UNNERSIDAD WAGIONAL AUTONOMA DE MEXIGE

Facultad de Quimica

“DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE UN
SISTEMA DE INMOVILIZACION (GOMA DE
ALGARROBO, K-CARRAGENINA-POLIHIDROLES)
POR EL METODO DE ATRAPAMIENTO, DE

CELULAS CON ACTIVIDAD ENZIATICA

" EYAMERES PROFESIONALER
FAC. Dz QUIMICA

T E S l S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

OUIMICO . FARMACEUTICD
BIOLOGO
P R E 8§ E N T A

FERNANDO DOMINGUEZ JULIAN

México, D. F. 1986



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



L.
II.

I11.
Iv.

V.

INDICE

INTRODUCCION v cvvvnvenunsanennnseusonnrasrienasoassoasarsuansnnes

REVISION DE LA LITERATURA ...iuviiiiavnennniesasvacsannannnas tenas

1. Tip0S de CAatATISTS v veeereaaracesasrenassessenssssasnnsooesases

Tod, CBTUTAS tuvtvnterenisoesetronsisecsionntonsesnnnscnncennss
1o2. ENZAMAS vusvvienronrienesreneeseenesnnnsonnsocesssanrosnns
1.3. Eleccidn del t1po de catdliSi5 tevuvrnnivnnrasencivonsanns

1.3.1 Naturaleza de la conversion .,..... cecereeas vetienen
1.3.2 Pureza del producto ......... Certetaseraas evesareaes
1.3.3 Estabilidad y reutilizacion ......ccvievenviecnnann.
1.3.4 Modificacion de Ta cinética de reaccion fetiesanaes

2. Inmovilizacion

2.7 Definicion +.evverioairuserinneiiieaiiinnnaaresseniansiann.
2.2 Técnicas de inmovilizacion .......... besesesesteearaannusos

3. Galactanas (EXEFACLOS) +uuveeervnnenerneneeseenesaneeoinnerenes

4, GaTactomannanas «..cececansscosaceonaens Cettesensratnateneranne

5. Conformacion y asociacién de carragenina, agarosa vy

GalactomdnNanas voeesceeeenitenerinesiiniisansctinstaniinerases

6. POTI0TES ovivevssvroatsesressessvosnssavssssasossostsnscacanson

6.1 Definicion .......ue.n. et rsaetrreaitren e enntns
6.2 FUNCTONES tiivieninerennntrensnnetinnans Cesreatarietieeneons

7. DAfUSTON vovenerecavessoanssssssosancseonsesosocrencsnassnssans

7.1 Celda modificada .ovevusrecsinnnsiveninnannnisiersnannsnnans

ANTECEDENTES +iuvnsevacantannasonsansnsarscsssvosnsnssanvarnatsnns
OBJETIVOS toevivurennenetonassssesasosssssassnsnsastsarssvoanranss

1. Objetivo ] - o
1.1 Objetivos parciales ....... Ceeetriteacetrnectianseaatesainns

MATERIALES Y METODOS ........ cesiearsentanans Ceeesrsiaenaane cevann

1. Metodologia general para la manufactura del Soport€........e..

e AT B R I et PPt E I Er P E PO I PRI a RSN TESER SRRt RIIPRRSIYOEOTS

1.1 Metodologia para la manufactura del Soperte con adicién de

g]icem] veoonaivsTennersenenre sevssisasstesBsrsves R tern e

VRPN BId
w

p——
ot

16
16

14

21

21
21

30
30

37
39

39
40

41

0

42



8

10

1,2 Metodologia para 1a manufactura del soporte con adicién
de propilenglicol +..iuiuiiiieeiraneerareoerineenresnsnanns

1.3 Metodologia para la manufactura del soporte de una mezcla
de glicerol-propilenglicol .....cvvuvenn.

P R RN WA )

Metodologia para la cuantificacidn de la resistencia

2 12 COMPIreSTON «ueesienseasasserssoeraonsencesasesersnanasens

2.1 En compresor de hidrocoloides .....vviiiviviinseiannanens
2.2 En compresor universal de materiales .viiieserseriassannss

Determinacidn del fendmeno de sinéresis ..... Ceeeeteneananes .

Determinacidn del comportamiento del soporte con respecto a la

variacion del pH, en términos de resistencia a la compresién..

Capacidad de amortiguamiento y efecto sobre las propiedades
del soporte de las soluciones amortiquadoras de fosfatoS......

5.1 Capacidad de amortiguamiento del pH en funcidn de la con-
centracion de las soluciones amortiguadoras de fosfatos en
presencia de polimeros (K-carragenina-algarroboe) .........

5.2 Capacidad de amortiguam1ento del pH en funcifn de su con-
centracion en presencia de cflulas .ocvvveennninenenannns

5.3 Efectos de las soluciones amortiguadoras de fosfatos sobre
1as propiedadas del SOPOPEE vviveesiroersannesnosverancns

. Determinacidn de la actividad enzimitica de 8-D-galactosidasa

en células de E. coli CSH-36 ....... Ceetscaiieeaas faresrenns
6.1 FUndamento ......ciieiierieeioneiencanencinnas cesereranaas
6.2 Preparacion de react1vos ..................... Cheteans

6.3 Pasta celular y suspension celular de E coli CSH-36 ....

6.4 Procedimiento para determinar actividad enzimitica en
c8lulas libres de E. coli CSH=36 ......... cereaee

6.5 Procedimiento para determinar a t1v1dad enzimatica en
células de E, coli CSH-36 inmovilizadas en K-carr zenina-
algarrobo, Utilizando ONPG MO SUSTrAt0 ..cevevesvrnanes

Determinacion de proteina ..... Ceirsenreesetees eereceatannae

7.1 Fundamento ......vuwe eererrensens Creeterenerneanan reeaes
7.2 Procedimiento .....ceevveiiienstacccssorcansosnasosssnsas

Produccion de células de E. coli CSH-36 con actividad
enzimatica de B~D-galactosidasd v.vvveviictinosrsosserrrnnona

Determinacidn del factor de peso seco de células de E. coli
CSH=-36 con actividad de enzima R-D-galactosidasa .vivavevnese

Conservacidn de células de E. coli CSH-36 con actividad de
enzima B-D-galactosidasa vivesisavensnqncrrranrarincansrariny

43

45

45
47

48
49
52

52
54
85

57

57
59
60

60

61

62

62
63

64
68

70



12.

13.

14,

15,

16.

17.

18.

19,

20,

21.

22.

Determinacién de la_capacidad de atrapamiento del soporte,
expresada como resistencia a la compresidn con respecto a la
actividad de enzima g-D-galactosidasa de células de £, Coli

L0

Influencia del tamafio del soporte con respecto a ia actividad
de enzima B-D-galactosidasa de células de E. colt CSH=36 .....

Tratamiento quimico de células de £. colt CSH-36 con activi-
dad de enzima 8-D-ga71act0STdASA +ereveriratenrensnnsnnnsacsnns

13.1 Con agente bifuncional {glutaraldehTdo) vveveeveerinveas
13.2 Con agentes oxidantes inorgdnicos ....... Cearsasereeerna

Inmovilizacidn de c8lulas de E. coli CSH-36 con actividad de

enzima 8~D~qalactosidasad v.iceisnrecensssnroncsasianeossncsoas

Produccion de células de K. fragilis 55-61 con actividad de
enzima g-D-galactosidasa ................. creriearenes Cieereae

Permeabilizacidn de células de K. fragilis 55-61 con actjvidad

de enzima. 8~D-qalactosidasa «c.veveasnocianrnsconersasnstansnas

Determinacidn de actividad de enzima g-D-galactosidasa en
células de Kluyveromices .fragilis 55-61 .veevervarasoens Cearas

17.7 FUNdamento o.oeevenessvennsoesassnssonrssnssossansscsasnan
17.2 Preparacion de reactivos .ieveeeiensesrrnrannsoncnsroeres
17.3 Hetodologia cvevivvrennrrreaenonanncenss ereerssenneans .
17.4 Concentracion Celular vviieseesiiacisossnvsosransnsrasnns

Secado a presion reducida de células de K. fragilis con
actividad de enzima B-D-galactosidasa .....veveeervessasanaces

Leofilizado de cBlulas de K. fragilis con actividad. de
enzima f-D-galactosidasa .eeeeiieiretineriasinssasienconinnase

Inmovilizacidn de células de K. fragilis con actividad
de enzima g-D-galactosidasa ...... Ceteeerasrsesreans cerercaans

Determinacidn de carbohidﬁatos por el método de Fenol-
Ge1d0 SUTTUrICO vevereenvansvervosrnsssastrrssscsasorssconsans

Difusién de carbohidratos (galactosa, glucosa, lactosa) .
a través del soporte en una celda modificada.
22.1 Sin células inmovilizadas, a diferentes temperaturas ....

