y si esto no estuviera denostrado? 

Y si todo esto se redujera a la vanidad, al deseo de 
dominaciOn~ a la impaciencia~ al temor, a la locura 
llena de arrobamiento o de espanto de los hombres? 

<Aurora> 
Frederich Nietzsche (1844-1900) 



RESU...TADOS 

Los resultados obtenidos dl.lrante la e:valuac16n e>:per1mental d~ 

los cuatro metodos ele:91do~ sc:"'I dczcr1t-0s a cont1nuac1·:<1: 

M~todo A. Determinact•!:n con t..cido sulfi!ir1c:o-fer1ol. 

Primeramente fueron c~ztru1das las curva~ de calibración para 

solw:iones acuosas y soluciones tampon•das que contienen .. 

separadal1ient.e~ gluc:osa y ramnosa. Esto con objeto de corroborar 

que el preser1te metodo presenta una tendencia lineal en el 

ir1tervalo de concentraciones eztudiado. Las lecturas ze hicieron 

a dos diferentes lor1gitudes de onda~ 48(1 y 490 nanómi:=troz porque 

ambas se reportan coao utiles en la cuantificac1t~ de az~cares 

reductore:::. No se l le:vó a cabo t.r1 e:st1.~d1~· do: "barrid•:." porque 

esta ya reportado que el maximo de absorción se tiene 

prec:1zamente ~ntre los 480-490 nan~•metro:=:. El pro:-1cedimi~tc1 

experi1:1ental utilizado e:::. el mostrado ense91.~id¡:,. 

Se, re:ali:zarori los. ex:perímeritos por triplicado y los re:s•...111:.ados 

obtet"lidos se rn•...1estran en la Gr~'fica 1, para las lec:ti..iras hechas 

a 490 nan~·rnetros y et"! la. Gré.fica 2 para las lecturas a 4:30 r1m: 
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Gráfica 2 
Curva de calibración para ramnosa 
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rainnosa.. se a.precie una muy buena linealidad a las dos. longitudes 

de or1da estudiadas, segUn d.::mueztran los coeficientes de 

Posteriornente se hizo un estudie con las sol1Jc1eines de cada 

uno de los componentes de los medios de fermentación estudiados y 

aqul se encontraron interferencias muy grandes debidas a al91.1no o 

algunos de los compuestos quimicos presentes en el extriilctO de 

levadura, el extracto de carne? el agua de cocimiento de •a1z y 

el extracto de malta emPleados. En el ~~nd1ce Al se m-:=-ncionan las 

c:oeposic:iones qulmicas promedio de estos sustratos. 

Los resultados arriba mencionados se muestran en la Tabla IV y 

consisten en el ·yalor promedio lue90 de tres det.arm1naciories 

independientes: 

Tabla IV. Es::h~dto de la especi f"i.::1dad d.;:: la do:ten;11naci•!•n c·:on 

Acido sul fi!1r ico-fenol para d1soluc1ones de los componente.s 

presentes en los ~dios de fennentac1~·n estudiados. 

Sustrato )~Trans.ni tanci a 

Blanco de agua 99.oo 

Extracto de levadura 30.00 

Extracto de carne -46. 00 

Agua de cocimiento de maiz 24.50 

Extracto de malta 

Peptona de caselna 

NH H PO 
4 2 4 

69.00 

91.50 

95.50 

Coefic ient.e de 
Interferencic.. 

1. 00 

3 .. 3(1 

2.15 

4.04 

1.43 

1.08 



Su-:::;trato 

<NH ) SQ 
4 2 4 

KH PO 
2 ~ 

MgS(j 
4 

l<Cl 

NaCl 

FeSO 
4 

i'. Transmitanc:1a Coef'. Int.erf~renci a 

96. 00 1.03 

95.50 

95.50 1. 03 

9~-. 00 l. 03 

95. BO 1. 03 

91.BO 1.oa 

El Coeficiente de Interferencia es definido como el cociente 

del P•='rcentaje o-: Tran"S;nn.T.ancia del blanco de agua entre el 

porcenta.Je de Trans1111 tancia del coaponente en cuestión. 

"atem&tic:anente se expresa as1: 

Coeficie.rite de 
Interfe:re:nc1a 

Y. de Tranzmitanc1a del blancc• 
--------------------------------- xlúO 
i', de Trans:m1tar.cia de la mueztra 

El valor de referencia es 1. 00 Y mientras mayor sea el valor 

r1•.1m~r1cc• do:: este coeficiente? mayor es el grado de interferencia 

del cO'KlC'uesto en la deteraítiación. 

La raz~·n de expresar el coeficiente de ln't.erfere:nc1a en 

porcent.a.je de trans1r1i tancia obedece a que ésta sigue un 

couportamiento lineal, mientras que la absorbancia si9ue un 

comPortamiento loga.r1tmico. 

Luego de detectadas las interferencias debidas a los sustratos 

mencionados. esta claro que el método de la determinación con 

acidc• sul fürico-fenol no es e:spe:ct 'fico para azucares red1.~ctores. 

Un posterior estudio, con objeto de demostrar su inaplicabilidad 
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a los s2stetnas de nu-:-;:tro 1nteres. se real izo de la si9uie~nte 

manera: A 111oe:d1os ele fie:r.eentac16n A. B. C y D se les a.d1c1onb 

glucosa.. La cor1centrac1<!•n final de este azt..Jcar fu.e de 50 9/l. 

Luego se ensayo el rn.:todo anal1tico y se calcule• el ::.-; de glucosa 

indePendientes svn los mo-:.t.1-ados en la Tabla V. 

Tabla V. Porcentajes de recobro logrados al utilizar el método 
D en diferentes ~edios de fermentaciU\. 

Medio de fennentaci On 
empleado 

A 

B 

e 

I> 

Cantidad de glucosa 
re-_-uperada (9/l) 

38.000 

29 .. 000 

27.000 

28 .. 000 

El 1=•orcentaje de recobro esta de.f1n1do aquí cc•mo: 

Cani;.1dad de: a::!'~r=arez red1..1c.,...:-re$ ·=• . .1c;,r1tif1cade: 

--------------------------------------------------xlOO 
Cantidad de azücares reductores adicionada 

X de 
Recobro 

76.(10 

58.00 

54.01) 

56.00 

La compos1c1ón qui mica de los nedios de ferWlenta•:ión anteriores 

ya :;e ind1c~· en 1 a T&.bl a-. III .. 

Cc•mo se aprecia en la Tabla V, este método resultó 

inaoe.c.uado para l~ cuant1f1cac1.~.n de azUcares redu·=tore:=. en los 

s¡edios de fermentaciOn estudiados. La determinaciOn se real 1.Z•:i 

por triplicado y de forma indE!pendiente para cada uno oe los 

ensayos. Originalmente este metodo, propuesto por D1..tbois y 

colaboradores, es.ta reportado para el trabajo con disolu:ionies 

acuosas de carbohidratos y conjunci•:!•n con cromatografia -:n 

papel pero no para su. empleo €n los sistemas de nuestro inter~s .. 



Existen diversos factores q1..,1e pudieran causar Utia ~ala 

c:ua.nt1ficaci~•r1 de azi..',cares reductores. Por ejemplo, Koefler 

(1952> estudió este métoóo en detalle encontró que la 

absorbancia detarminada es ft.rlci~·n también de la cantidad de 

fes"\ol adicionada. mostrándose un incremento gradual hasta llegar 

a un máximo para luego descender. Esta es otra fuente de error 

que. aunque es posible evaluar para tratar de eliminarla o al 

•enos disminuirla. hacen al mét.odo en general dificil de 

trabajar. 

Método B. Determinación con 2-bi fen1 lamina. 

Con objeto de evaluar la 1 ineal idad del sistema al emr=·lear 

este método. se construyó primero una curva de calibración 

utilizando glucosa en solución ta.mponada y leyendo a 380 

nan:•metros. El procedieie:n.t.o e:xPerimental empleado se presenta 

enseguida y los resultados promedio se muestran en la Grafica ~: 
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La ecuaci·~·n de la recta es la s19'.Jiente: 
-4 

Absorbanc1a.= 6.45x10 (conc:,.;;nt.rac1C.n>-O.Ol;:. 

Y la lineal1dad del •~todo quedo de manifiesto al observ&r el 

coeficiente de cort·e1eo.c1trn experiaentalme11te obtenido (99. 75"'/.). 

Luego de construir la curva de calibración~ se investigó la 

posibilidad de aplicar est€ método a las muestras de nuestro 

interés. Para esto aqui también se adiciono una cantidad conocida 

de an~cares reductores (50 g/l de glucosa) en varios medios de 

fermentación y se calcul~· el porcentaje de recobro obtenido. Los 

resultados promedio luego de tres determinaciones 

independientes, se muestran en Ja Tabla VI. 

Tabla VI .. Porcentajes de recobro para glucosa en varios medios 
de fermentación utilizando el método B. 

Medio de fermentación Cantidad de glucosa % de 
empleado recuperada (9/1) Recobro 

A 43.00 86.00 

B 42.50 85.00 

e 44.50 89.00 

[> 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 los medios de 
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fermentación aqui estudiados. En vista de el lo. se real izaron 

investi9aciones posteriores con objeto de determinar cual es la 

longit(.'d .r:te onda er-v la que se presenta un m1'.xirao de absorbanc1a, 

pues en la literatura consultada. no se er1•=on+..r·~· algtn valor 

reportado. Para esto se utilizaron soluciones acuosas de glucosa 

de concentraciOn 100~/ml y el procedimiento seguido fue el 

prcc;:>uesto por Christiansen ( 1986>. haciendo tambiGn aquj estudios 

por triplicado. 

Los resultados obtenidos ~l proaedio de tres curvas 

independientemente realizadas son mostrados en la Gráfica 4: 
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IJr1a vez zelecc101-.ada la lc·n9ttud de onda con que se trat1ajar!i 

en lo subsecuente, fue evaluada la relac1ór·1 E::-<ist<i=nte -:ntr·e la 

abs.ot·banc1a y el tiempo de calentawiient•::i a ebul l 1co.·~ri para 

muestras de glucosa en a1DOrt1guador de acetatc•z de pH 3. 50. Este. 

se hizc• con objeto de detenzar1ar a partir de ·=l'.le momento el C<:•lC•r 

desarrollado durante el calentamiento P-ermanece estable. Lo~ 

resultados encontrados para el promedio de tres determinaciones 

hechas de manera independiente, se rnuestran a continuaciór1 et'"! la 

Gr~fica 5: 
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El haber eval•-'ado el espectro de absorc1~ .. n cuando ~-= 

glucosa como azl!1car reduc;t..or a ensayar~ as1 corno el efe,:to del 

tiemPo de ca.l.:.:!!:r41:atB1-ent·:• para muestras cot--iten1endo est.e rntsroo 

fueron necesarias para establecer una serie de 

cor.dicic•nes denominadas estándar al emplear este m4tc•do y -:vitar 

ast errores como el provocado por un calentamiento inslific1e1-.te 

de las muestras. 

Respecto al reactivo empleado,. se encontr.; que la 2-

bifenilamina -:s i=·occ. esta.ble en acido act:tico glacial. Se aprecia 

la formacibn de un color amarillo ll.1ego de deJar ebullit" por t.H.-.os 

pocos minutos y aL'ln despues de hacerlo por mé.s de dos horas. Por 

esta razón es mejor preparar el reactivo F•Oco antes de emplearse 

y. como pre:caLicii!•n adicional. prote.gerla de la ll:Z. Con est.e 

reactivo las aldohexosas dan una coloración verde. La ramnosa. 

se9•!1n la l 1teratL1t·a. da Lina colorac1ón cof~ <Tirnel 1. 1·;,5t.). 

No obstante los buenos porcentaJes d~ re:•:obro alcanzados cor1 

est.e m~todo,. el compuesto orto-aminob1fer1ilo presenta varios 

serios inconvenientes: 1) Sola.ente se consigue de importación 

por lo ~ tarda mucho en llegar; 2) Es un reactivo poco comUn y 

no mu•=has compaf-i1as lo expenden; 3i El qu;::: s-= encuentra. 

comercialmente posee un muy bajo grado de pureza (38/.) Por lo que: 

debe purificarse antes de usarse con fines analtticos <Aldrich,. 