74

75

76

76
78

79

82

83

84

84
85
85
86

87

87

88

89



VI. CALCULOS tvvvnnennnnronosnnsncansnss

VII.

22,2 Cog7c€1u]as inmovilizadas sin actividad enzimitica
a [+]

LR NN N NN N N N N N N N R I R R SN I B IR RPN S S B Y

Pedesbedtersasgrevas Sessemersne

1. Calculo de la resistencia a la compresifn ........... cerena vers
2. Determinacion del fendmeno de SiNBresis .vevvevereeeenss ceeerns
3. Preparacin de solucidn amortiguadora de fosfatos 0.2M pH 7.5 ..
4. Cilculo para:
a) Concentracion de células de E, coli CSH-36 en suspensidn ...
b) Concentracidn de proteina de E. coli CSH-46 en suspension ..
c) Actividad enzimitica de células de E. coli CSH=36 vveeeunnnn
d) Actividad enzimatica especifica ........c..... i reesireseeren

4.1 Cilculo de 1a actividad enzimdtica del soporte con células
inmovilizadas de E. coli CSH=36 ...civvivininnenrenrenccnnns

4.2 ?élcg;oﬁ?e la actividad enzimatica de células de K. fragi-
S - B8 6000 et B il Blenopbbtbortbibasabbebiboinbmint s

4.3 CaTculo de la actividad enzimitica de células de K. fragi-
Tis 55~61 inmovilizadas en el SOPOrte vivivviivivvntocnnens

5. Catculo del coeficiente de Difusidn de carbohidratos a través
del SOPOrte (.viiiiessiasiiostasennareotsoritesssnsarisvtsnastas

RESULTADOS &+ vvvvesssesosesesnensunsonnssnsssnsnssossssesninnassen

1. Absorbancia contra concentracidn:

1.1 Curva patrdn de proteina vuiveeeiveesacssocsssrseensiansnns
1.2 Curva patron de peso seco de células de E. coli CSH-36 ....
1.3 Curva patron de lactosa (5%) cceeenceciarrorssatronrinanies
1.4 Curva patrdn de galactosa (2.5%) veevevierinncnnirnninanins
1.5 Curva patron de glucosa (2.5%) cvieiverirrnsnsanrsnnsasnsas

2. Formulaciones del SOPOrte .veveeevesesassncsooseanssrosernonsos
2.1 Resistencia a la compresidn sin y con adicion de glicerol

{21 3.8% V/V) vertivnrrsenenrrornrecanassscsasssaransssnnes

2.2 Resistencia a la compresidn de 1la forﬁu]acian éelecc%onada
como soporte con adicign de glicerol y propilenglicol .....

3. Resistencia a 1a compresidn de la formulacidn seleccionada
como soporte con adicion de una mezcla de glicerol-propilengli-

o7+ ) [ eresueciioesasisrsranse teenerasasann cerreaee
4, Fendmeno de SiNBresis ..c.viiveiiieorioostonsoneorionsassnsns o
5. Resistencia a la compresion en funcidn del pH del soporte .....
6. Soluciones amortiguadoras de fosfatos ............. fiseerienas .

6.1 Capacidad de amortiguamiento en presencia de pglimeros cens
6.2 Capacidad de amortiguamiento en presencia de células de

E. €011 CSH=36 ..eveunrsanunsisssrasrtsosnnnsonssnnsssonnss.

6.3 Efecto en las propiedades del SOPOrte...eeesseseerensioanns

e

93
9
94
95
96
97
98

98
99

99
100
100

103
165

105
106
107
108
109

110

n
112

13
114
n7

ne
118

120
121



7. Capacidad de atrapamiento, resistencia a la compresidn y
actividad enzimdtica del SOpPOrte . .viviiieeereneiereonsceesannn

7.1 Actiyidad enzimitica en funcidn de la Tongitud del soporte.
7.2 Porcentaje de actividad enzimdtica expresado ......veveasis

8. Tratamiento quimico de células de E. coli CSH-36 .vvevernrnnnn.

9. Estabilidad de la actividad de enzima g-D-galactosidasa inmovi-
lizada en el soporte al almacenamiento en congelacion (-10°C),.

10. Difusidn de Carbohidratos a través del soporte ................

10.1 Sin células inmovilizadas y a diferentes temperaturas ....

10.2 Con cé&lulas inmovilizadas a 37°C ....... eeeenas cesenns

VITI. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS ...vivvvevannvaranoneen .
1. Interaccidn K-carragenina con galactomannanas ....... teaeases .

1.1 Uso de polioles cvvvererernnssnnncennnas trecersrrattetsasens

J.1.1 Uso de glicerol al 3.4% ...vvivaeneoinrncnrnnincnnes

1.1.2 Variacion de la concentracion de glice;ol e
1.1.3 Uso de propilenglicol ..v.vveveurrenriciiovtonssnsnos

1.2 Adicidn de una mezcla glicerol-propilenglicol .....c.evuunn
2. Cuantificacion del fen6meno de Sindresis .....cveeeeveenneanine
3. Resistencia a la compresion con respecto al PH cievvvnierranans

4. Capacidad de amortiguamiento y efecto de las soluciones
. amortiguadoras de foSfatos ..eivueiiriieiinsraiiiensionnsranisa

5. Capacidad de atrapamiento, resistencia a 1a compresidn y
actividad enzimdtica ........... cesnee eenans Seatensiqeseeontnn
5.1 Porcentaje expresado de actividad enzimdtica de
E. coli CSH-36 con respecto a las dimensiones del soporte..
6. Modificacifn quimica de células de E. col1 CSH=36 +.veveeeannse
6.1 Con agente bifuncional .......ieiseevennecsesnesarosannnnne
6.2 Con agentes oxidantes inorganicos ......ceeevveeeevinnonens

7. Estabilidad al almacenamiento del soporte con células inmovili-
zadas de E. coli CSH=36 ........ teeniaaens Cectsrsresateisenss .e

8. InmoyilizaciGn de K. fragilis 55-61 con actividad de enzima g-
* D-galactosidasa .......... teerenscanssanens cessecasnas resaseres

9, Difusion de galactosa, glucosa, lactosa a través del soporte ..

9.1 Difusidn de galactosa (2.5%) sin células inmovilizadas ....
9,2 Difusion de glucosa (2.5%) sin células inmoyilizadas ......
9.3 Difusidn de lactosa (2.5%) sin células inmovilizadas ......

124
125

126

127

128

130
132

133

133

136
136
137
138
139
140

141

142

143

148

148

149
149

150

150

152

152
158
187



9.4 Difusion de galactosa, glucosa lactosa a trayés del
soporte a 37°C con células inmovilizadas de E. coli CSH-36. 158

IX. CONCLUSIONES (EXtractoS) «veeeeeecevnss Ceaen Creee Ceereerestanene 160
X. LITERATURA CONSULTADA . iviveervnanonnsnsoncsnscnsnsns Certreeae eeee- 168

X1, APENDICE I vovvevinannnenroanvannan T cietirreceiteiies 174



I INTRODUCCION



Introduccién

E1 uso de enzimas aisladas, y desde luego el empleo del
término "enzima" data de 100 afios atrds, Patentes para e]
aislamiento de renina datan de 1885, y de enzimas deter-
gentes a partir de 1915. Sin embargo, resulta relevante
mencionar que de 1a gran cantidad de enzimas identificadas
y estudiadas hasta la fecha, tan sélo 24 enzimas son acep-
tadas por la F.D.A. en Tos Estados Unidos para su empleo
en alimentos 0 se encuentran bajo peticidn para que se
permita su uso (GRASP} a partir de junio de 1983 ('54). En
la tabla 1 se mencionan las enzimas de mayor importancia

comercial a nivel mundial (s58).

Las enzimas se obtienen a partir de extractos de plantas,
tejidos animales, o bien, de microorganismos, siendo esta
d1tima la fuente de mayor explotacidn (figura 1},

La decisién de emplear céiuias completas para la conver-
sién bioquimica, enzimas aisladas § inmoyilizar ambos sis-
teﬁas, requiere de la consideracidn de muchos factores
(31),entre ellos son de mencidn, el grado de dificultad
técnica y el costo relacionado al aislamiento en gran es-
cala de la énzima, as? como su estabiiidad catalitica

operacional. Sin embargo con el desarrollo de la Biologia

Abreviaciones:
F.D.A. = Food Drug Administration (Administracion de Alimentos y Drogas).

GRAS

= Generally Recognized as Safe (Generalmente reconocido como seguro}.

GRASP = GRAS Petition submitted (Sometida a peticidn GRAS).
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Molecular y de la Genética es posible manipular los nive-
les de enzimas para reducir la magnitud del problema,
Aunque esta posibilidad existe, la F.D.A. no acepta pro-
ductos clonados de Ingenieria Genética para uso en especi-
fico en alimentos, dado que todas las nuevas preparaciones
de enzimas deben someterse a pruebas toxicolégicas y de-
mostrar que son seqguras {GRAS). Aunque en el afio de 1980
la F.D.A. acepté 1a produccidn de insulina a partir de
clones para suministro humano siendo esto en particular
causa de una gran polémica (27). Cabe recalcar que la 1e-
gislacidn sobre el empleo de enzimas varia de pais a pafs.

y muchos paises no especifican controies sobre su uso (54).
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Tabla 1. Ventas anuales estimadas de las enzimas mds impor-

tantes en alimentos. (58)

Ventas estimadas ($ MM dSlares)

1985 1990
Glucosa isomerasa 75.5 92.4
Amilasa bacteriana 54.9 67.8
Glucoamilasa 54.9 65.6
Renina 31.8 42.5
Papafna ' 16.8 18.2
Otras 23.5 30.8

Fig. 1 Estimacidn mixima de obtencion de 140 enzimas comer-
ciales tomando como base el afio de 1970. (31)

FUENTES DE ENZIMA:
Microbiana

Plantas

i

/4 Tejidos Animales
60
g 40
% 20
.

10710210701 10 102 10% 104
CANTIDAD ESTIMADA (g)
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Revisidn de la lijteratura:

1. Tipos de Catalisis

Catdlisis bioquimica es sindnimo de catdlisis por enzimas.
La cual es afectada por diferentes estados ambientales en
las gue las enzimas pueden desempeiiar sus funciones. Este
intervalo es extremadamente amplio y complejo con respecto

a células, en comparacidn con enzimas altamente purifica-

das.

1.1 Células

Células y tejidos, se han utilizado como catalfzadbres
durante cientos de afios. La gran versatilidad de las
células microbianas en particular, tienden al desarreclio
de l1a presente industria de la fermentacion. Durante
los procesos de-fermentacion gran nimero de microorga-
nismos se forman a partir de nutrimentos presentes en

e} caldo de fermentacidn. Estos microorganismos duran-
te o después de la fase exponencial de crecimiento,
actlian como catalizadores para la sintesis de productos
(13),desde simples moléculas como etanol o polimeros
extremadamente complejos. Las reacciones implicadas en
1a sintesié de estos productos, generalmente iné]uyen
deshidrogenacién/hidrogénaciﬁn y requerimientos de

ATP. Esto no se debe Gnicamente a las enzimas, sino a
que las células metabolizan 1os nutrimentos para obtener

la energia necesaria para la sintesis. En algunes
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casos, sin embargo, una simple enzima presente en la
célula se requiere para llevar a cabb Ta conversion,
por ejemplo: la isomerizacidn de la glucosa, modifica-
cién de alqunos esteroides, la conversidn de penicilina

a ac. G-aminopenicildnico.

Recientemente otros caminos se han desarrollado como es
Ta inmovilizacidn de células. Esto se logra por varios
métodos, como puede ser por fijacion o atrapamiento en
poliacrilamida u otros geles (51)o por intercambio

idnico o por adsorcidn (26).

Enzimas

Las enzimas, particularmente aquéllas que se producen
extracelularmente por microorganismos (2), se utilizan
como catalizadores en pracesos {ndustriales, como el de
la cerveza, hidrélisis de almidén, clarificacidon de
jugos de frutas, y fabrica de quesos. Técnicas para la
exfraccién en gran escala y aislamiento de enzima in-
tracelulares (10), hacen posible su uso en reactores
como catalizadores (31). En resumen, enzimas solubles
en agua pueden inmovilizarse. Esto es posible por'ad-
sorsion o por ataquelquimico‘de 15 enzima a un soporte
de material sélido, obteniéndose enzimas insolubles
activas. Enzimas pueden atraparse en geles de‘polfa-
crilamida (38) o microcdpsulas (95. Enzimas insolu-
bilizadas pueden hacerse en forma de fibras o particu-

Tas granulares {28), membranas (23) y.tubos (24). Otra
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manera de inmovilizar enzimas, es por adsorcién o por
ataque quimico de Ta enzima a un polimero soluble en
agua de alto peso molecular (30), & solubilizando un

soporte sélido en el cual la enzima puede ser fijada

(4).

Por 1o tanto es posible distinguir seis tipos de catd-
1isis bioquimica (Tabla 2} (I} células matabdlicamente
activas, (II) células metabdlicamente inactivas, (III)

células completas inmovilizadas, (IV) enzimas aisladas,
(V) enzimas insolubles inmovilizadas & enzimas insolu-

bilizadas, y (VI) enzimas solubles inmovilizadas.

Eleccidn del Tipo de Catdlisis

El costo del aislamiento de la enzima y posiblemente de

1a inmoyilizacidn, as? como los costos de la fermenta-

cidn, deben ser balanceados; ademis de otros factores
que afecten la eleccidn del tipo de catdlisis y que a

continuacidn se discutens

1.3.1 Naturaleza de la conversidn

Una conversién bioquimica puede requerir la participa-

cidn de una simple enzima, un complejo enzimdtico &

-muchas enzimas. S1 un gran nimero de enzimas estd in-

volucrado el uso de células completas es el indicado.
Sin embargo, el estudio de sistemas enzimdticos que
requieren fuentes de energia no es muy profundo en la

actualidad, y consecuentemente enzimas que requieren de
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estas fuentes no pueden usarse en forma aislada sin la

adicidn por separado de cofactores‘soiub]es como NAD y
ATP. Técnicas para la reutilizacidn de cofactores, se
han desarrollado a nivel laboratorio mediante 1a inso-
lubilizacién e inmovilizacién de éstos, pero para fines

pricticos a gran escala, no se justifica su uso (53)..

Tabla 2. Tipos de Catalisis Bioquimica y Factores de Seleccidn

Metabdlicas
Células No MetabOlicas

Inmovilizadas

Soluble
Enzimas Inmovilizada soluble

Inmovilizada insoluble

Factores que influyen en la eleccion.
- Naturaleza de la conversién
- Produccidn y pureza
- Estabilidad y reu£i1izaci6n

- Modificacién de la cinética

t
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1.3.2 Pureza del Producto

Cuando se utilizan células, ocurren reacciones alternas
que tienden a reducir el rendimiento e incrementar los
costos de purificacion del producto. En algunos casos
estas reacciones alternas pueden reducirse o eliminarse,
De Flines {15 ) describe una serie de reacciones alter-
nas que ocurren durante la modificacidn de esteroides y
las cuales pueden ejiminarse. Otro problema que se pfe-
senta cuando se utilizan células es la contaminacidn

del producto por compuestos generados durante la 1isis

de la célula.

“Estos problemas pueden evitarse utilizando enzimas pu-
- rificadas, particularmente si se encuentran inmoviliza-

das, o bien por modificacidon quimica de células 6 enzi-
mas (25).

1.3.3 Estabilidad y Reutilizacidn

La dfficu1tad para recuperar enzimas solubles del licor
de reaccidn, usualmente se presenta para reactores por
lotes (batch) y de flujo continue, al operar a altas
temperaturas, o al final de la reaccifn las enzimas
presentan muy bajas actividades. Para sistemas de flu-
jo continuo, las enzimas solubles pueden retenerse en
el reactor empleando membranas de ultrafiltracién (7) .
Células en suspensidn pueden recuperarse del licor de
reaccibn utilizando equipo de separacidn s6iido/1iquido

o por sedimentacién gravitacional. En muchos otros
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casos, sin embargo la pérdida de actividad catalitica
con el tiempo es demasiado rdpida y su reutilizacién

es antiecondmica, especialmente si comienza la lisis de
la célula. La inmovilizacidn de células o enzimas ais-
ladas, facilita su reutilizacion catalitica; esto se
justifica si la estabilidad catalitica de 1a célula o
enzima inmovilizada es alta. Muchos son los reportes
de incrementos de estabilizacidon por inmovilizacidn,
pero pocos de éstos dan valores de estabilidad catali-
tica de la enzima bajo condiciones operacionales (46 ),

(54), (Fig. 2).

Sin embargo, muchas enzimas solubles son muy inestables,
grandes incrementos en su estabilidad pueden necesitar-
se para justificar su inmovilizacidn., Debiéndose tomar
en cuenta el costo total del material que se usard

como soporte, el costo de la enzima, y el procedimiento
de inmovilizacidn, siendo factible calcuiar el ndmero
de veces que Ta enzima inmovilizada puede reutilizarse
eh un reactor por lotes (batch), o el tiempo de opera-
ciﬁn en un reactdr de flujo continuo; y el costo si se
utilizan células o enzimas. La reutilizacion es un.
factor econdmico que influye directamente en el costo
de las formas de catéaisis y por lo tanto en el costo

total de la manufactura del producto (12), (Figura 3).