1991); 4) Resulta extremadamente tóxico por inhalaciOn,. absorci.•!:in· 

cuta.nea e irtgestiOn pues irrita severamente los ojos, e:l sistema 

reSPiratorio y la piel; 5) Existe uri alto· riesgo de posibles 

efectos irreversibles. posiblenente disponga a contraer males de 

tipo carcinogénico y mutagénico <Merck, 1989); 6) En razón de lo 
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anterior deb-: mantP'~llarse con proteccit•n de lo cara 

-principla.mente ojos7 nariz y boca-. ropa de protecci~~ y 

91~antes. 

Dados los anteriores inconvenientes. dejó de ensayarse e:l 

1n~todo de la determinacien con 2-bifenilamina col"• objeto de 

encontrar uno igualmente adecua.do pero con un menor ries90 a la 

salud as.c~iado con su uso. 

Método C. Determinación del ferricianuro. 

Al i9ual que en todos los métodos anteriormente ensayados .. 

primero se construyC• la. curva de calibraciC•n para evaluar la 

1 ineal idad del s1stetna. Se uti l izC• una disolución de glucosa en 

tallPC•n de acetatos pH 3.50. Las lecturas se realizaron a 515 

nanómetros y los resultados ca.tenidos se JM>estrar1 en la Gráfica 

6 para tres curvas construfdas de manera independiente; asim1s~o9 

el procedimiento experi.ental utilizado es el que se presenta 

enseguida: 
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La ecua.::io!w1 de la recta es la ~19u1ente: 
-4 

Absorbancia= 5.20x10 (concentrac1ón)-0.010 

El coeficiente de correlac:.iC•n fL1e de 0.9962 .. En base a est.e 

•:1ltirno se asevera q•.1e el m4ti:u:io sigue un cornportaml.ento lineal 

cua.r1do se aplica soluc::1ones tamPOnadas de glucosa. en el 

intervalo de O. O a 1400 111icro9ramos /ml .. 

Posteriormente se eval~· la a~>l 1cc.b1l1dad de este método ~ la 

determinación de reductores los sistemas de nuestro interés .. 

Los resultad:ios i:::·t·omed10 del estudio hecho par tri.plicado sc:.n 

mostrados en la Tabla VII .. 

Tabla VII. Porcentaje de recobro para glucosa en ..adios de 

ferrmentac1ón ut i 1 i:zan-:io el método de la deter1:11i.nac10n con 

ferr icia.nuro. 

Med!o de fe:rmer.tac1C1n 
emplea.de. 

A 

B 

e 

D 

E 

Cantidad de glucosa 
recUPerada (9/l) 

62.00 

56.00 

5.2 .. 00 

53 .. 00 

59.00 

/~ de 
Re.::obro 

124- 00 

112. oo 

104.00 

106.00 

118.00 

En vista de los anteriores resultados, el IJ\étodo fue revisado 

con m~s detalle, encontrandose que el principal factor critico a 

considerar era el tie-.;:i.o de reaccio!:n. Por esta ra:z~rn se hizo un 

estudio utilizando glucosa en soluc:i6n acuosa (concer1traciOn de 

0.1~) la cual se sometiO a calentaniento en agua a ebullición y 

tomando muestras a diferentes tie.ipos,. como se muestra en la 

Grafica 7: 
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[le la gráfica anterior se aprecia que luego de poco má.s de 

cinco minutos de calentamiento. prácticamente no hay ya variaci~·n 

en la absorbancia lo cual :.1...,d~ca q~ la reacc16n se ha 

completado. Como el estudio del porcentaje d,2 recobro se 

dejaron las muestras e:bull1r Por diez minutos. entonces deben 

existir algtrl tipo de interferencias al aplicar este •étodo en 

las muestras de nuestro interes. Con objeto de comprobar lo 

anterior. se realizo un estudio utilizando soluciones acuosas de 

cada uno de los componentes de los medios de fermentación aqui 

empleados. Las lecturas se hicieron a 515 nm y los resultados 

para estudios por triplicado se muestran en la Tabla VIII; 

Tabla VIII. Determinación del coeficiente de interferencia para 
algunos componentes de medios de fermentaciC1n al utiliza.r el 
método del ferricianuro. 

MU€stra 

Blanco de: agua 

Extracto de Levadura 

Extracto de Carne 

Agua de cocimiento 
de Maiz 

Extracto de malta 

Peptona de Caseina 

99. 00 

55.40 

78.00 

72.00 

es.oo 

92.00 

(,~f1ciente de 
Interferencia 

1.00 

1. 78 

1. 26 

1.37 

1.16 

1.07 

El Coeficiente de Interferencia ha sido ya definido. Catno 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 caseina.,. por lo 
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que re-s1,..1lta inadecuado utilizar este m~todo analítico en medios 

de fermentaciOn que conten9aa" estos: sustratos. 

Estos problemas ya se sospechaban pt..testo que se ha reportado 

que ne· existe una diferencia si90if1cat 1va ent.re lai dater1n1naci<!1n 

con ferricianuro-rnolibdato y la determinación volumétrica por ~1 

metodo de Shaffer-Hartmann, lo que indica el grado de resolucibn 

que este metodo puede alcanzar (Shaffer y Hartmann. 1921). 
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EST.~ T~~¡~ NO DEBE -
M.:tcda Ll .. SALii1rin1~1ac1c~ .. ~·=01~:~{E&Ade:l ác1d·:· ;. .. ~~-

d1n1trosal1ctl1co. 

Al 1c;aual c:¡ue er1 lo$ anterior e~ métodos e:i<Per tmentalm~"l":E: 

evaluados .. ~ rnue.stra aqu1 la metodologila SE:9\.Uda .. f'oster1ot·111ente 

se const.ruveron curvas de cal1bracibn para probar la linel1dad 

de1 siste.a. Se utilizaron soluciones de 9lucosa y de ramnosa en 

amorti~uadora de ac~tatos pH 3.50; los resultados muestran a 

cont1nuac:ittn en la Grti;fic:a. e Para ambas c;urvas t-1echas ~-o-r 

tr iPl icado: 
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Las ec::uac1ones de. las re•=tas son: 
-4 

Para gl•~cc;-sa. Absorbanc1a= 6 .. 72xl0 
-4 

Para ramno-sa. Ab~orbanc1a= 4 .. 56;;.:10 

-3 

\.::or11::ent raci·~·n>-9. 71x10 

\c:onc:entra·::l·!:tni-0. 071 

Coao ambos coe~ic1entes de correlacitfi son •avores a ú.994. 

el metodo resulta lineal concentrac:1ones de hasta 1600 

microgiraJT1:)S/Jnl. El hecho de que 1la O.ffVa para o;iluc:osa muestre 

valores !Dás altos de dbsorbancia que la respectiva para ramnosa. 

es consustente con lo reportado en la literatura <Host.ettler. et 

el •• 1951; Bell. et al •• 1952; Meyer. van der Wyk y De09. 1954). 

Este cc~Portam1ento debe se-r considerado al evaluar mezclas de 

carbchidrat:os. 

En •..an estudio Pos-~er1.or se det.era1no la longitud de: onaa a la 

cual se tiene un m~i.o de al:>Sorcitin. pues en la literatura se 

rePOrtan valores desde 420 hasta 590 nan~metros. Los resultados 

de este estudio se muestran en la Gr~fica 9. 
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Luego <:te lo anterior. se Proc.edti!• a estudLar la aPl1ca.r•1l1dad 

del '14to::ro a muestras proven1E!"lte:=. de medio.;. de ferment;eict•!in. 

Para. ello se adtcl.Ot'):> una cantidad ·=•:.noc1aa de o;¡lucosa a varios 

nied1oz de fer1nentac1•:•n t50 q"l> v so:: calculo el PC·rce.-.taJe do: 

recobro obtenido. Los resul~dos de este estudio. hecho POr 

triplicado. se muestran en la Ta!>la IX: 

Tabla IX: PorcentaJe de recobro alcanzado en la cuant1f1cac16r1 

de ~lucosa presente en algunos medios de fe:rrnentación an 1.1til12ar 

el netodo del ácido 3.5-din1trosal1cil1co. 

Medio de fer111ent.aci On Cant1dad ~ 9lucos:a. :'..de 
e~leado recl.a:)erad--. ,g/l) Recobro 

A 43.3(; 86.60 

B 40. 95 81.90 

e 45. 00 90.00 

I• .!2:. 5t• 85.00 

E 43.00 86.00 

F 46.00 92.00 

G 44.50 e"3- oo 

H 46 .. 00 92-00 

En el anterior estudio las lect.ureis de a.bsorbanc1a se 

hicieron a 550 r1m y,. coeo muestra la Tabla IX. no se: Presentaron 

interferencias al utilizar este método en los medios de 

fer~entación ~enc1onados. Sin enbar90~ el porcentaje de recobro 

alcanzado no se considera lo sufic:.ientetnente: adecuado al tratarse 

de un método anal 1 tico. En vista de ecto es necesario estudiar lo 

con mas GetaR le. 



Los métodos A. det.e:n111nac1.:•n con écJ.do sul f1.~r1co-fenol y C. 

det;er11nnac1ór1 con ferr1c1anuro. demostraron l nad"=:CU<'iOO~ a 1 

aP 1 icar:ze en .uestras Pro"'en1antes de med los de fer11entacir. 0n 

tcol90 se muestra en la Tablas IV v VIII. resPect1va-.er1te) ~ 

el •-=:toado B. determinación con 2-a111nnob1 fer11 lo. e~ PC•r su parte 

de un alto 1-ies90 a la salud Por lo que se eli91C• al m4todci [l, 

deter•inac1Cn COf'l reactivo del &c1do 3.5-d1n1trosalicilico. Para 

real izar la cuant1 f icaciOn de azl!.tear-es red•-'ctC•res en medios de 

fermentac10n. Una v~taJa adicional de este •~todo lo es el 

que recientemente se res:>ortaron los efectos tbxicos del t:i.c1dc• . 

3.5-d1n1trosalicilico sobre Piel. sus POsibles efectos causados 

Por acun.ulac1C•n,. la acción de este ac1do en a.lgl..rlos Or9a.n.:•S 

lnternos as! como algl.M'los otros bioqut ffilCC•S 

tRezn1c.henko y Vas1lenko. 1986). 

Sin e:rtbar90. 

con una e"f1c1er.c1a mayor al 90%. ce.o se IDUe-stra er1 la tabla I~<~ 

y esta es la eficiencia requerida Para un buer1 mé.tod·:i anal i t.1cc1. 

es necesario realizar m~s invest19aciones Para lograrlo. 

En los siguientes ca.pitulos son descritos la serie de esfuerzos 

que se realizaron d1ri91dos en este sentido. 



2ª .Estudio de l•:IS fa=-t:ore=: qus af-:·=t:.n la •:iet-::rsi1nac1C<1 do:: 
a:zOc:ares reductores con reac:t..1 vo del ac1do 
3.S-din1trosalicil:co. 

2. !. .. 1ntrodui=cit·n. 

A p.esar de c;ue el uso:· del rE.activo QlH! contiene ácido 3. 5-

dinitrosalicllico esté ampl1anente difl.rld1do. una revis10n en la 

literatura cient1fica eviderici•:• que en realidad ha sido PO•:o 

estudiado.. Esto quedC1 demostrado J=•orque en muchos trabajos. 

dentro del é.mb1to b1otecnolé19ico. en donde este método es 

emp.lea.do. han sido reportados cowi~orta111iE:ntos extraf¡"os que se: 

atr i buveron a mucl')()s factores (por eJem¡::.lo. inestabi 1 1 dad 

en •1 croor9an1 smos recoroiti1nantes. cond1c1 •:ines 

f1sicoqu1mica.s dt.lrante la feraentac1on. ca.mt•ios drii.sticos en el 

aetabol1s1DO microbiano) s:-e-ro nt.inca al met.odo anal1t1cc• en s1. Pc•r 

-esta. raza-... y en v1rtUd de que los P•::.rcenté\Jes ae recobro ha.sta 

ahora alcanzados no sor1 oel todo sat isfactoric•s... fue r1ecesar10 

evaluar los que son, a nuestro Juicio. los factores crit1cos en 

este 1netodo y poder PrOPO"""rer entonc:e:s una ser 1e de condiciones 

estandarizadas para uniformar criteriosª 

2. 2 .. Elf-ecto de la T~peratura. 