1.3.4 Modificacién de la Cinética de Reaccidn

Cuatro de Jos tipos de catdlisis enl{stados anterior-
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Glucosa Oxidasa

Gluco Amilasa

100
Inmovilizada
" \
® Soluble
R
- 60 % \.
3 e
=
v 40 |
wl
[~ 4
[=]
<G
a
o= Soluble
- 20 :
(%]
<
L Inmovilizada
.\.
. . . . R \
20 30 40 10 20 30 40

Tiempo , min

Figura 2. Efectd de 1a inmovilizacidn en polietilenamina
sobre la termoestabilidad de glucosa oxidasa
(61°C) y glucoamilasa (68°C). (54)
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mente, de Tos cuales los tres referentes al uso de cé-
Tulas completas y enzimas insolubles inmovilizadas, son
catdlisis en fase s6lida y por lo tanto en una fase di-
ferente al caldo de reaccidn. <Cuando la catdlisis es
un medio hetercgéneo la reaccidén puede afectarse por
gradientes de transferencia de masa de los sustratos a
los sitios de catdlisis. Para células microbianas, la
penetracidn de sustrato en aglutinamientos de cé&lulas
o peliculas, puede restringir su crecimiento o forma-
cion de producto. La resistencia difusional presente
en las células completas es un factor limitante; asfi
como la localizacién de 1a enzima en Ja célula, si se
encuentra a nivel de membrana o estd@ contenida en la
pared celular (54) En caso de enzimas inmovilizadas en
materiales porosos o por atrapamiento limitan la trans-
ferencia de masa. En resumen, la actividad de células
o enzimas inmovilizadas particularmente con sustratos
de alto peso molecular puede restringirse por inaccesi-

bilidad de @stos al sitio activo de la enzima. (21).

2. Inmovilizacidn

2.1 Definicidn
Una célula o enzima inmovyili{zada se define como células
o enzimas cuya localizacidn es en un espacio restrin-

gido completamente a una regidn limitada. (11,52,56)
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2.2 Técnicas de Inmovilizacidn.

Los objetivos de la inmovilizacidon son: Primero, reco-
brar 1a enzima del caldo de reaccién facilmente para
reutilizarla, y esto es importante desde el punto de
vista econdmico. Segunde, conferir estabilidad catali-

tica prolongada al sistema.

MANO DE OBRA
ENERGETICOS
ETCETERA

CATALISIS ¥
REACCION
100 » : ENZIMATICA

Q\ v

I &\ ‘\ 0S
X

CONVENCIONAL - INMOVILIZADO
(Por lotes) (Continuo)

COSTO RELATIVO (%)

Fig. 3 Comparacion del costo relativo de la produccidon indus-
trial de dcidg L-aspirtico utilizando células comple~
tas de E. coli (12).



- 13 -

Muchas técnicas para la inmoyilizacién de enzimas y otras
protefnas se han reportado, pero ninguna técnica serd de
aplicacidn universal, porque las enzimas difieren signifi-
cativamente en su composicidon y caracteristicas fisicoqui-
micas. En resumen, las propiedades del sustrato y produc-

to determinan la eleccidn de la técnica de inmovilizacioén,

Las técnicas de inmovil{zacién pueden dividirse en cuatro

grupos y pueden combinarse entre ellas (Fig, 4}, (52);

1. Atrapamiento o Microencapsulacidn
2. Adsorcidn

3. Unidn al soporte

4

. Entrecruzamiento

En Ta tabla 3,('6’) se resumen algunas de las'Ventajas Y
desventajas de estas técnicas de inmovt!izacién. Para ma-
yor informacidn y profundidad se recomiendan una serie de

revistas y libros (11, 39, 43, 56, 57).

En particular el mé&todo de atrapamiento se basa en confi-
nar enzimas o'células en una matriz polimérica (atrapa-
mienﬁo en cristal), o englobadaé en una membrana semiﬁer-
meable (tipo encapsulacidn). Al inmovilizar por este mé&to-
do las enzimas o células no reaccionan con el soporte, sélo
quedan atrapadas en ellos. Los soportes util{zados por
esta técnica de inmovilizacidn son: K-carragenina, polia-

crilamida, agar, alginato, triacetato de'celuiosa, etc,
(11, 39, 43, 56, 57).
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ENZIMAS INMOVILIZADAS

AN

POR POR
ATRAPAMIENTO ENLACE

ENLACE
COVALENTE
ATRAPAMIENTO MICROENCAP~ //// ’ \\\\
EN MATRIZ SULACION
(&)
£) (&)
N C
ENTRECRUZAMIENTO
UNION AL
SOPORTE

Fig. 4 Técnicas de Inmovilizacidn de Enzimas. (11, 52, 56).
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Tabla 3. Comparacidn de Diferentes Técnicas de Inmovilizacidn (6)

UNTON AL ATRAPAMIENTO  ENTRE

CARACTERISTICA ADSORCION SOPORTE Y MICROEN- CRUZA
CAPSULACION MIENTO

Preparacidn Simple Dificil Dificil Intermedia

Fuerza de enlace Débil Fuerte Intermedia Fuerte

Actividad enzimitica

especifica Alta  Intermedia Baja® Baja

Regeneracion del b

soporte Posible Raro Imposible Imposible

Costo de la inmovilizacién Bajo Alto Intermedio Intermedio

Aplicacion General i S Si Si Si

Proteccidn a la enzima de

protedlisis o ataque ) Algunas

microbiano No No S veces

a) Las bajas actividades espec{ficas se deben posiblemen-
te a fendmenos de difusidn.

b) Algunos soportes pueden regenerarse (p.e, vidrio poroso).
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Galactanas (Extractos)

Los polisacdridos de algas marinas (agar, furcelarano, ca-
rragenina, alginato), son extraidos quimicamente del mate-
rial crudo. E1 extracto 1iquido es evaporado o bien el
polisacadrido es precipitado con alcohal, o0 en el caso del

alginato con dcido o iones divalentes antes de secarlo
(32).

Su unidad estructural aparece en la Tabla 4, asi como su
fuente de obtencidn. Con excepcidn del alginato, los demds
extractos contienen en su estructura grupos éster sulfato
(Tabla 5). De éstos 1a.cafragen1na es el polisac&rido mis
empleado en la industria alimentaria, por susAprOpiedades

funcionales (22). La carragenina es un poiisacdrido que

contiene varias fracciones, de las cuales tres son las mds

importantes por sus caracteristicas y se diferencian entre

s{ por el contenido de grupo &ster sulfato, asi como de
grupos 3,6 anhidro galactdsidos (Tabla 6); y de estas tres

fracciones, la fraccion'Kappa es la dnica que forma geles

‘rigidos con sindresis baja ('1). La estructura covalente

del po]isacérfdd K-carragenina aparece en la figura 5.

- Anderson, N.S. et. al., determiné que la K-carragenina es

una doble hélice en estado sélido (figura 6), (ié).
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Tabla 4.
NOMBRE
EXTRACTOS ORIGEN - FRACCION UNIDAD ESTRUCTURAL

D-galactosa-g(7,4)=
@ Agarosa —— 3 & anhidro-L-Galactosa a(1-3)
Agar Agar“ Gelidium sp.

Agaropectina

. " (a) D-galactosa-2-sulfato-g-(1-4)-
Carragen1na Chondrus crispus Lambqif D-galactosa-2,6 disulfato a(i-3)

4

Gigartina sp.

0-galactosa-4-sulfato-g(1-4)-
Euchema sp. Kappa 3,6 anhidro~D-galactosa a(1-3)

lota D-galactosa~4-sulfato s(1-4)
3,6 anhidro-D-galactosa-2-
su]fato-u-(I-Sg

D-géiactésa 8(1-4)
D-galactosa~4-sulfato a(1-3)
3,6 anhidro-D-galactosa g(1-4)

Furce1arano(a) Furcellaria sp.

Macrocystis sp. D-manoronato, 8(1-4)-
AMginato(a)(b) \oninaria sp. L-guluronato, «(1-4)

Pseudemona aeruginosa
Azotobacter vinelandfii
D-manosa g(1-4)

{a)(c) Galactomannanas D-galactosa, o(1-6)Enlaces
: . Relacidn Manosa/Galactosa

Algarrobo Ceratonia siliqua 3.35:1

Tara Caesalpinia spinosa 3.00:1

: ~ Gleditsis triacantos 2.50:1

Guar Cyamopsis tetra gonolobus 1.50:1
Trigonella foenum-graecum 1.08:1
Crotalaria mucronata 2.70:1

a) Glicksman, M. Gum technolagy in the Food Industry

Academic Press, New York (1969
b) Gorim P.A.J. & Spencer, J.F.T. Can. d, og Che%. (44) 993 (1966)

Linker, A. & Jones, R.5. J. Biol. of Chem, (24) 3845 (1961)
c¢) Dea, [.C.M. J. Mol. Biol. (68) 153 (1972)
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Tabla 5. Contenido de Grupos Ester Sulfato en Galactanas.{1).