2.2.1 Sobre la velocidad de disolución de: los comPOnentes 
del reactivo. 

En la 1 i ter atura consultada no se menciona lila tempera.tura 

e5PeCifica a la cual deba prepararse el reactivo del acido 3.5-

dinitrosalicilico. No obstante. es im:>ortante determinarla puesto 

que la reacción es. desde l.rl punto d~ vista termodinám1co, 

endot.érmica. Por esta ra:zOn se creyó conveniente real :J.:Zar 



estudios al respect~ y una primera evalua·=ión consistiO eri la 

determ1nac:10n experimental de: la velocidad de d1solu•=iOn del DN$ 

aqul. como la cantidad de soluto <1ue se solubiliza por ...-.1dad de 

tiempo y en nuestro estudio se ut.1l1z.:• un gras¡o del écido 3. 5-

di ni trosal ic 1.1 ico para di sol ver 1 o en un volumen cat-.stante de agua 

destil•da (20 ml) a diferentes temperaturas. 

La expresión matemá.tica que de.fine la. velocidad de disolución 

es la siguiente: 

1 gramo ácido 3.5-t1NS 
Velocidad disol. 

Tiem::>o de disoluc:10t·1 er1 111nutos 

resulta.dos obtenidos. !ue90 de deterrninac:1one:s por 

triplicado~ son mostrados en la Tabla X. 

Tabla x. Efecto de la teaPeratura sobre la veloc~dad de 
d1s.oluciOn la. preparacitr1 del reactivo. 

Temperatura <ºe> 

30 

40 

50 

60 

70 

Tiemc>o de 
disolución 

25.1 

23.2 

20.5 

6.7 

2.2.2. En la preparacitn del reactivo 

Velocidad de 
d1soluc1bn (9/a1n) 

0.0390 

o. 0431 

0.0487 

0.1219 

0.1492 

2.2.2.1. Sobre la intensidad del color producido. 

Con objeto de evaluar si la preparaci~·n del reactivo a 

diferentes temperaturas tiene al91.r1 efecto S1Jbre la intensidad 



del 

111l1l1tro<S oel reactivo (1cNS a las teow:>eratw·as aba;o sef•,aladas y. 

lueqo de -anfr1&r~e- =-. t.:r..aoeratura ~t·iente -ya CJ1Je la absorbanc1~ 

esta en fU""l·=~ón de: lét tem::i-eratura- (W1lsc.n y a.!Jilson. 1986) se 

para cada lote Por triplicado y de matnera independ.iente. Los 

resultados son mostrados ense9Uida la Tabla XI. 

Tabla XI. Vclor€s de absorbancia y transm1tanc1a para reactivo 
[•'6 preparado a d1'ferent.e:;:. t.err.oeraturas. 

Tem;:.ers.tura. %.Transnu tar.c1a At:•sorbanci a 
de preparac:1~1n <•e> i:·romed10 

30 94. 5-94. 7 0.024 

40 '33. 9-94.2 0.1>::6 

50 94. 2-94.5 (1.(125 

6'J 94. 0-·;4_5 0.025 

70 93.6-94.0 0.028 

Como se observa de la anterior tabla. la coloración que 

Presentan los diferentes reactivos es: muv similar entre si. v la 

var1ac1tn n.~s b1e:n i:·ye,cie deberse. a errores exper1m.entale~. 

Graficando los anteriores datos. puede esto apreciarse con ..:\s 

claridad; por esta razón se ccnstruyt• la Gráf1c:a 10 que ;:,, 

continuac10n se muestra: 
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2.2.2.2. Sobre la cuant1ficac1ón de az~.1eares reductores. 

El hecho de que el reactivo preparado a d1 ferentes 

temperaturas tenga pr&ct1camente la misma intensidad de color no 

necesariantente significa que: se logren cuar1tificac:iones i9uales .. 

por lo que esto Ulti~ debera evaluarse exPeritnent&.l•ente. En 

vista de ello un estudio fue r•alizado utilizando ..,.a 

solución acuosit de glucosa coao referencia. (concet"ltrac10n 1000 

jJ9/Ml) para. construir curvas de calibración Y empleando 1·eact.ivo 

DNS preparado diferentes tenio:>e.raturas. Los resl1ltados sor1 

mostrados en la Graf1ca 11. 
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Como se aprecia de la anterior gra.f1ca. se logran diferentes 

absorba.ncias. y en consecuencia diferentes concentraciones d~ 

glucosa. seg~n la temperatura la cual e:l reactivo 

PreParado .. 

Con objeto de detn0strar a cual de todas 1 as anteriores 

temperaturAS se logran los mejor~s porcentajes de cuantificac16n. 

se hicieron .._.,a seria de experimentos y los resultados 

promedio. obtenidos d4I! cuatro deter•inaciones hac:has da oanera 

independ1ent.e. son los mostrados en la Tabla XII. 

Tabla XII .. Paircenitajes de recobro para glucosa cuantifica.da 
con reactivo DNS preparado a d1ferentes. terrrperat•.ffas. 

Concent.rac1ai Cantidad " de Recobro 
real ~/•ll recuperada 

400 300 75.00 

ªºº 605 75.62 
30 1200 1020 85.00 

1500 1120 74.66 
1900 1334 74.11 
400 313 78.25 
900 700 07.50 

40 1200 1020 05.00 
1500 1200 00. oo 
1800 1990 110.55 
400 315 78.75 
800 690 66.25 

50 1200 1050 87.50 
1500 1240 82.66 
1800 1990 110.55 
400 300 75.00 

ªºº 710 08.75 

60 1200 1457 121.41 
1500 1780 118.66 
1800 2010 111.66 
400 490 122.50 
800 955 119.37 

70 1200 1430 119.16 
1500 1905 127. 00 
1800 2050 113.88 
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Ca.o se ve en la tabla. anterior- y f!:n base al Porcentaje de 

recobro encontrado. la terrc:>eratura. d~ prepara<:1on del reactivo 

1n'fluye grat"\demente sobre la cantidad de az1!1cares reductores que 

se deter•inan; el reactivo con el cual se tuvieron los mejores 

porcentajes de recobro fue aquel preparado a 50°C. No obstante. 

la cantidad de reductores que el método determina a~m S<! 

considera baja pues es del orden del 80-86~ v un me-todo anal 1tico 

debe cuantificar. idRalmente. al 100% de la cantidad presente. 

Esto obl19a a realizar pa.steriores estudios con objeto de lograr 

mejoras al presente .etOdo. 

2.2.3 Discusión 

En la evaluaci<!•n que el efecto de la tea.pera.tura tiene sobre 

el metodo. se encontró Pr-1meramente que la velocidad de 

disolución ~ del écido 3.5-din1trosal1cilico es di rectamente 

proPOrciona.l a ésta pero al parecer no afecta en la intensidad 

del color amarillo que el reactivo pre.parado presenta. se9l'~n los 

res.u! tactos aostrados en las Tablas X y XI. Sin embargo~ una 

evaluacitn del porcentaje de recobro alcanzado al emplear 

reactivo preparado a distintas tenu:>eraturaz mostró grandes 

diferencias en la cuantificaci~n de glucosa como se apreci& en la 

gr&'fica 11. Debe entonces tenerse cuidado al preparar el reactivo 

DNS a una determinada temperatura. Este: fen~1meno no es algo nuevo 

PUeS el m1ism10 co.Porta•iE!nto ha sido encontrado er. algtrtos otros 

métodos colorimetricos <Williams y Flemming. 1987>. Segl!.n U"la 

serie de exs>eri.antos, Jos mejores porcentajes de recobro se 

obtienen al utilizar reactivo preparado a 5o•c. No obstante. las 

cantidades determinadas at~ se consideran bajas. por lo que este 



método anal1tico deba ser estudiado mas Profusamente -y esto 

ia:iol1ca evaluar mas factores- con obJeto de meJorarlo y lograr 

final.ente meJores cuantificaciones .:.ue es lo que se pretende de 

todo 9étodo qu1•ic:o anal1tic:o. 

2.3. Efecto de la composición del reactivo. 

Actualmente existen discrepancias sobre la co111Posición óptima 

del reactivo y diferentes laboratorios de investigacibn 

biotecnolOgica poseen distintas formulaciones.. En ningi..no de 

ellos se ha dado una explicación satisfactoria del p.orque se 

utiliza rutinaria.111ente a cierta concentración no obstante q.¡e se 

ha.n detectado problemas cuando se deter•inan azt!~cares reductores 

con el. En vista de lo anterior, se considero necesario evaluar a 

cada W'l<> de los c~onentes presentes. para lo cual se hicieron 

estudios por triplicado para cada componente estucHado.. Las 

razones que justifican la adtcibrt de dichos comPonentes al 

reactivo ya so han lneflCionado antes en la seccibn corresPOndient. 

a descr iPC i tri de raetodos. 

2 .. 3.1. Efecto de la presencia del sulfito sódico .. 

Primeramente se evaluO el efecto que tiene la ad1Ci•!in del 

sulfito de sodio al reactivo .. para lo cual se comparó contra DNS 

que no lo contuvo. El cocmp0rta.a1@nto observado es el ciostrado en 

la Gr~fica 12. 
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Como se ~recia de la 9nif1ca anterior~ el tratamiento cein 

sulfito sódico no logró la el i•inac1ón de 1..1na buena Parte del 

oxigeno disuelto,. c:a.o era.. de eSPera.rse.. Esto es claramente 

visible por la desviación de la tendencia 1 ineal. El 

c~orta.1ento anterior puede deberse a. la interacción del 

sulfito con otros cCHDPOf'liU\tes del reillct.i vo Y no tinica1111Rnte con el 

oxigeno .alec:ular. 

3.3.2. Debido a la concentración de la sal de Rochelle 

La sal de Rochelle <o tartrato de sodio y potas10. como 

generaltM!nte se le conoce) es el COlftPuesto mas abundante del 

reactivo. En ~a ser1e de e.xper1rDentos realizados,. se det~ctO que 

la sal de Rochelle es el cCHDponente del reactivo que vuelve un 

tanto ineficaz al sul~ito de sodio en la eliminación del ox19Qno 

disuelto pues en ausencia de tartr~to el bisulfito es capaz de 

eliminar mayor cantidad de oxigeno aolecular disuelto y protegiar 

m&is efectiva.ente • la glucosa de la oxidaci6n p0r este •lamwrto. 

No obstante,. el tartrato de sodio y potasio es necesario p~ra 

estabilizar el color desarrollado durante la reacción por lo que 

no PUede eliminarse del reactivo. Sin a.bargo, lo que si puede 

hacerse es encontrar cual es la •1niaa cantidad de tartrato ~e 

se requiere Para que el reactivo siga aanten1endo una tendencia. 

lineal cuando se aplica a az~c:ares red1..4ctores. Los resultados de 

una serie de experimentos realizados con dicho propOSito son 

•ostrados en la Gr&fica 13. 
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Los resultados mostrados en la 9rAfica anterior ind1cari que 

el empleo de tartrato de sodio v pota~10 a Lma cor1cerltracibn del 

20X resulta adecuada Para estabilizar el color desarrollado (los 

resultados de esto se discuten .as adelante) y mantener al mt:todo 

dentro de un c:omporta•iento lineal. 

2.3.3. Efecto de la concentracibn del bisulfito s6dico 

Con objeto de determinar cual era el efe.:=to de diferentes 

concentr·aciones de bisulfito sbdico en el reactivo I>NS se: 

hicieron 1..r1a serie de eXPerimentos y los resultados encontrado~ 

se presentan en la Graf1ca 14. 
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Los resultados mostrados en la Gráfica 14 indican que la 

aaxima intensidad del color desarrollado luego de la reacciOn 

con glucosa se tiene al emPlear bisulfito de sodio al 0.5/.. 

Este •is90 co111POrtamiento se encentro al el"l'.Plear bisulf'ito al 

1.0X ~ro no se ha .-ostrado en la graftca. El uso de bisulfito a 

concentraciones tM'l bajas co.o- 0.005X produce tMie. falta de 

1 inealidad. 

2.3.4. Efecto de la concentración del hidróxido de sodio 

El efecto que diferentes conc:entrac1ones de hidróxido sódico 

tienen sobre la intensidad del color desarrollado se muestra en 

la Gr;.fica 15. 
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Las ~ltas concentraciones del 6lcal1 inc.rcrr.entan la 

tntens ida.d del color d@sarrollado Pero al rnismo tieaipo 

contri buven t.a'la desviaciOn sensible de la linealidad. como 

-..estra la Gr&fica 15. El uso del hidr6xido sbdico a uia 

concentraciOn del 1.04 parece ser lo •As cot'lveniente PUSS se 

produce Ul ... xiao en la intensidad del color y no dis•inuye la 

lir-.ealidad (aparente) del ~etodo. 