Galactana Gpo. Ester Sulfato (%)
Agar . Muy poco
Agaropectina 5-10
Furcelarano . 12 - 18
Carragenina 20 - 36

Tabta 6. Contenido de Grupos Ester Sulfato y 3, 6 Anhidro
en las Fracciones K, i, A de Carragenina {1).

Kappa jofa 1ambda

Gpo. Ester Sulfato (%) 25 k] 35
Gpo. 3,6 Anhidre (%) 34 30 0
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Galactomanannas

Estos polisacdridos se obtienen de semillas de leguminosas
por procesos de molienda y tamizacidn (42), Su estructura

covalente se basa en enlaces g(1-4)-D-Manosa con enlaces
sustituyentes en posicion «{1-6)-D-Galactdsidos (16). Se
clasifican de acuerdo a su relacién manosa-galactosa (Tabla

4}).

E1 anilisis de los productos de hidrdlisis enzimdtica (14')
en galactomannanas determinaron dos estructuras bidsicas, y
que indican que Tos grupos sustituyentes galactdsidos ocu-
rren en bloques, y en muy raras ocasiones se encuentran

aislados, a esta estructura se le denomina regidon ramifica-
da; la ofra estructura denominada regidn lisa estd formada
por secuencias de manosa (Fig. 7). Su estructura covalente

idealizada aparece en la Fig. 8.

Conformacidn y Asociacidn de Carragenina, Agarosa y

Galactomannanas

Algunos polisacdridos (galactanas) forman geles por un me-
canismo que envuelve el entrecruzamiento de cadenas origi-
nando miitiples hélices, sujeto.a un’desdoblamien;o selec~

tivo.

Dependiendo de los residuos terminales de la hélice, ésta
presentard la habilidad de conformar redes, pero cuando no
tienen esta capacidad, la asociacidn con galactomannanas

puede reestablecer esta propiedad de conformar redes. Esta
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asociacidn se denomina como "estructura cuaternaria" del
polisacdrido y el mecanismo "induccidn del ligando de 1a

estructura terciaria" del polisacdrido (16).

Estudios de investigacién de la conformacién geométrica y
asociacidn en estado sélido (fibras), utilizande difraccidn
~de Rayos X y dicroismo infrarrojo { 3), ¥y complementados
con estudios basados en las propiedades de geles térmica-
mente reversibles en solucidn acuosa establecieron el com-

portamiento conformacional y asociacidn entre galactanas y

galactomannanas.

Las estructuras covalgpteé de galactanas y galactomanannas
aparecen en las figuras.ﬁ y 8 respectiVamente,'y las cuales
pueden experimentar cambios conformacionales como se mues-
tra en 1a‘figura 9. Los cambios conformacionéles que ocu=-
rren durante la. licuefaccidn de ge1es‘dé agarosa se .obser-
~van“en la figura 10, Esfos.cambiOS'difieren de los presen-
tados en lé K-carragenina Jdnicamente, en que el desplaza-
miento es totalmente opuesto y presenta una histédresis ma-
yor (Figura 11). En cambio Tas galactomannanas no experi-
mentan un cambio que suyierg la transicién conformacional,
cuando son calentadas y enfriadas sus soluciones acuosas
(Figura 12). " Los cambios en la rotacidn éptica determina=
dos para la asociacidn de K-carragenina-algarrobo se mues-
tra en 1a figura 13, en ella se observa que Jos cambios
conformacionales origiﬁados por la asociacién ;610 influyen

en el punto de licuefaccidn (figura 11). En contraparte,
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cambios experimentados por la asociacidén de agarosa-

algarrobo son muy significativos, ya que su comportamiento

es totalmente diferente con respecto al experimentado por

agarosa sola (Figura 10).

Estos estudios establecieron que el tipo de asoc¢iacidn no

son

covalentes, y que existen zonas especificas de asocia-

cién entre las hélices de las galactanas y la regidn lisa

de las galactonammanas (Figura 14).

Alcoholes Polihidrdlicos, Polioles 6 Polihidroles

6.1

Definicidn

E1 término poliol se aplica a aquéllas moléculas que
tienen dos o mids grupos hidroxilo (OH"). Esto excluye

a los azlcares, debido al grupo aldehido o cetona

. presente en su estructura.

6.2

Los polioles se conocen desde finales del siglo pasa-

do; el més conocido, el glicerol se utiliza desde
entonces para evitar la desnaturalizacidn de protei-
nas. Se adicionan para mantener Tas caracteristicas
de retencion de agua del sistema que los contenga,
evitando su pérdida durante un largo periodo de tiempo.
Los mis empleados en la industria alimentaria son: el
propilenglicol, el glicerol, manitol y sorbitol (Figu-
ra 15). La estabilidad al almacenamiento de enzimas

en soluciones concentradas de polidles, repriﬁe el
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crecimiento microbiano por alta presidn osmdética (45).

Un breve resumen de las caracteristicas y ap]icacioﬁes
aparecen en la tabla 7 y 8, y sirven como criterio
para su eleccid6n. Furia (21) reporta utilizando
la tabla 7 la eleccidn de propilen glicol para con-
centrados de saborizantes debido a su accidn solubili-

zante y poco voldtil.

0505

CHo0H °

Fig. 5 Estructura covalente de K- carragenina (idea-
lizada) (16).
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Modele para la base molecular de Ta formacidn
de un gel de k-carragenina e i-carragenina:
una red es formada por la combinacidn de cade-
nas que originan dobles  hélices, y que estd
influenciada por la distribucién de pliegues
que marcan su terminacién, y que estdn sefiala-
dos en la figura por flechas. Especialmente
en k-carragenina la red es mds estable.(16).

- Conformaciones de- una galactomannana y su
intérconversidon hipotética. A la izquierda,

en forma enrrollada y a 1a derecha en forma
desdoblada. En esta figura los residuos de
galactosa (regidn ramificada) destacan de 1la
cadena continua de manosa (regidn lisa). Uni-
camente se representan dos zonas ramificadas

y una lisa en la cadena, pero una galactomanna-
na puede contener varias de éstas secuencias

en forma alterna (g},
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Fig 8 Estructura covalente de una ga]actomannana
(idealizada) (16).
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-Fig. 9 Angu105 rotacicnales entre residuos adyacentes.

La orfentacion relativa de residuos adyacentes
unidos. por enlaces glucosidicos al anillo son
definidos por dos dngulos rotacionales ¢ y ¢.
Los enlaces 1,6 introducen la posibilidad de
rotacién cerca de los enlaces en (C-5)-(C-6).

(16).
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Comparacidn de la variacion de rotacién Opti-
ca con la temperatura para agarosa (arriba)
para una mezcla de agarosa (0.05%) y alga-

y
rrobo (0.01%) (abajo) a 546 nm. (16)

0254~

[ 1] o

ROTACION OPTICA (grados)

" TEMPERATURA (°C)

Variacidn de la rotacidn Gptica con respecto
a la temperatura de k-carragenina (3%) a 546
nm. E1 punto de gelificacion (G) y el punto
de licuefaccidon (L) se sefialan con flechas.

(1e).
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Fig. 12 Variacidn de la rotacién Gptica de las galac-
tomannanas (1%) con la temperatura a 546 nm.
(16).
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Fig. 13 Variacion de 1a rotacidn 6ptica de k-carrage-
'nina (1%) con algarrobo (2%) a 546 nm. E1
“punto de gelificacion (G) y el punto de li-
cuefaccion (L) se sefialan con flechas (16).
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Fig. 14 Modelo propuesto para la interaccidn entre cadenas
“rde K- carragenina (C) y galactomannana (G). Para ex-
piicacifn de la galactomannana ver la expllcac1on de

la figura 7. (16).