2.3.5. Efecto de la concentración del ácido 
dinitrosalic1lico 

ReSPecto a cuál es la concentración •ini•a del ácido 3.5-DHS 

que asegura los mejores resul tadOs.. tala serie de estudios fUeron 

hechos .. En la grAfica 16 se 1nuestran dichos roesult.ados. 
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La. Grafic:a L6 muestra que la Exima intensidad de: color 

d@sarrollado luego de la reacción con glucosa se tiene al emplear 

el ácido 3.5-dinitrosalictlico a una CCJt'lCH'ltración del 1.0X. A 

concentracionres menores se presenta nuevamente clara 

desviación de la tendencia lineal. 

2.3.6. Efecto de la concentración de fenol 

De i9t'..lal manera que para el estudl.o de los otros COtllPDrlentes .. 

se preparó reactivo conteniendo distintas concentraciones de 

fenol. Los resultados de estas investigaciones se .-uestran en la 

Gráfica 17. 
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La Gráfica 17 muestra que el ro.ax111oo desarrollo de color,.luego 

de la rea.c:ciC0 n con el azi.~car reductor. se logra utilizando fenol 

a c:onc:entrac:ión del 0 .. 5%. Conc:er.trac:1or1es 11Mi!t"10res a ésta conducen 

a uia •arcada falta de linealidad. Es interesante destacar ~e 

con fenol al 0.2'.: se logró una intensidad en el color 

das.arrollado luego de la r~c:c:ión aproxi•adamente cinco veces 

mayor que en su ausencia. 

CCMnparando la formulaci·~·n hasta hoy empleada con la aqui 

prapuesta,. se tiene lo siguiente: 

Foraiulac:it:on Propuesta Formulaci6n de Rutina 

Tartrato Na y K 20.0~; 21.6'-

Sulfito de sodio o.so;: o.sg;: 

Hidr-Oxido s·~ico 1-2. o;.; 1.40% 

DNS o .. ::;;.; 0.6:SX 

Fenol 0.5% 0.54% 

2 .. 3.7. 1>1scusi6n 

Del estudio anterior, se aprecia clara.ente qL~ i•portante 

resulta la composiciOn del reactivo al utilizar el m&todo del DNS 

para cuant.i ficilr ilZ~c:res redt...lctores. Cada uno de los diversos 

c~tes presenta fuertes desviaciones de llll comporbmiWlto 

lineal segdn sea la concentración a la cual se •~l•a. COllO 

consecuencia ele esto, e:l método tambián deja de seguir una 

tendencia lineal lo cual explica,. al menos an Parte. la ~ri• da 
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discrepancias que diversos investigadores han tenido al aplicar 

este metodo en sus anl:tlisis. Los res1.1l1ta·~ mostrados en las 

gráficas 12 a 17 ayudan an l~ resolución de estes diferenciaz. La 

composición que aqui se encontró ser la al\s adecuada no difiere 

•Uc:ho respecto a la propuesta en las formul&cic•nes hasta hoy 

ut:.1iizadas en algunos otros laboratorios. 

Los resultados aqut presentados pyeder-1 ser utilizados como 

ref'erenciil p¡ar1t. formular ..., reactivo DNS •As conf'iahle y quiza 

el ~OS>-Orta•ient.o encontrado aqui explique también la raztn Por 

la que se han reportado pE:rdidas durante la c1.1an"f:.if'icaciC:n 

<Bridersen y Ricketts.1949; Miller~ Bll.111'1 y Glennon>. La 

composiciOn del reactivo encontrada aqu1 corno mas adecuada no 

varia en nas de un 20X de la anteriormente prop(Jesta. lo que 

minimiza algün ~rror debido a este factor. 

2.4. Estabilidad del color luego de la reacción 

2.4.t. Respecto al ti~po. 

Es una condiciOn inicial contar con un •E:toc:lo analitico 

colorhuétric:o en doncb: •l color desarrollado., lu@9o de la 

reacción., sea estable. Esto debido a que. cuando es necesario el 

análisis de t.r1 gran n..'lmero de muestras, no siempre ?Veden 

evaluarse r'pidamente y t.rl color PoOCo estable se convierte asi en 

U'l& gran fuente de error. Por esta razón fue necesario evaluar 

experimental~ente la estabilidad del color desarrollado luego de 

la reaccibn del DNS con un az(.acar reductor. en este: caso glucosa. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Gr~fica 18: 
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2.4.2. DiscusiOn 

COlbo se aprecia del analisis de la Gráfica 18, el color 

desarrollado luego de la reacción es lo suficiente.en~ estable 

como para hacer lec.tur~s confiabl•s., sin nin9Un problema, aun 

desputas de cinco horas de iniciada aqu11:lla. Al cabo de 

veinticuatro horas •l coaf iciente da •xtinci6n varió s61o entre 

0.02-0. 04 la'lidades de absorbancia, lo que claramente indica el 

grado de estabilidad del color desarrollado <se sabe que el 

coeficiente molar de extinciOn ma.nt.iene. una relaciOn directament.e 

Proc:>orcional con la absorbanc:1a <Silvester, Bassler y Morril. 

1987). Esta gran ventaja se presenta en relativamente pocos 

•6todos analiticos colori•etricos. por lo ~e se hace énfasis en 

su importancia. 
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3. DPtiMización del método del DNS mediante el empleci del 

método estadistico de Box-W1lson. 

3.1. Tratamiento de datos y resultados. 

La Matriz que se plantea para •l _.todo dft Box-Wilson. cuando 

se utilizan tres variables con dos niv9les cada. •s la •ostrQda 

en la Tabla XIXI: 

Tabla XIII. Matriz Planteada para tres variables con dos niveles 
cada una s~n el método de Box-Wilson. 

Interacción 
de variable 

V a r i a b l e s 

(1) 

b 

ab 

ac 

be 

abe 

En donde: 

Para las 

No. de ~xPer1mento A B C 

2 

3 + 

4 

5 

6 + 

7 + 

8 

a= vollMnen del reactivo en la deter•inación. 
b= tie..po de reaccitin. 
e= tiempo de raPOso luego de la reacci6n. 

anterior95 v.ariables se tomaron como centro 

experimental los valores hasta hoy utilizados rutinaria.ante. 

Dichos valores son: ....-. •ililitro. cinco •inutos y quince minutos. 

respect i VADent... • 
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En la asi9nacibn de los niveles alto (+) y baJo (-) para ·=ada 

tl\a de las variables, se consideró co.o m&ximo aceptable uria 

variaci6n del 407... Ast entonces, el disef'io que se plante6 fue el 

mostrado en la Tabla XXV: 

Tabla XIV. Niveles sUPerior a inferior para cada 111a de las 
variables estudiadas. 

V a r i a b l e s 

A B e 

Centro exPerirnental 5 15 

Unidad de variacién 0.4 2 

Nivel sUPerior 1.4 7 21 

Nivel inferior 0.6 

sustituyendo los valores de las variables en sus niveles alto 

<+> y bajo <-> en la matriz planteada, se tiene la matriz 

desarrollada, ésta se muestra er1seguida en la Tabla 'IW: 
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Tabla xv. Matriz de-sarro 11 ada que inuestra los valore5 de los 
niveles alto y baJO para las variables estudiadas. 

InteracciC.•n V .. r i "b l e s 
de variable No. de exPer 11nento A B e 

(1) 0.6 3 9 

a 2 0.6 3 21 

b 3 0.6 7 9 

ab 4 0.6 7 21 

e 5 l. 4 3 9 

ac 6 1.4 3 21 

be: 7 1.4 7 9 

abe 8 1.4 7 21 

Para realizar los ex:perimentos }1Jeo90 de planteada la matriz? 

debe elegirse un intervalo de conc:er1tra.ciones. Aqu! se eligieron 

1as concentraciones de o.a. 2 .. 4 y 4. O englml por considerarse .__ 

baja., media y alta respectiva.ente segtn el grado de c:orre:la.c:ibn 

entre datos observado al construir la curva estAndar. Los 

experimentos se realizaron p.or triplic:ado y en la Tabla >:VI se 

muestran los valores promedio para glucosa en solucibn acuosa. 
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Tabla XVI.. Evaluación experiJDental de la mat.r1z planteada para 
el método de Box-W•lson. 

Interacc:1ón de NUme.ro de eXPer i•ento Concentración (mg/ml> 
Variables o.:; l.4 4.o 

(1) o. 17 l.02 1 .. 57 

a 2 0.27 l.08 1.92 

b 3 o.so 2.45 3.92 

ab 4 0.87 2.49 3.92 

e 5 0.84 2.67 4.49 

ae 6 0.86 2.67 4.18 

be 7 1.00 1.83 4.70 

abe 8 1).99 2.85 4.83 

Las concentraciones se obtuvieron de las medias de la 

Absorbancia determinada a 550 nm y el posterior empleo de la 

curva de calibraciOn para glucosa utilizando ~l método del DNS 

para la cual el valor de los paré.metros ya se reportó aquf. 

Analizando los dates 90strados en la Tabla XVI. se aprecia que 

el tratami..,to b es el ~e muestra la menor variación. en todos 

los casos, al com:-arar la cantidad agregada contra la cantidad 

recuperado ( 0.22, 2.11 y 1.86~ de variaciOn, respectivaaente) 

por lo que se utilizo este tratamiento como referencia para 

nuevos e><J?er inentos. 

La metodologfa ahora eMPleada fue aquella que se conoce como 

•etapa de. ascenso .. , la cual se basa en el calculo de los 

coeficientes de regresibn para aste metodo. Dichoz coeficient•s 

se e111Plean como base para calcular las variaciones que presentan 

las variables estudiadas (Kassart y Dijatskap 1970). 
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Para determinar los valores del ran9::> de var·iaci~ir.. los 

coef1c1entes. de regres.1·~ lineal se multiplican por la unidad de 

variación y al valor mas alto se le asigna un valor t.rlitario; 

posteriormente se toma como referencia para calcular los valores 

de las otras variables. Asi entonces, son obtenidos los 

resultados mostrados enseguida: 

Para la concentracibn de 0.8 eg/ml: 

Coeficiente de RegresiOn 

Unidad de Variación 

Prod1.JCto Unidad de variacit•n 
por Coef. de regresión 

Nueva unidad de Variación 

Para la concentracit!ln ~ 2.40 mg/ml: 

Coeficiente de RegrasiOn 

Unidad de Variación 

Producto Unidad de variacion 
por Coef. de re9resicn 

Nueva Unidad de Variación 

Para la concentraciOn de 4.00 mg/ml: 

Coeficiente de R~resibn 

Unidad de Variación 

Producto Unidad de variación 
por Coef. de regresión 

Nueva Unidad de Variación 

11::-1 

Variable 

B e 
0.2412 0.0817 

2 6 

0.4826 0.4906 

o.9a -l.ºº 

V ar i a b 1 e 
B e 

o.5893 o. 2135 

2 6 

1.1787 1.21310 

0.92 1.00 

V a ,. i a b l e 
B e 

0.8731 0.3418 

2 6 

1.7462 2.051 

0.85 1-00 



Si calcularaos a.hora el valor Proctedio de la nueva unidad de 

variación para la variable b. se tiene que: 

Valor promedio = 0.9167 

V para calcular cual es ahora el intervalo de los nuevos 

niveles de variacil!·n~ se adoptan valores entre 1/3 y 3/4 de los 

va.lores promedios para B y c .. De esta manera, fue ne.cesario 

realizar nuevos e:icperiaentos. de los c:uales se muestran a 

continuación los resultados encontrados cuando se utilizó glucosa 

a concentración de 0.8 •g/nl. 

Nl!lmero de 
Experimento 

Variable 
B C 

(!) Centro eXPer imenta 1 7 9 

Unidad de Variación 0.458 0.500 

(2) Nuevos intervalos 
de variacibn 7.458 8.500 

(3) 6.540 9.500 

(4) 6.540 9.000 

(5) 7 9.500 

Los anteriores intervalos de variación se sustituyen en la 

ecuaciOn de la recta obtenida para glucosa a concentracitri: de 0 .. 8 

mg/ml~ obtenit:ndose los resultados siguientes: 

~mero de 
ExPerimento 

2 

3 

4 

5 

•Centro e>eperimental 
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Concentración de 
(m9/1nll 

0.8393 * 
0.9054 

0.7776 

0.7666 

0.8460 

glucosa 



Oie los resultados anteriores puede verse que cuando la 

variable b se encuentra en nivel más ba;o y C se varia en 

Inedia unidad <ex:perimentos 3 y 4).. la conc:entraci6n que s-

determina es baja; cuando B se aumenta en un valor de 1/4 de 

lrlidad y e se varia m'l ln». IXlidad (axpierimentos 2 y ~) las 

deter•inaciones resultan al tas; cuando 9 y e estan .,¡ al e.entro 

exPeriaental (exPeri•anto 1 > nuevamente las de:ter•inac:i ones 

resultan al tas pero cornparati va.ente menores que las enc:ontradas 

en los e>eperi.entos 2 y 5. Lo anterior indica que el intervalo de 

variac:iOn de B se encuentra entre el r1ivel bajo y el centro 

eXPerir.ental 7 esto es, entre 6.54 y 7.0. 