CH., OH CH,0H CH,OH

‘ : A\

CHOH CHOH (cHot)
CHy ~ CH,0H CK,,0H

PROPILENGLICOL - GLICEROL MANITOL Y SORBITOL
SON ENANTIOMEROS

F1g. 15 Polioles mis utilizados en la industria
alimentaria (21) ,
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Tabla 7 Guia para la seleccién de polioles mis usados
en la industria alimentaria farmacéutica (21)

. PG G S M
Modificacidn de Ta
~cristalizacion * *
Humectante * * * *
Plastificante *
Espesante * *
Rehidratacidn , * *
Solubilizante *

Abreviaciones: PG = propilehglicol,_é = glicerol,

S = sorbitol, M = manitol.
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Tabla 8. Enzimas Estabilizadas por Polihidroles. {(45)

ENZIMA POLIALCOHOL CARACTERISTICA REF.
Glucoamilasa 10-100% glicerol T+ (10 min, 60°C) Moriyama
et. al.
(1977)
Proteasa 50-70% glicerol S+ (28 dias, 33°C) Yasumatsu
. : et. al.
{1965)
a~amilasa 50-70% sorbitol T+ {10 min, 80°C)
aldehido Bradbury
deshidrogenasa 30% glicerol . I+ (20min, jodoacetato) (& Jacoby
1972
Ribonucleasa 10-25% glicerol Tt ETemp. de transicién) Gerlsma
25% eritrol D+ {urea) {1968)
10-40% sorbitol
Quimotripsindgeno A 10-30% eritrol T+ (Temp. de transicidn) Gerlsma
, 10-30% sorbitol (1970)
Quimotripsina 50-90% glicerol P+ (24h, 25°C) Sokolova
- » et. al.
' (1977)
Tripsina 30-50% etilenglicol D+ Eurea)
T+ (3h, 35°C)
g-amilasa 50% glicerol S+ (48h, 37°C) Banks
(1969)
T = estabilidad al calor.
S = estabiiidad al almacenamiento.
P = estabilidad contra protedlisis.
0 = estabilidad contra desnaturalizantes.

L
1]

estabilidad contra inhibidores.

4+ = incremento.
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Teoria de la Celda Modificada para los Estudios de

Difusian

Polimeros naturales o sintéticos son utilizados como ma-
trices en algunas técnicas de inmovilizacidn para atrapar
proteinas, enzimas y/o células. Las caracteristicas fi-
sicoquimicas de tales matrices, en forma de geles, pueden
tener un efecto sobre las reacciones del material biold-

gico quimicamente activo atrapado en el gel.

E1 tamafio del poro del gel, reflejado por la viscosidad
del acarreador debido al tamafio de la molécula y/o a su
concentracidéf ,pueden afectar la difusion del(los) sustra-
to(s) o producto{s) y limitar las velocidades de reaccidn
de las células atrapadas y/o enzimas. Por lo tanto, el
tamafio del poro del gel es un pardametro critico en la

seleccidn de una matriz para un proceso particular.

Sustratos de bajo peso molecular, asi come productos, se
pueden difundir fdcilmente hacia la matriz, en tanto

ésta contenga poros largos y/o anchos. Sin embargo los
poros pueden permitir la salida del material activo de 1a
matriz que lo contenga. ‘Es por eso, que la caracteriza-
cidn en términos de difusidn, de sustratos y productos
reviste gran 1mportancié para la seleccidn y utilizacidn

de matrices en forma de geles.

Los estudios de difusion para los sustratos y productos
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del presente estudio, se efectuaron utilizando la técnica

de 1a celda modificada originalmente propuesta por March

y Weaver (34), y posteriormente utilizada por Friedman

(20). Los datos reportados por este d1timo autor se han

venido utilizando en 1a comprension de los fendomenos difu-

sionales a través de geles (matrices poliméricas).

7.1 March y Weaver {(34) han derivado una solucifn a la ecua-

cion de Fick, basados en 1a analogia que existe entre

1a transferencia de calor y 1a transferencia de masa.

E1 problema aqui considerado es el de flujo en una
diréccién, ocurriendo cuando un sdlido de longitud £
en 1a direccidon x, estd en contacto en el plano x =
£, con una solucidn liquida bien agitada. E1 plano

x = 0 es impermeable al flujo o estd aislado.

Para que el flujo de masa o calor ocurra en una direc-
¢idn, es necesario que ambos, sdlidos y 1iquides sean
infinitos en la direccidn normal a x, 0 que sean cuer-
pos cilindricos de idéntica seccidn transversa]vcuyés
superficies laterales sean impermeables al flujo o se
- encuentren aislados. Esta d1tima condicidn fue la
seguida'para el diséﬂo de la celda modificada utiliza-
da para el presente trabajo. Don Juan, M. (18) cons-

truyd la celda que se empied en este trabajo.

Las ecuaciones y condiciones que describen la teoria
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1la celda se presentan a continuacidn:

Sea que el 1iquido se extienda de x = £ a x = 22,

El s6lido o gel, se extiende de x = 0 a x = £.

. Se define una funcidn u(x,t) que representa la con-

centracién del soluto A en el sdlido, a cualquier

espesor x y tiempo t.

Se define una funcidn V (t) que representa la con-

centracion de A en el 1iquido para t = t.

. Por 1o anterior, la segunda Ley de Fick es expre=

sada como:

2
Pag ﬁ—% s 84 - parat> 0 (1)
ax st
donde DAG = coeficiente de'difusién de A en el

sblidb.

.. Las condiciones iniciales en 1a frontera son:

S¥_ -0 en Xx=0 parat>0 (2)
(3.4
y-rim u(x,t) = u(x) en0 < x> £ (3)

t=0
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donde uo(x) es la concentracifn inicial del soluto

A en el sdlido.

El contacto del sélido y el liquido en x = 2

(1a interfase), da la condicidn:

u(e,t) = v(t) parat >0 (4)

. Si la concentracidn inicial de A en el 1iquido es

Vo, la concentracidon de A para cualquier tiempo t

estd dada por:

W(t) = Vo - by st (& (5)

[+]

. Por diferenciacidn de (5) se obtiene:

Su _ S8v
A ¢ ax! x=¢ 3T (6)

D
La ecuacién (6) expresa el hecho de que el cambio
de concentracion de A con respecto al tiempo en el
1iquido, es proporcional al cambio de concentracidn
de A con respecto al espesor en el sélido. La se-
rie Qe ecuacione§ del 1 al 6 representan la teoria

de 1a celda modificada.

Para el caso A = 1, esto es que el cociente volumen
del 1iquido con respecto al del sélido sea igual a

1. Friedman (20) presenta la solucidn a las ecua-
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ciones del 1 al 6 en forma de:

2

vi= 18 8 T ()

2 h=0 (n+ 1)+
donde T =D t/t2

AG
Dpg = coef. de difusion de A en el gel
t = tiempo
£ = espesor del gel

March y Weaver (34) presentan la solucién como:

v (T) = %.- 0.327 =4 11T 4 g.0766 &~24- 14T .
0.0306 ¢~83+98T 4 g.0160 1237 & .... (8)

En la utilizacion de la solucidn, Don Juan, M.J.

(18) propuso la forma:

vu)=%- 0.327 &+ 17T 4 g.0766 724147 &

: 1237
0.0306 e~53-68T + 0.0160 e +

i 8
n=5  (2n + 1)%r°

ECTILR o)
4

misma que se expandié a 15 términos.
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La ecuacidn (9) permite determinar la concentra-
cién de un soluto difundible presente en el liqui-
do, con respecto al tiempo. Si se conoce esta
funcidn V(t) experimentalmente asi como el espesor
del gel £, el coeficiente de difusidn a través del
gel DAG' se calcula resolviendo la ecuacidn (9)
para T. Don Juan (18) utilizd el método matemdtico
de Newton para calcular el valor DAG’ por medio de

la ecuacidn (9). Figura 16.
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FIGURA 16: CELDA MODIFICADA
PARA ESTUDIOS DIFUSIONALES EN GELES

x
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Antecedentes:

Inmovilizacion de células en k-carragenina,

E1 método utilizado para 1a inmovilizacidn de células con
actividad enzimitica, es el reportado por Tosa et. al. (51),
el cual consiste en solubilizar 3.4g9 de k-carragenina en
una solucidn fisioldgica salina a 3? - 60°C; por separado
se suspenden 16g (peso himedo) de células microbianas en
solucidn fisioldgica salina a 25 - 50°C. Las dos solucio-

nes se mezclan, y una vez mezcladas se enfrfian a 10°C du-

rante 30 minutos.

Para incrementar la rigidez del soporte se sumerge en una

solucidn de cloruro de potasic 0.3M previamente frfa.
1.1 Tratamiento con glutaraldehido-etilendiamino.

Este tratamiento es con el objeto de evitar que las cé-
Tulas se lizen y otorgar una estabilidad mids prolongada
al soporte o catalizador. Tratamiento que puede resul-
tar agresivo a la ictividad de la enzima de interés;

para ello es importante optimizar la concentracidn, pH,

témperaturé y tiempo de contacto con el soporte.

Tosa et. al (51) utilizd una amina alifdtica para redu-
cfr la agresividad del glutaraldehido, ya que el grupb

aldehido reacciona con los grupos amino de la etilen-
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diamino y grupos amino de las células formando puentes
intermoleculares. La concentracién que utilizd de
etilen-diamino fue de 0.12 M y la de glutaraldehido
0.6 M con un tiempo de contacto con el soporte de 30

min. a 5°C pH 7.0.

La actividad retenida para varias enzimas inmovilizadas
en k4carragenina y sometidas a este tratamiento, osci-
lan entre 30 y 70%, y su vida media al almacenarse a
una temperatura de 4°C en una soiucion 0.3 M de KC1 es

de 50 a 686 dias.
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0BJETIVD GENERAL

Caracterizar y mejorar la inmovilizacidn de E. coli y
- K. _fragilis con actividad de g-D-galactosidasa, por
el método de atrapamiento a través de la interaccion

de K-carragenina con gaioctamannanas y uso de polioles.
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0BJETIVOS PARCIALES

1. Evitar el fendmeno de Sinéresis.
2. Aumentar la resistencia fisica del soporte.

3. Evitar que las cBlulas lleven a cabo funciones metabélicas

que afecten el soporte mediante tratamiento quimico después

de inmovilizarlas.

3,1 Evitar el tratamiento que se dia al sistema de inmovi-

lizacion con glutaraldehido-etilendiamino.
4. Caracterizacidn del soporte.

4.1 A diferentes pHs.

4,2 A diferentes concentraciones de soluciones amortigua-
-doras de fosfatos.

4,3 Cuantificar la actividad de enzima g-D-galactosidasa con
respecto a la capacidad de atrapamiento del soporte.

4.4 Cuantificar el coeficiente_de difusividad para sustra-

to(s) (lactosa) y producto(s) (glucosa y galactosa) en
e! soporte.



V. MATERIALES Y METODOS
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1.0 METODOLOGIA GENERAL PARA LA MANUFACTURA DEL SOPOQRTE.

Materiales:

- Balanza analitica (Sartorius).

- Homogenizador de propela (Cafrano).

- Termomezclador (Colora Messtechnick)

~ Parrilla eléactrica con sistema dé agitacién (Corning).
- Agitador mégnético;_

- Vaso de precipitados de 250 ml1 (Pyrex).

- Probeta de vidrio de 100 m (Pyrex).

- Espatula.

- Recipiente de pléstico

Sustancias:

- Goma Guar (Quimica Hércules de México)

Goma de Algarrobo (Quimica Hércules de México)

Kecarragenina (Kgbenhavns Pektinfabrik, Denmark).

]

¢loruro de sodio R, A. (J.T. Baker).

"Agua bidestilada.

Metodologla:

1. Colocar an un vaso de precipitados 94 ml de agua bides-
tilada.,

2. Adicfonar 0.9 g de cloruro de sodfo y solubilizar to-
talmente, _

3. Adicionar a esta solucifn, lentamente y con agitacidn

constante con ayuda de un homogenizador de propela, los
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casaos que a continuacidn se mencionan;
a) K-carragenina.
b) K-carragenina-goma guar.

c) K~carragenina-goma de algarrobo.

De acuerdo con la Tabla 9 correspondiente a las formu.

lactones propuestas para el sistema de inmovilizaci6n.

4, Solubilizar a temperatura ambiente durante 15 minutos
pufdando que la solucidn quede excenta de grumos,

5. Efectuar la inmersidn parcial del vaso de precipitados
en Bafio Marfa a 45-50°C, homogenizando durante 15 minu-
tos-m&s.

6. Inducir la formacidn del gel a temperatura ambiente.

7. Extruir la forma geométrica deseada, después de 12 ho-
ras de haber gelificado el sistema,

8. Efectuar la cuantificaci6n de resistencia a la compre-

sidn después de extruir el sistema (P. ej. paso No. 1 pun-
to 3.0 p. 48).

METODOLOGIA PARA LA MANUFACTURA DEL SOPORTE CON .

ADICION DE GLICEROL.

Materiales y Sustancias;

- Los mencionados en 1a Ea;odo1og{a General,
- Glicerel U,S,P. (J.T. Bakep),

" MetodeTogia.,

1. Colocar en un vaso de precipitades 40 nl de agua hidess
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tilada.

. Adicionar 0.9 g de cloruro de sodio y solubilizar to-

talmente.

3. A esta soluci6n adicionar los siguientes casos que a

continuacién se mencionan:

a) K-carragenina-glicerol 3.4% Y/y

b) K-carragenina-goma de algarrobo-glicerol 3.4% v/v.

¢). K-carragenina-goma guar-glicérol 3.4% v/v.

d) K-carragenina (1.35 g) - goma de algarrobe (2.51 g)
y 10, 20, 30, 40 6 50% Y/v de glicerol,

De acuerdo a la tabla 9 correspondiente a las formula-

ciones propuestas para el sistema de inmovilizacidn.

. Adicionar agua btdestilada cuanto baste para 94,0 ml.

. Los pardmetros subsecuentes son los mismos que se men-

cionan en la Metodologfa General a partir del punto

No. 4 correspondiente.

1.2 METODOLOGIA PARA LA MANUFACTURA DEL SOQPORTE CON ADICION

DE PROPILENGLICOL.

Materiales y Sustanctas:

- Se ut111zaﬁ los mencionados en 1a Metodologia General,

con excepcidn de goma guab.

- Propilenglicol U.S.P. (J,T. Baker),

Metodologia,

1.

Colocar en un vaso de precipitados 40 ml de agua bides-
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tilada.

Adicionar 0.9 g de cloruro de sodio y solubilizar to-

talmente. y

Adicionar a esta soTﬁcién; lentamente y con agitaciédn

const&nte con ayuda de un homogenizador de propela, los

casos que a continuacidn se mencionan:

a) K-carragenina (3.86 g) - pripilenglicol 3.42 Y/v.

b) K-carragenina (1.25 g} - goma de algarrobo (2.51 g)
y propilenglicol 3.4, 10, 20, 30, 40, 50% V/v.

. Adicionar agua bidestilada c.h.p. 94 ml.

.. Los pardmetros subsecuentes son 1os mismos que se men-

cionan en la Metodologia General a partir del punto

No. 4 correspondiente.

1.3 METODOLUGIA PARA LA MANUFACTURA DEL SOPORTE CON ADICION
DE UNA MEZCLA DE GLICEROL-PROPILENGLICOL.

Materiales:

- Se utilizan los mencionados en la Metodologla General.

Sustancias;

Goma de algarroho {Quimica H&rcules de México),

K-carragenina (Kﬁbenhaxns Pektinfabrik , Denmark),
Cloruro de Sodio R, A. (J.T. Baker), .
Propilenglicol U.S.P. (9.7, Baker].

.Glicerol U.S.P. (§.T. Baker).

Metodologfa.
1, Colocar en un vaso de precipitados 59 ml de agua bides-

]
l
|

)
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tilada.

. Adicionar 0.9 ¢ de cloruro de sodio y solubilizar total-

mente.

3. Adicionar 35 ml de una solucifn homogénea de glicerol-
propolenglicol de acuerdo a las formulaciones que apare-
cen en la tabla 10,

4. Adicionar a esta solucidn lentamente y con agitacidn
constante, con ayuda de un homogenizador de propela
1.35 g de K-carragenina y 2.51 g de goma de algarrobo.

5. Los pardmetros subsécuentes son Tos mismos que se men-

cibnan en la Metodologia General a partir del punto No.

4 correspondiente.

2.0 METODOLOGIA PARA LA CUANTIFICACION DE LA RESISTENCIA
A LA COMPRESION (t) DEL SOPORTE.

Materiales:

- Compresor de Hidrocoloides (aprobado por A.D.A. Especi-
fication No. 11, 4.3.9.4 Compresive Strength, 1980),

- COmpreso} Universal de Materiales (Instron), |

- Vernier‘(Métromex) Mod. 1472,

-~ Espdtula.

- Crondmetro.

- Balanza Digital (Sartorius).

Metodologla.
2.1 CASO I, ‘Compresor de Hidrocoloides (Fig.17}.

1. Extruir y seleccionar una poblacifn de 10 muestras para
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Figura 17: Compresor de sistemas hidrocoloidales
(Compresive Strengh Sp. No. 11 4.3.9.4.
D.M.S., 1980).
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efectuar 1a cuantificacidn,

2, Determinar las dimensiones del area de contacto de la
muestra a cuantificar con el compresor mediante el
uso de un Vernier,

3. Adicionar diferentes cantidades en peso, por espacio de
30 segundos entre cada adicifn, y asi sucesivamente
hasta observar la ruptura del gel.

4. Cuantificar la cantidad en peso referida a la ruptura
del gel observada.

5. Reportar la resistencia a la compresién en unidades de
KEchz.

6. Efectuar el andlisis estadistico de los datos obtenidos

calculando:
a) Media aritmética X.
b) Desviac¢ifn estandar S.