El intervalo fracciona! que se debió entonces manejar fue de 

6. 77 y,,. c:uando e se mantuvo constant•. los resultados fueron los 

mostrados en la Tabla XVIIi 

Tabla XVII. Valores encontrados para los intervalos de variación 
segtln el •etodo de: Box-Wilson. 

Concentración (mg/ml> 

o.so 

2.40 

4.00 

Valores para intervalo de 
variación C.,g/•1> 

0.8035 

2.39SO 

3.5536 

De todo el procedi•iento mate.~tico anterior, se desprende que 

los valores de los factores estudiados con los c:uales se deben 

obtener los mejores resultados sont 

a <volumen del reactivo DNS> • 1.00 onl 

b ( tietnPO de reacc:ibn) 6. 77 •inutos 

e <t.ieinPO de raposo antes de le•r> 9.00 minutos 
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Estos valores r10 difieren mucho de los hasta ahora ut.i lizados; 

dichos valores son: l. O •l de volumet"'t de reactivo, 5 •1r1utos de 

so.eter a calentamiento y 10 minutos de espera antes de leer la 

auestra .. 

3 .. 2 .. Discusitin 

El uso del método de Box-Wilson es t.rla herramienta muy 

empleada en optimización de procesos yp por sus carac:terfsticas, 

se considera aplicable aqut. Si bien el método de Box-Wilson, 

como todo eXPerimento factorial, Presenta varias desventajas, 

éstas resultaron ser menores que las ventajas obtenidas. 

Segün mllostraron una serie de resultados de todo aquel lo que 

no se incluyó en las ecuaciones de regresiónp los residuos fueron 

de ll.W'I valor muy cercano a cero. lo que prueba que el 1nodelo 

refleja cercanaaente lo que ocurre en realidad. La estrategia 

SA!t9Uida para demostrar lo anterior se conoce como anc!o.lisis 

residual. Asimismo, resulto conveniente ajustar los datos a una 

recta de regresiOn 1 ineal, p...ies fue posible, con relativa 

facilidad, conocer los valores de los efectos para cada uno de 

los factores estudiados y dar. consecuentemente. los niveles 

óptimos de variación para dichos factoresª Esto fue posible tanto 

para los factores considerados individLlal•ente corno para las 

diferentes interacciones entre ellosª Durante el desarrollo de 

los diferentes exPerimentos. tila ver planteada la matriz mostrada 

en la Tabla X:III fue im>artante considerar sobre que intervalo de 

concentraciones de azUcares reductores debiera trabajarse. La 

elección de las concantraciones utilizadas sigui6 el criterio de 
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la correlaciOn entre datos. Esta correlaci6n es alta <r=0 .. 99> 

hasta la ooncet"'ltrac10t"l de 4 .. O ag/ml por lo que éste valor se 

cons1derb el 11mite superior. En las determinaciones de az(Jc;ares 

reductores utilizandO reactivo DNS, éste fue preparado a las 

concentraciones qJe: aostraron ser las mejores segtri los estudios 

hechos anteriormente y que se muestran en las Tablas XIV a XVII. 

Las lecturas se realizaron a 550 nm .. 

Una vez epti•izado el .etodo que emplea el reactivo del acido 

3,5-dinitrosalicilico, se considera necesario seguir evalu&ndolo 

criterios mateaatico-estadisticos. Uno de los m~.s 

importantes a considerar, para cualquier .etodo analitico, es sin 

duda alguna la validación del misao. En Ingenieria suele 

es>lea.rse el A190ritmo de Yates, un procedi•iento matemlltico 

demasiado elaborado~ si se compara ~on los par.tdnetros utilizados 

en validaciOn y con pr&cticamente la misma efectividad <Daniel, 

1980> .. Por este: aotivo no se ahondar& en el aqt.,,11. 
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4 Preval1dac10:-n del IDétoc:lo qJe oc:t.1Pa el reactivo del ácido 3.5-· 

d1n1tro-~l 1ct l 1co. 

5.J. Evaluación eXPerimental de parar.etros. 

Aqut fua realizada. la prevalidac1on del met~ anaJit1co 

del DNS,, consistente en aVilluar algunos de los para.etr-os 

ut1lizados en validacitn. ParA vaI1dar un netodo analitico deben 

efe..c::tuarse estudios mas comtPletos y que: incluyen. p0r eja..,.10,. la 

calificación del equiPO instrumental e~laado ttal como 

color1JDetros y espectro~otónetros> lo cual no fue hecho este 

trabaJo. En virtud de lo anterior nos referiremos a los estuchos 

realizados oomo prevalidator1os. 

La evaluación de cada talo de los parámetros en val id.ación se 

lleva a cabo mediante cá1culos de matematica estadistica. El 

t.s'liverso de datos manejados para este fin fueron los mostrados en 

.la Tabla XVIII: 

Tabla XVIII. Datos e.pleados durante los estudios 
prevalídaltcrios del método anal1tico ca.le ocupa el reactivo del 
PNS. 

ng de glucosa 
a.t\awd i dlOS 

20 
20 
20 
50 
50 
50 
90 
90 
90 

100 
100 
100 
110 

1191 de: 9 l ucosa 
rec:1A>erados 

20.6 
20.4 
20.9 
51.9 
50.8 
50.7 
90.4 
90.6 
90.8 

100.7 
99.9 
99.8 

110.0 
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/: de recuperación 

103. o 
102.0 
104.5 
103.8 
101.6 
101.4 
100.4 
100.6 
100.e 
100.7 
99.9 
99.8 

100.0 



Tabla de datos <contint,a>: 

110 
110 
120 
120 
120 

Dia 1 

Dia 2 

4.1.1) Especificidad 

109.9 
109.7 
120.0 
120.6 
120.5 

Analista. 

100 .. 21 
100.61 
I00.89 
100.26 
100.61 

1011. 00 
HIO. 01 
100.60 
100.20 
100.71 

99.9 
99.7 

100.0 
100.5 
100.4 

Analista 

99.98 
99.67 

100.15 
100.15 
100.70 

100.26 
100.47 
99.60 
99.97 
99.67 

2 

Respecto a ~Pecificidad. se ha mencionado ya que cada uno de 

los .e-todos prel im1nar111ente seleccionados se ensayó en di verso~ 

mechos de fermentación. El lnét..odo con reactivo del iicido 3, 5-

dinitrosalicilico es el ~ .astró la mavor eU>ecificidad en 

estos sistemas. COMO lo demuestra el Coeficiente de Interferencia 

exper1mental1nente obtenido • 

EmPlea.ndo los datos 1..19 de glucosa ahad1dos contra porcer1taje 

de recus:>eraci~·n se hizo el siguiente tratasiiento: 

n=IS Ex=1470 Ey=l478.20 Ex2=142500 

Ey2=143504.4B Exv=H2998 
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Esto es::z 

A=l. 000029 Sx=36.3398 

B=0.993253 Sy=36.0648 

r=0.999922 

Sy/x= Ey -AIEyl-B(Exyl 

n 

Sy/x= 143504.48- 1 (1.080029) ((478.20) )- 10.9923531142998) 1 

18 

Sy/x= 3.4317118 Sy/x=0.436640 

n 
Sy/x= *Sy/x 

n-2 

18 
Sy/x= <0.436640) 

16 

Sy/x= O. 463127 

Se emplea como estad1grafo de contraste la distribución t 

de Student: 

(m-mo) Sx * n-1 

cale 
Sy/x 
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t <0.992353-1-0) (36.3398) ( 17 )/0.436640 
cale 

t -2.62393 
cale 

Debe: ahora buscarse la t de tablas para cotejarla. contra la 

calculada ac;ui. 

La t de tablas con a/2= t 
0.975 

grados de libertad =n-2 

reportada asi~ fue la siguiente: 
t de tablas= 1. 7396 

Corno la t. calculada es 1nenor Que la t de tablas .. se acepta 

la hipótesis nula <Ho> por lo que el método es l ine;al en el 

intervalo de concf!ntrac1ones estudiado. 

Y para calcul~r el intervalo de confianza: 

Sy/x Sy/x 

m-t •---------< <••t ---------
1-a.12 1-a/2 

Sy n-1 Sy n-1 

0.992353- l <O. 00311412. 11991 <: 1. O< O. 992353+ ! CO. 00311412.1199J 

Entonces:. 

0.9857505 < 1.0 < 0.998955 
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4.1.3> L1mite de cuantificaci~n. 

Respecto a este Para.etro estad1stico~ este se encuentra en 

aproxi•adaaente los 30)..lg/~l. locual es una cantidad auy peque~a 

respecto a. la cantidad de reductores que presenta un medio de 

fer~entaciOn. No obstAnte. es inportante conocerlo -ademas de la 

exigencia al validar el a&todo- porque puede ser empleado para 

aedir consuno de azl!~cares par Pilrte da los microorganismos cuando 

se estudia una via metabOlica en particular. 

4.1.4). Exactitud. 

Se e111plearon los si9Uientes datos: 

2 
n-=10 Ex=999.75 Ex =99950. 19 x= 99.975 

El estad19raf"o de contraste que se emplea aqui es 

la distribucibn t de Student. 

x-u 
t=----------

D.E n 

99.975-100 
t= ---------------- t= -0.0546341 

o. 1447 10 

La desviación estándar se defitrlE! asia 

2 
E<x-x> 

D.E.= 
n-1 

l ~-· 



2 2 2 
1100.21-99.971 +1100.61-99.971 + •••• (";19.67-99.971 

D.E.= -----------------------------------------------------------
9 

0.18845 

D.E.~ ----------------
9 

D.E.= 0.1447027 

La t de tablas con a/2. grados de libertad:9 ez det 

T tablas= 2.2662 

Y el 6rea de aceptaciOn es: 

-2.2662 < 0.1447027 < 2.2662 

Como la t de tablas es mayor ~ la t calculada~ se acepta 

Ho y el método es entonces exacto. 

4.1.5.11 Res>etibilidad. 

El estad19rafo de contraste emPleado acrui es el coeficiente 

de variación. 

123 



Este se define de la siguiente •anera: 

o. 144702 

c.v.~ ------------• 100 
99.97'5 

Entonces: c.v. • 0.144739 

El 11mitq •&ximo aceptado Para m~todos analiticos es de un 

3X. Como 0.1447 es menor a 3.0 se acepta Ho. por lo que el 

metodo resulta repetible. 

4.1.5 .. 2) Reproduc.ibilidad. 

Esta se evalóa mediante \W\ analisis de varianza y los datos 

e.,.leados son los siguientes: 

Analista 1 Analista 2 

Di a 1 Yll. =502.58 Y21. =500.65 Y.1.=1003.23 

D!a 2 Y12. =501.52 Y22. =499. 97 Y.2.=1001.49 

Yl •• =1004.10 Y2 •• =1000. 62 v ••• =2004. 72 

2 2 
y =(2004.72) = 401902.278 



i=l ••••• 2=a 

j=l ••••• 2=b 

k=1 ...... 5=c 

2 2 2 
EY i •• =<1004.101 +11000.621 =2009457.194 

2 
EY i .. 

200945. 7194 

2 
y ••• 401Et902.278 

200945.1139 
2•2•5 20 

2 2 2 
EY .j.= (1003.23> +<1001,49) =2009452.653 

2 
EY .j. 

20094'5. 265 3 

2 2 2 2 2 
EY ij.=(502.58) +1501.52> +(500.65) +(499.971 

2 
EY iJ,= 1004729.39 

2 
EY ij. 1004729. ,39 

200945.878 
e 5 

2 
EY i jk = 200947. 754S' 

El análisis de varianza que se prac:tic6 se muestra en la 

Tablo XIX: 
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Tabla XIX. Análisis de Varianza Para evaluar la 
raproducibi l 1dad del m4todo q1.ie c•cupa el reactivo I!t~S. 

TAE>LA l>E ANAL'EVA 

Fuente de grados de Suma de Media de Fea.le. Ftdblas 
variación 1 ibertad Cuadrados Cuadrados 

Analista. i-1 0.6055 0.6055 64.09 161.4 
2-1•1 

[)ja ;-1 0.1514 o. 1514 21.02 161.4 

2-1=1 

3 3 
Interacción 7.2x10- 7.2x10- 0.0613 4.49 

Error 16 l. 8768 0.1173 

COUiO en los tres casos <anatista. d1a e interacción> Fcalc 

es menor que F de tablas, se acepta Ho y el metodo es 

reProC11Uc1.ble. 

4.2. Discusión. 

En vista de que d1 versos trabajos publ i.cados donde se 

cuanti f 1caron az1.~ca.res reductores con reai::ti. vo DNS. sef"ial dr,on 1 a 

presencia de comportamientos extraf'1os al uti l1zarlo. 

necesario realizar la prevalidaci6n del rnismo sig1,.,iendo los 

crite:r1c•s establecidos. Por las Buenas Pr~ct.icas de Manufactura y 

de Laboratorio a.si como aq1.1@llos propuestos por diversos comités 



oficiales. En base a los resultados obtenidos.. este método 

cumplió sat1sfac:tor1a1nente con t:odo'.i. los par~metros ·=on:=:1dtE::rados 

y demostr6 ser apl 1cable a las tnt..~estras de 1nteres. Cabe 

sef"íalarse que,. las conc:entracJ.ones aqu~ est•Jdiadas :=e tomaror1 

de acuerdo con los intervalos manejados en fermentac1ones hechas 

rutinariamente en nuestro laboratorio al i9Ual que los ana.listas 

y 2 fueren compareros elegidos por trabajar desde al menos 6 

meses con este •6:todo anal 1ticc•. 

Se considerar, los estudios a.qui hechos como preval 1datorios 

dada ~1e se determinaron sólo algunos de los pará11oet.ro:: minimos 

que L.-na validac16n exige. Sl.n embar·;o. lo he-::t·10 C>.G.-Ui s1rve como 

punto de referencia para subsiguientes investigaciones. Es de 

destacarse también que en la literatura se rePortan otros 

parámetros estadisticos distintos a los aqui ernpleaaos e incluso 

diferentes ecuaciones matemat1cas Para el mismo parámetro 

estadist.ico p-ero ~ han utilizado los qu.e son reconoc1dos pc•r 

diversos comités oficiales de validación. 

La aceptac16n de la importancia que la validación reviste ha 

sido poca dentro del állbito biot.ecnol69ico a nivel invest.i9a~i.!in. 

Afot""tunadament.e 

investi9a.ción. 

otros 

dentro 

9Y"UPOS multidisciplinarios de 

de las areas biomédica y fisica 

ex:P-erimental en nuevos materiales, se han mostrado mas sensitivos 

en este se-.t.ido y actualnente ya incluyen la. val1dac1tc-. de 

metodos analiticos en algunas de sus t~cnicas de rutina. Lo 

anterior alienta para continuar decididaS'lente los esfuerzos hasta 

hoY eaprendidos Hernandez .. Macouzet. Bol &f't0s y Pif'.a~ 19'91; 

t-lernAndez, Macouzet y Bolat'tos .. 1991) .. 
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5.. APl icaci•:m del método del en Procesos 
Biotecnoli!·91cos. 

5. 1. En 111edios de fennentacion para el cultivo de hoogos 
filamentosos .. 

Introducc:iOn. 

El &c:ido citrico tiene ...-.a amplia ga•a de aplicaciones, que 

van desde sus usos coao antioxidante. saborizante, acidulante, y 

agente quela.nte, hasta su empleo far•aceutic:o en transfusiones 

san.guineas. Se han reportado come• productores de ác:ido citr·ico 

varios hongos filamentosos. entre los importante:=:: 

Asper9illus niger. A. clavatus. A. werit:i1. Penicillium lute-... nri. F'. 

ci trim.an. Mucor pyriformis y Ustilin1a v1..ll9ar1a. En la 

biosintesis de este acido por los microor9anis~os anteriores. 

están illllP'licadas las vias metabólicas de Embden-Meyerhof-Parnas y 

de la Hexosa monofosfato. La Acetilcoenzima A proveniente de 

estas vtas se condensa con oxalacetato (que esta presente en el 

Ciclo de los Acicbs Tricarboxilicos) y forma asi ácido cttrico. 

El Ciclo de los Acidos Tricarboxf licos PUede ser frenado en la 

formación de ac1do cttrico por inhibición de las enzi~as cis-

aconitasa e isoc1trato deshidrogenasa <Winskill, 1983; f(ubicek. 

19SS) ~ ~r presencia de peróxido de hidrC19eno, iones cot:•re o 

mediante la acción de e-heno lasas <Peppler y Perlman .. 1979>. Las 

enzimas intracelula.re':i que par"t1c1pan la produccit:~·n del ac1do 

citrico se car1ocer1 apenas. POr lo q\Je su localizaci6n v actividad 

son ocbjeto de intensos estudios actualmente (Bercovitz. et al ... 

19'90; Jakl itsch .. Kutdcek y S.=rutton. t9·:Ha; 19'3'lb) ~ 
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El comportamiento encontrado durante la fermentación de 

f'lori.gos filamentosos productores de é.cido c:1trico se muestra er1 la 

Gr-fica. 19. 

5.2. En ~edios de fermentación para el cultivo de bacterias 
recombinantes. 

Ir1trodi.lcc10n. 

La enzima penic1lino-a.Blidasa posee una gran imPOt"tancia PUeS 

el ácido 6-a•in0Penicilén1c:o (6-APA> es la materia prima para 

obtener gran cantidad y variedad de pern.cil ir.a-.=. se•i-:=.intE.:t.i.=as y 

se produce a gran escala por el •etodo qu1rnico y POr el 

enzim~tico JJ>ediante la sePoaraciOn de la cadena lat.eral de las 

penicilinas 6 V. La enzima que lleva a cabo esta reacción se 

conoce con diversos rHJcnbres. como penicilin-acilasa,, penicilino 

-amidasa. Penamidasa. Pe!!'"O su nomenclatura oficial ez EC 3.5.1.11. 

Esta enziaa es abla'lidante en la naturaleza. Fue descubierta por 

Sakaguchi v Mura.o C 1950> quienes la etlContraron en Peni c1l l iurn 

chryso9enu1D y f1asta hoy se ha e:r.c:ontrado en ba.=ter1as .. 

levaduras .. actinomicetos e incluso en Plantas y animales ( G1ral 

y Quintero. 1987>. 

Los resultados obtenidoz en la fermentación de E. coli PMG 10 

son mostrados en la Grafica 20. 
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5.3. Otras apl1cac1ones óel l!NS. 

Aparte de sus aplicaciones er1 1 a de.terminac16r1 de 

carbohidratos reductores. se ha rs:tortado el uso del ~cido 3.5-

dinitrosal ici lico para la detecciOn de hongos celuloliticos 

(Sazci .. Erenler y Radford~ 1988>; en la s1ntesis y evaluacibn 

farmacolOgica de xantonas como agentes antialé:rgicos 

<Harisinghani.. Lala y Shridokar .. 1989) t en la deterrninaci6n 

fluoron.l::trica de terbio y disPros:ao, 1990>; en estl,d1os =.obre la 

formacii!•n de comF•lejos binarios de Cadmio II (AnJaneyulu y Rae•. 

198:9); en la determ1nac1c!or1 de parámetro~ termodin~micos para 

relajaciones químicas <Citi. Secc:o y Venturini. 1988>: en la 

inhibición de la biosintesis del etileno <Leslie y Romani. 1988): 

en la formación de complejos de Zinc y Cobalto con derivados 

sustituidos de acido salicílico < Diebler y Secco. 1989); en el 

estudio de potenciales de ioni:zac16n y af11,1dades elec:trón1cas de= 

moléculas orgánicas ( Gabe.- y Abd-El~ 1989>; e:n el estudio de 

relaciones estructura-actividad para agentes 

<Khadikar, 19B6>. Por sólo citar alg1.r1as. 
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Con el calor de su Piel 

y el fuego de su al1e:n1tc• 

SoPla con Tuerza. 

sopla profundamente 

en la boca de la muerte. 

Ardierldo, ardi~ndo. 

con el beso de la vida. 
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DISCUSION GENERAL DE RESLLTADOS 

A pesar de 

eXPe:r inenta lmente 

que los métodos 

fueron el~ido~ 

colorimétricos evaluados 

porque se Partió de la 

hiPOt..esis que podian aplicarse en el an~lis1s de las muestras de 

inter&s. los resultados mostraron que dos de-ellos presentan 

interferencias. Los metodos A <determinación con actdo sulf~rico 

-fenol) y C <determinación con reactivo del ferricianuro) no 

fueron eSPeci fic:o:¡. para azL~cares re<:luctores y dado que las 

interferencias. fueron lue9o detectadas en algunos sustratos 1111,.iy 

empleados co'lllO fuentes de carbono y/o ni tn!19eno en fermentaciones. 

se diri9iO la atención hacia los dos métodos colorim~tricos 

restantes: aetodo B. deteinninación con 2-bifenilaaina y mt:todo 

D, determinaciOn con reactivo del acido 3,5-dinitrosalicllico. 

El m~todo B presenta un 9rave inconveniente: se requiere del 

manejo de un reactivo qutmico en extre~o tóxico. Existen también 

otras óe~ventajas. como el bajo gra.jo de: pureza con que se 

encuentra comercialmente: y el hecho de que no es un reactivo •UY 

utilizado. siendo necesaria su imc:>ortación pues nadie en el pais 

lo elabora. Por estas razones se evaluO m~s en detalle el metodo 

[). Este •é!todo ya se ha reportado para la determinación de 

az~cares reduc:tores en medios de fermentaciOri. Sin embargo. 

tambi&n se han reportado compc;rtam1entos inesperados cuando es 

utilizado en. por ejeslplo, cult.1vo de hongos filamentosos en 

fermentaciones. Segón Lr1a ext~~sa revisión hecha (que incluyó la 

consulta a bancos de datos en información sobre quimica. biologta. 

~edícina. bioingenieria y f1sica> existe poca informaci6n en la 

literatura cientifica acerca de estud1os realizados al método 

cuando se aplica a la cuantificaci6n de azl!K:ares reductores. 



En los ültimos arios sólo se encuentran reportes d•::ind.::: se estud16 

este método para fines rnuy d1st1ntos. los cuales ya fueron 

lllenc: i onados. 

Durante la evaluación de al9unos de los factores que afectan 

la determinación de azUcares reductores al utilizar el reactivo 

del Qcido 3.5-dinitrosalicilico. destaca el efecto de la 

tempera.tura. Aquf se demostró que la temperatura a la cual se: 

prepara el reactivo no influye sobre la intensidad del color 

final q\Je éste presenta,. pero si afecta er°' el por•=eni:aje de: 

reductores que llegan a cuantificarse. La var1ac1•!>n er11:cntrada 

corres;::;-onde a un +/- 2'5".I.:. Los e:XPerimentos. com·~ ya tarribién ze ha 

indicado, fueron hechos al r.enos F<!t" triPl icado. Aqui se 

efectuaron en cuatro ocas1ones y se cuidó de rnantener la 

independencia entre los datos .. En todas las oca~i·:•nes se. encontr<!i 

este •isao cetnpcrtamiento .. Sin embargo. no quedan muy claras las 

razones de esto. Quiza este feno!.<mer1•:< e:st~ a::.ociado con la 

cantidad de oxigeno disuelto presente en el reactivo. La cantidad 

de este elemento en la disolución puede disminuí rse calentando el 

reactivo pero entonces cabria esperar las mejores 

cuantificaciones se lograran cuando el reactivo $e prepara a 7o•c 

y no a 50? COllO aqui oo..irrió. Un hecho también interesante es qu~ 

conforme se aUB\enta la temperatura a la cual se prepara e:l 

reactivo también se increm~nta la cantidad de ~zücares reductore:s 

que llegan a cuantificarse. 

Cuando se e--..-alu6 el efecto que la conc:entraciór1 de los 

divers.os cocniponentes tienen sobre la de.terminación de az1!1c:ares 

reductores, fueron conside:radas como las cantidades m~s adecuadas 



aquellas que al emplearlas no modifican el comPOrtamiento lineal 

que el método sigue. Esto es muy lJDPOrtante de destacar pues de: 

CUJnPl irse se presenta. una muy baJa correli"ciO:.n '!fltre datos~ 

con los consiguientes errores en las cantidades asi determinadas. 

Las CCW1centraciones encontradas como las tnt:-.s adecuadas no 

difieren err aas de un 204 de las hasta entonces consideradas en 

nuestro laboratorio. por lo que este factor no debe ser la causa 

prir1cipal de las anomalias encontradas en algunos trabajos de 

investigación reportados. Un 1:~ltimo factor aqui estudiado fue la 

estabilidad del color de:::::&t rol lado lue90 de efectuada 

reacción .. encontrando que dicha colorac1l!•rt se mar1tiene constante 

al menos por 20 horas.. lo que representa Lu"ia gran ventaja cuando 

se trabajan gran rn.~mero de muestras a la vez. No fue calculado el 

valor que tiene el coeficiente molar de extinción pero F>Yede. ser 

esta una referencia Ut1l para establecer el grado de estabilidad 

del color formado en terminos cuantitativos. 

Una vez estudia.dos los fac:tores mencionados .. se efectuó la 

optirni:z:aciOn del mt:todo del I>NS utilizando el conc•cido método de 

Box-Wilson. Mediante este procedimiet1to matieat..ticc•-estad1stico se 

evaluaron las variables volumen de reactivo, tiempo de reacción y 

tiemPo de reposo antes de leer. Al igil..ló.l que en el est1.~dio 

anterior de la:=: concentraciones de los coau:::·onentes en el 

reactivo.. los valc:•res encontrados como 6ptirnos no difieren 

grarodemente de los hasta hoy empleados. Sin ernbargc.. fue 

imPOrtante hacer uso de IX\ procedimiento 

confirmara lo a.prapiado de las condiciones que se han venido:. 

ut11 izando. 

Una vez optimizado el método este fue prevalidado. Lo 
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val1dacibn de metodo~ analit1cos se usa des.de •·1ac-=: t:.€:m11C•O en la. 

Indr.Jstria Farmacéutica pero los biotecn•:ilogos -=onocert poco esta 

valiosa herramienta. En Ingenieria Quim1c:a se i.rt.i 11.za 

procedimiento conocido como ra.l90ritmo de Yate=:.. el c•.lal es l14til 

para calcular efectos de variables y sus interAcciones (y por lo 

tanto ~til para evaluar. p0r ejesiplo. la reproduc1bilidad del 

~todo>. Sin embargo, este procedimiento ir,volucía muchos 

cálculos y maneja un n~nero limitado de variables a la vez. POr 

lo qi..1e no resulta practico aplicarlo aqu1 en sustit:u=1ón de los 

Paráaetros estad1~ticos. ya descrito~. 

Finalmente. el métoO:> del D-NS se apl icC· a la deti=rr.1nac1é•n de 

aZ\,~cares reductores en estudios hechos sobre la pro.j'i,,c:cick1 de 

iilcido c:f.trico p0r hon90s filamentosos y de enzirna penicilina-

a.idas& una bacteria <E. coli) recoNJ i na.rite~ aMbos 

•icroorganisaos fueron crecidos en cultivos sumergidos de tipo 

lote. Se91.~n los resultados obtenidos <mostrados en las Gro;..ficas 

19 y 20> este método resultó IRUY satisfactorio para medir los 

a:n~cares reductores adicionados a.l medio y de esta aanera tener 

una •edida indire•=ta del creci•iento microbiano. Cabe aqui 

destacar que la deter1ninaci6n de los Sl~stratoz consumidos. 

generalK1en.it.e carbohidratos y en particular monosac~ridos. es un 

par.ti.metro muy empleado para los fines anteriormente expuest1os. 

De igual nanera se ha aplicado en la determinación ~ act.ivida·des 

enzimatica~ para enzimas pectinollticas y en la producción 

fermentativa de &streptomicina~ pero los datos no se han mostrado 

aqu1, principalrner1te ?Or ser de la autorla de otro~ grupos de 

investigaciOn. 



CONCLUSIONES 



Al cer~ar ~1 dia 

El atarcer.ler esconde 

Estas palabras en un Juego de sombras 

Aqu1 y ahora 

Largo y fuerte: 

Mi corazón grita 

Y el .,.._,,eso desnudo de ur1 eco di.::e: 

No te alejes.. 
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CONCLUSiotES 

-Fueron elegidos cuatro metodos color1metricos. que teóricamente 

eran pasibles de emplear en la deter•inaciOn de azocares 

reductores en 1nedios de fermE::l'lta.ción. 

- De todos estos metodos. la determinaci.tn con Acido sutfarico 

-fet1ol Y el que ocupa reactivo del ferricianuro resultaron 

eSPec1ficos para azocares reductores. por lo que se presentan 

grandes interferencias cuando se aplican a medios de cultivo que 

contienen sustratos provenientes de fuentes naturales come• 

son extracto de levadura. assua de cocirniento de maiz. extracte• 

de malta y extracto de carne. El comPUesto 2- aminobifenilo es en 

extre!91io toxico. por lo que debe recurrirse al •étodo donde se 

emplea sOlo como tiltimo recurso. Este •étctdo prob6 ser especifico 

para los azocares reductores presentes en los medios de: 

fe~mentaci6n estudiados. Por todas estas 

tralbaja.r con el método que ocUPa el 

razones se eligió 

reactivo del ácido 

3,5-dinitros.alicilico. 

-Fue eXPeri~ental•ent.e det.erminado que la t.ernperatura a la cual 

se prepara el reactivo no influye sobre su coloración pero si 

afecta en el parcentaje de recobro alcanzado. La recuperación de 

azocares reductores fue mayor cuando ,:;:} reactivo se pre:paró a 50• 

C. Tambia-. se demostró que la velocidad de disoluciOn del ácido 

3. '5-dini trosal ici 1 ico es directamente proporcional a la 

teirper atura y dicha velocidad se expresó en términos 

cuantitativos. 
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-En el estudio d~l efecto ~ tiene la compostciOn del reactivo 

sobre la cuantificac16n de azocares redLictores. se determinaror1 

eXPerimentalmente las concentraciones rnbs adecuadas de cada 1.Jno 

de los componentes presentes en el reactivo. Estas 

concentraciones no difieren en rn~s. de un 20;1; de la:=. cant ida.des 

ya anteriormente propuestas y son: 2.0 % de NaOH; 0.5% de DNS; 

0.5/. de bisulfito de sodio; 20.0% de tartrato de sodio y potasio 

y 0.5Z de fenol. 

-Fue demostrado exPerimentalmente que el colc•r desarrollado luego 

de e'fectuada la reacción es estable o.l menos por 20 ho:•ras. 

-El moétodo del DNS fue optimizado utilizando la metodologia 

propLJesta por Box y Wilson. Los valores Optilnos aqui 

de te rsi i na dos no difieren mucho de los ya ar1ter iormente 

propuestos. Sin embargo. tampoco ss encont.r6 en la literatura 

algi!ln trabajo donde a este ml:!t•:>do an&l1tico se le intent&ra 

optimizar. Los valores determinados aqu1 como Optimos son: un 

volumen de reactivo igual a un mililitro: 6.77 minutos de tiempo 

de reacciOn y 9.0 minutos de tiempo de reposo ante~ de leer lá 

muestra.. 

-El método del DNS fue preval idado y demos tri!• 

e::-.:Peri1ne.ntalmente que resulta especi f'ico, 1 ineal. exactc·~ 

repetible y reproducible cuando se aplica a la determinaci•!:tn de 

a.z(ic:ares reductores en medios de cL,ltivo i.~sado;:. 

fer .. entaciones.Asimismo .. se determinó el limite de cuantificaci<~m 

que con él logra alcanzarse:. Ne• obstante la illlF'•:artancia que 

reviste,. a. resulta.do lenta su adopción por parte de la cOlflunidad 
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que realiza inv~t19ac1ones en B1otecnologia; lo contrario ha 

sucedido con otr~ 9rup0$ de invest 19adores comt:• por eJetnPlo los 

fisicos que laboran con nuE!VOE materiales y biomateriales. 

- El método que ocupa el reactivo del ac1do 3,5-dinitrosalictl1co 

puede aplicarse exitosamente para la determinación de azUcares 

reductores er1 medios de fernentaciOn para el cultivo de hongos 

filarnentosos F•rcd1.1ctores de ti.ciclo citr1co <Awergillus li19Cr> y 

de bacterias recosbinantes CE. coli PMG 10) productoras de la 

enzima s:.-enici 1 ino-am1dasa. 
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Al. ComposiciOn quirn1ca de las rnelazas de caf"1a y remolac::ha 
tWhíte, 1948; Foraq<!! y Righelato .. 1·:;79). Catnposici6n 

Qn POrcentaje. 

M e a :z o. s 

Remolacha. Caha 

Peso seco 78. 0-8'5. o 78.0-8:5.0 

Carbohidratos totales 48. 0-58. o 50.0-58. o 

Nitróger10 o. 2-2. 80 o.os-o.so 

p o (l. 01-0. 02 O. OfJ9-0. 07 
2 5 

Ca O 0.15-0.70 0.15-0.80 

HgO 0.01-0.10 C• .. 25-0.80 

K o 2.20-4.50 0.00-2. 20 
2 

Sí O 0.10-0.50 o. 05-0.30 
2 

Al o 0.005-0.06 0.01-0.04 
2 3 

Fe o 0.001-0.02 o. 001-0.01 
2 3 

Carbono 28.0-34. o 28. 0-33. o 

Cenizas 4.0-8.0 3.5-7.5 
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A2. Monosac:a1dos Y oli9osac:a1dos en cebada utilizada como 
~ustrato en fermentaciones <Ratledge~ 19771. 

Carbohidrato Peso seco mg/ 9 

Glucosa. o. 20-0.93 

Fruc:t.osa 0.33-1.~9 

l!Blaltosa 0.00-1.35 

Sacarosa 3.43-16.90 

Rafiriosa 1.44-8.:32 

Cetosa 0.70-4.33 

Fruc:tosanas 
Solubles en etanol 0.97-5.36 

Solubles en agua 0.40-9.00 
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A3. COCllPosic:iOn del extrac:to de m&lta er1 POlvo <Sikyta. 
1983'). Valore~ en porcentaje peso/peso. 

Componente Porcentaje 

Maltosa 52.20 

Hexosas <9luc:osa 

y fructosa> 19.10 

Sacarosa. 

tiextr:ina 15.(10 

Otrc:; cc;,.rbohidrato=: .3.$(1 

Prote1nas 4.60 

Cenizas 1.50 
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A4. Cectposicibn qu1mica promedio del licor de ma1= 
(Liggett y Koffler~ 1948}. Valcrez en porcentaje 
peso/peso. 

Componente PorcentaJe 

Agua 45.0-55.0 

Nitrógeno total 2.7-4.50 

Nitrógeno orgBnico 1. 0-1.BO 

Sustancias reductoras 0.1-11.0 

Ac1do iact: 1co 5. ú-15. (1 

Cenizas 9.0-10.0 

Acidos volii.tiles 0.1-0.30 

Dióxido de azufre 0.009-D.015 

Calcio 0.5-1.50 

Cobre 0.0-0.001 

Fierro 0.01-0.05 

Ma9nesio 0.05-1.00 

Manganeso 0.004 

Fósforo 2.0-3.00 

Potasio 1.0-2.00 

A:zufr~ 0.340 

Zinc 0.050 



A5. Composicibn qu1naca prornedio del licor de papa.. 
Valores en por~entaie peso/peso (01mmlin9. 197$). 

Componente PorcentaJe 

Peso seco 72.70 

Nitrógeno Total 5.00 

Ni trC19eno amoni aca 1 1. 90 

S\.1stanc1as reductora-=: 27.50 

Acido lt-.ctico 5.00 

Cenizas 20 .. 80 
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A6. Coms:iosiciOr1 qul•uca promedio del ~tract.o de salvado 
utilizado en fermentaciones <Zel1nka. 1960>. Valores 
en porcentaje peso/volumer1. 

Componente Porcentaje p/v 

Peso seco 70.00 

Nitrógeno total 4.60 

Nitr~·geno amoniacal 2 ... 00 

Sustancias reductoras 19 .. 20 

Carbohidratos no red1.1ctores. 4 .. 20 

Carbohidratos totales 23.40 
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A7. Comp.osición qu1m1ca proeedio del extracte• de levadur·a 
utilizado en fermentaciones <Brid=-:,.r: y Brecker, 1970>. 

ComPOnente 

Ni trbgeno total 7:5. 0-105. o 

Nitrógeno a.oniacal 34. 0-48. (1 

Cloruros <como NaCl> O. 70-1. :<O 

Peso seco .300 

Fosfatos co.io P O 3:S: 
2 5 

Carbohidratoz B2 

Sodio 56 

Potasio 30 

Calcio 0.10 

Fierro 0.050 

iKa9nrez10 2. o 

Cobre 0.050 

Zinc: 0.050 

0.0050 

Cobalto 0.0050 
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AS. Contenido d.e vitaminas en al.gunos sustratos empleados en 
fermentaciones <Sol0111ons. 1969). 

Vitamina 
(ug/9) 

Tiamina 

Riboflavina 

Ac1do 
n1cotinico 

Acido 
pantoténico 

Piridoxina 

Biotina 

:Inositol 

Colina 

Harina de 
malz 

4.50 

0.90 

23.00 

4.60 

6.90 

0.10 

Harina de 
soya 

13.50 

3 .. 50 

25.20 

26.10 

a.so 

0.70 

3850.0 

2880.0 
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Melazas 
de caf"ia 

Extracto de 
levadura 

0.80 10.00 

20.01) 

15.00 400.Q(I 

20. 00 50.00 

1.00 

1.50 0.30 

2000.0 1500. o 

1500. o 



A9. ME:todo de Saf"fran-J>emstedt par& la. determinaci<~:in de t.cido 
cltrico. 

1. A un mililitro de medio filtrado se le adicionan ocho 

•ililitros de anh1drido acético en un tubo de ensaye. 

2. Colocar luego el tubo et"l ....-. baf'io de agua a 60 ° C durante 

diez minutos. 

3. Agregar ahora un m1l1litro de piridir1a y vclver a colocar 

el tubo en baf'io de agua por cuarenta 11inutos rnils. 

4. Eni'riar por cinc:o minutos a temperatura ambiente. 

S. Leer ll4e9o a 400-420 nm. Hacer un blanco de reactivo 

tratando un •i 1i1 i tro de a91..~a de 1 a misma forma qlH!· a 1 a 

muestra. 
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A10. Extraccitfi de enziaas intracelulares (pen1cil1no-anidasaJ 
por choque osmi:!1tico en células de Escherich1a col1 
recombinante PMG 10. 

Procedimiento. 

1. La enzima se extrae por choque osmótico de un paquete de 

células h~medas de Escherichia coli PMG 10 resuspendido en 

20 ml de buffer de fosfato de potasio (0.033 M~ pH 7.0) 

por cada gramo de células hümedo.;. .. 

2. Por cada rnl •je suspensión celular se adicionan 0.15 ml de 

solución de EDTA al 9.37% p/v (sal d1sód1ca~ PH 8.0 

ajustando con NaOH lN> y O.SS ml de sacarosa al so:i: p/v. 

3. Al cabo de 10 min. de agitación suave la suspensi~•r1 se 

centrifuga 15 m1n. a 10,000 rpm. 

4. El paquete cel1..1lar se re.suspende nuevam..::nt..:: (c·:in 

a9itaci~n vigorosa) en 8 ml de agua destilad~ por cada 

gramo de paquete inicial de células. 

S. Después de agitar la su;pensióri se le practicar1 los 

análisis de actividad enzimé.tica <método de p-

dimetilaminobenzaldehtdo> y de concentrac1o!•n de prot.etrias 

(método de Bradford) de muestras de: 

a> Células resuspendidas en buffer de fosfatos. 

b) Sobrenadante de la suspensión de sacarosa. 

e) Sobrenadante de la -.=.us¡:::·~1tn de agua. 

d) CQlula~ tratadas y resuspendidas en agua al volurM!:n 
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in1cial. 

A11. Mic.rodeterm1nac1•::•n de actividad enzimá.t1ca de 
pen1cilino-;unidasa por el metodo del p-

dimetilaminobenzaldehido. 

PABA .. Disolver 1.0 9 de p-d1metilam1nobenzaldehido en 50.0 ml de 

alcohol etilico al 60 v/v, agregar 0.5 ml de &cido sulf~rico 

co1.....::entrado y llevar a un volumen final de 100.0 rnl con alcotlol 

-etilico al 6(17. vfv. Manter.oe:r el reactivo en •::isc1.iridad. 

Buffer de fosfatos. 0.1 M~ pH 7.8. 

Liso:zina .. 10 ;m.9/~l en H20 .. Ma.nt~erla.. en cor19elación. 

Penicilioa. Penicilina G-K, 200nt9/ml en H20. Mantenerla en 

refrigeracitn. 

Prcoe::edimiento. 

!) Centrifugar 1.0 ml del crecimiento c~h1lar 5 min. a 14000 

rpm.. Desechar el sot·renadant.e .. 

2) Res.uspender el paquete celular en 9'00 j.Jl de Buffer de 

fosfato~. 

3) Agregar 5 _pl de la solución de l isozima e incubar 10 min. 

a 37 C. 
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4) Agre9ar 100¡.Jl de: la ;;oluciOn de penicilina e inc:•.,bar 10 

min a 37°c. 

5) Colocar una al icuota. de 100 Pl doa l11o m1..Mstr-. ~r1 un tub·::i 

Eppendor'f de 1.5 ml,, agregar 775,,µl de alcohol etilico al 

60% v/v v 125_µ1 de PABA. Incubar 10 min a. 37•c. Corrrer 

al mismo tiempo un blanco con los mismos react.ivos. 

6) Centrifugar 1 min. a 14~000 rpm. 

7> Leer la absorbar1c1a d-:::1 s.obrenadante contra el t:•lanco a 

una longitud de onda de 415 nm. 
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A12. Cuantificación de proteina por el método de Bradford 
<Bra.dforn. 1Q76; Scopes. 1982). 

Preparaci¿•n del reactivo: 

a) Disolver 100 1n9 de Azul brillónte de Cumasina G-250 con 

agitación vigorosa. en 50 ml de etanol al 9:1/. y luego 

1ne.zclar con 100 ml de é.cido fosf¿•rico al 85X. 

La m-a:zcla se diluye a un litro con agua y se filtra F·a.r;:;., 

elimir.ar lo in~oluble. Esta solucie.·n es es.tabl~ por 1-2 

semanas. 

Una variante que puede tilllbien uti 1 izarse es la siguiente: 

b) Se disuelven 60 mg de A:z:ul brillante de Cumasina G-250 en un 

litro de ácido pe:rclórico al 3% Y se filtra Para eliminar 

los restos insolt.bles. La absorbancia a 465 nm debe ser de 

1.3-1.S. Esta solución es estable indefinidasiente. 

Procedimiento: 

A \.a"la ..uestra de l.S ml conteniendo más. de 50 1,.19 de proteina.. 

se le a.f"1aden 1. 5 JJ'il del reactivo de Azul Cumasina y se lee la 

absorbancia a 595 nm después de 2-30 minutos. F·a.ra el trabajo con 

soluc.ione.s concentradas de pr-o,teina (75 mg/ml> es c:onve:nient.e 

tomar 1. 5 ml de agua. o solución di luida de cloruro ~C·dic.o. Uria 

vez mezclada con la muestra e:sta solución. se adiciona el 

reactivo colorid~. La soluc-on concentrada de proteina se: 

precipitara al corttacto con el colorante. 
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A13. Metodo para deterainar la concentrac10r1 celular <Shewale. 
Kumar y Ambekar~ 1987). 

Procedimiento: 

l. Colocar un mililitro de la muestra proveniente de la 

fer9entación en Wl tubo Eppendorf de 1.5 ml. 

2. Centrifugar la muestra 5 minutos. a 13,000 rpm en Lma 

microcentri fuga .. f>esechar el zobrenadante. 

3.. ResuSPender el paquete celular en 1..m mililitro de agua 

destilada. 

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

S. Leer la absorbancia de la muestra contra un blanco de agua 

destilada a una longitud de onda de 525 nm. 
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A14. Aislamiento y puri ficaci·~n a peq1..1ef"ia escala de ADN 
Plasmldico !S~~ry. Le blanc y Falkow. 1973). 

Cosecha. 

1. Transferir un mililitro del cultivo de distintos tiempos de 

fermentación a ...-. tubo de ~icrocentrtfuga. Centrifugar a 

12.000 rpm por cuatro minutos. 

2. Retirar el sobrenadante por asp1 ra.ciOn. dejando el paquet~ 

celular tan seco como sea p.o.~1bl~. 

L1s1s Alcalina. 

1. Resuspender el paqu.e:te celular anterior en 100 ).Jl de la 

solt..teiOn I fria empleando un hom09er1e1zador vórt . .;:x. 

Solución I: 

G11.icosa 50 mM 

Tris.el \pH :::.O) 25 mM 

EDTA <PH 8.0> 10 mM 

La solución I puede prepararse en lotes de aprox. 100 ml. 

esterilizados en autoclave por 15 minutos a 10 lb/pg y 

~antenidos a 4•c. 

2 .. Adicionar 200 ¡.11 de la Solución II recientemente pro::parada. 



SoluciC.n II: 

NaOH 0.2 N (diluida de una solución concentrada 10 N> 

SDS al 1.0 ;.~ 

Cerrar el tubo perfect~ente Y mezclat· el CC•nten1do inv1rtiendo 

el tubo rápidamente por cinco veces. Asegurarse de que toda la 

superficie del tubo esté an contacto con la solución II. No 

utilizar aqui el vórtex. Mantener el t:.ubo en hielo. 

3. Adicionar 150 )Jl de. la Solt.ición III fria. 

Seoluc1°!:·r1 III: 

acetato de peta si C• 5 M 60 ml 

aci.do acético glacial 11.S rol 

agua destilada 28. S rnl 

La soluc16n resultante es 3 M con respecte• al potasio y 5 M con 

respecto al acetato. 

Cerrar el tubo perfectamente y mezclar invirtiendo suavemente 

por 10 seg para dispersar la solución III en el lisado celular. 

Mantener el tubo en hielo por 3-5 minutos. 

4. 

5. 

Centrifugar por 5 min1.1tos a 12. 000 rpm en una 

microcentr 1fuga.. Transferir el sobrenadante a 1.in tubo 

nuevo .. 

Adic1onar un volumen i91.1al de fenol-cloroformo-alcohol 

isoamilico C25: 24: 1>. Mezclar invirtiendo el tubc1. 
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DesPUés centrifugar p0r 2 min1.1tos a 12, 000 rPm en ur1a 

m11icrocentr1 fuga Y tra..nsferir el sobri!::!nadante a. '-a'l tubo 

nuevo. Lavar con un volumen igual de cloroformo-alcoflol 

isoatllil ico <24: 1> Y repetir el procechmier1to. 

6. Prec::ipitar el ADN de doble cadena con ~ volua.en de alcohol 

isobutt 1 ico a t-~eratura ambiente. Mezclar invirtiendo el 

tubo.. Permitir a la mezcla repesar p0r 2 minutos a 

temi;;>eratura. ambiente. 

7. Centrifugar p-or 5 minutc·s a 12,000 

nicroce-ntrtfuga. 

S.. Eli•11nar el sobrenadante por aspiraci~•n suave:. Dejar el 

tl.bo en una POSiciOn invertida sobre una toalla de papel 

para permitir que todo el fluido drene. Eliminar cualquier 

gota del fluido ad'lerido a las paredes del tubo. 

9. Lavar la pastilla del ADt<l de doble cadena con un m1lilitrc• 

de etanol al 70~>; a 4 •c. Eliminar el sobro:nadant.e C.091.:0 se: 

describió en el paso 8 y Permitir que la J:·ast.1lla seCfU>i:l al 

aire Por 10 min1.1tos. 

10.. Redisolver el acido nucleico en 50 pl de: TE (pH 8. O> qi.~e 

contenga ARNasa pancreática libre de ADNasa <20 µ-g/ml). 

Mezclar suavetnente invirtiendo el tubo. Guardar el ADN a 

-2o•c. 
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11. Realizar la determ1naciC·n eler.:troforétir.:a del pl~~rn1do en 

un gel de agarosa al 1. OX en buffer TAE U<:. Uti 1 izar el 

Buffer TAE lX coao buffer de corrida. Cc•rrer 

electroforesis a 100 V. Revelar c:on una sol1.1c:i6n de 

bromuro de etidio <-4 pgl•l > y observar bajo una lámpara de 

luz ultravioleta. 
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Ast cono de los viejos ca.pos ve el hombre~ 
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del mismo mc•OO. de los v1eJos libros. 
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en Ja informac1ór."? 
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