¢) Varianza v.

CASO IIl. Compresor Universal de Materiales (Instron).

Este método slo se empled para corroborar los datos obte-
nidos,en el Caso I para la resistencia a la compresién con
respecto a la capacidad de atrapamienfo del sistema de in-

movilizacidn; de acuerdo con la relacifn Peso seco células

" (g): Peso seco polimeros (g) y que presentd las caracte--

risticas dptimas de actividad enzimdtica,

Metodologfa,
La metodologfa esta basada en la especificacifn D-659-54
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de 1a A.S.T.M. (American Society for Test Materials); fi-

Jando los siguientes pardmetros:

12 Area de contacto entre la muestra a analtizar y el com-
presor de materiales (cmz).

22 Yelocidad de prueba 6 de aplicacidon de Ta compresidn
{mm/min).

32 \elocidad de la grdfica (mm/min).

n —,
42 Escala de la compresidn (kg).

DETERMINACION DEL FENOMENO DE SINERESIS.

Materiales:

Balanza Analitica (Sartorius).

Cajas de Petri (Pyrex).

3

Desecador.

Espdtula.

Sustancias:
- Silica gel (a,T, Baker).

- Cloruro de calcio anhidro (J.T, Baker),

Metodologfa.
1. Extrair 4 cubos de 1 x 1 x 1 -cm de las formulaciones

propuestas para el sistema de inmoyilizacifn después de
12 horas de haber inducido a la gelificaciéh y que pre=
" sentaron resistencia a la compresidn (Tabla 10).

2. Pesar en balanza analftica y anotar e] pese¢ correspon-
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diente de cada uno.

3. Depositarlos en cajas de Petri (una por cada formula-
cidn), adheriéndolos en la parte superior interna de
la tapa.

4. En la parte inferior interna de la caja de Petri colo-
car una sal higroscépica (silica gel).

5. Unir ambas partes de la caja y depositarla en un siste-
ma de secado, que contenga una sal higroscdpica (cloru-
ro de sodio anhidro).

6. Mantener el sistema de secado cerrado (Figura 18).

7. A diferentes periodos de tiempo que se consideren con-
venientes retirar el espécimen (cubo) y pesarlo; y asi
sucesivamente cuantas veces sea conyeniente, anotando
la fecha y tiempo aproximado transcurrido en horas en-
tre la anterior y la determinacin subsecuente.

8, Reportar en % de pérdida en peso en funcibn del tiempo

en horas.

Nota: Se recomienda mantener las sales higroscdpicas en
‘Gptimas condiciones, evitando que se sobresaturen
de humedad presente en el medio ambiente del siste-

ma, cambidndolas periddicamente,

4.0 DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO DEL SOPORTE CON

RESPECTO A LA VARIACION DE pH EN TERMINOS OE RESISTENCIA A LA
COMPRESION.

Materiales:

- Matraz aforado-de 10 ml (Pyrex).
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FIGURA 18: Sistema para 1a cuantificacisn de
sinérisis.‘
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Matraz aforado de 100 m] (Pyrex).
Vaso de precipitados de 250 m1 (Pyrex).

gl

Potencidmetro (Corning)

Los enlistados en la metodologia general para la manu-
factura del sistema de inmovilizacidn.

Los enlistados en la metodologia para la cuantificacitn

de la resistencia a la compresidon (Caso I].

Sustancias:

K-carragenina (Kgbenhavns Pektinfabrik, Denmark),
Goma de algarrobo (Quimica Hércules de México}.
Pripilenglicol U.S.P. (J.T. Baker).

Glicerol U.S.P, (J.T. Baker).

Acido fosférico H.P0, (J.T. Baker).

Cloruro de sodio R,A, (J.T. Baker).

Fosfato ¢e potasio monobdsico KH2P04 (J.T. Baker).
Fosfato de potasio dibdsico K,HPO, (J.T. Baker).

Agua desionizada.

Metodologfa:

1.

Preparar soluciones amortiguadoras de fosfatos 0.2M en
un intervalo de pH 4.0 a pH 9.0, utilizando para su

preparacién la ecuacidn de Henderson-Hasselbalch,

2. Adicionar en un vaso de precipitados 59 ml de Ta solu-

ci6n amortiguadora de fosfatos 0.2M y pH conocido.

. Adicionar a esta solucién 35 ml1 de una solucidn de

glicerol-propilengliéol correspoﬁd1ente a la formula-

cién D de la Tabla 10.
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. Mezclar con agitacién constante durante 5 minutos, has-

ta obtener una solucid6n homogénea.
Adicionar a esta solucidén y con agitacidn constante,
con ayuda de un homogenizador de propela 1.35 g de K-

carragenina y 2.51 g de goma de algarrobo.

. Los pardmetros subsecuentes son los mismos gue se men-

cionan en la metodologia general para la manufactura
del sistema de inmovilizacidn a partir del punto No. ¢

correspondiente,

PACIDAD DE AMORTIGUAMIENTO Y EFECTO SOBRE LAS PROPIEDA-

DES DEL SOPORTE DE LAS SOLUCIONES AMORTIGUADORAS DE
FOSFATOS.

PA
de
fo
bo

Ma

RTE I: Capacidad de amortiguamiento del pH en funciodn

1a concentracibén de las soluciones amortiguadoras de
sfatos en presencia de polimeros (K-carragenina-algarro-

1.

teriales:

Matraz aforado de 100 m1 (Pyrex).

Vaso de precipitados de 250 m1 (Pyrex),
Homogenizador de prope]a (Cafrano).
Termomezclador (Colora Messtechnick),
Recipiente de pldstico.

Termémetro (Heeke}-10°2 125°C.

Agitador magnético.

Parrilla eléctrica con sistema de agitacidn (Corning).
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Balanza analftica (Sartorius).

Espdtula.

]

Crondmetro.

Potencifmetro {Corning).

Sustancias:

K-carragenina (Kgbenhavns Pektinfabrik, Denmark).

Goma de algarrobo (Quimica Hércules de México),

Fosfato de potasio dibdsico KZHPO4 (J.7. Baker).

Fosfato de potasio monobdsico KH,P0, (J.T. Baker).
Agua bidestilada.

Metodologia:

1. Determfnar el pH a temperatura ambiente de una disper-
si6n de K-carragenina (1.25 g) y goma de algarrobo
(2.51 g). '

2. Preparar soluciones amortiguadoras de fosfatos en con-
centraciones de 0.2, 0.1, 0.05 y 0.01 M a pH determina~
do en el punto anterior {pH a 20°C = 8.,08), utilizando
Ta ecuacién de Henderson-Hasselbalch,

3. Adicionar a 94 ml de una solucidn amortiguadora de fos=-
fatos de concentractén y pH conocidos, contenida en un
vaso de precipitados de 250 ml1., 1,25 g de K~carrageni-
na y 2.51 g de goma de algarrobo lentamente y con agi-
tacifn constante con ayuda de un homogenizador de pro-
pela.

4, Determinar el pH de la dispersidén a temperatura ambien-

te, para cada una de las soluciones amortiguadoras de
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diferente concentracidn. .

5. Efectuar la inmersidn parcial del vaso de precipitados
en Bafio Maria, y detectar la variacion de pH con ayuda
de un potenciémetro en funcién del incremento de tempe-
ratura hasta alcanzar 45°C y con agitacidon constante
durante 30 minutos.

6. Enfriar el sistema a temperatura ambiente.

7. Determinar el pH de 1a dispersidn a temperatura ambien-
te con agitacidon constante, y después sin agitacién

afectuar también esta determinacidn.

5.2 PARTE II: Capacidad de amortiguamiento del pH en funcidn

de su concentracién, en presencia de células.
Materiales:
Los enlistados en la.Parte I de esta seccifn, correspon-

' diente a soluciones amortiguadoras de fosfatos (punto 5.1).

Sustancias:

Fosfato de potasio monobdsico KH,PO, (J.T. Baker]).

Fosfato de potasio dibdsico K,HPO, (J.7. Baker)}.

Agua bidestilada.

3

C&élutas de E. coli CSH-36 (CIIGB/UNAM)

Metodologia:
1. Determinar el pH a temperatura ambiente de una suspen=

si6n celular de E. coli CSH-36 en concentracién de 3.4%
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Determinar el pH del sistema de inmovilizacién en esta-
do de ge1'a temperatura ambiente,
Preparar 100 m1 de cada una de las soluciones amorti-
guadoras de fosfatos en concentracidn de 0.2, 0.1, 0.05
y 0.01 M a pH determinado en el punto No. 2 (pH a 20°C=

8.15), utilizando la ecuacion de Henderson-Hasselbalch.

. Adicionar a 94 ml de cada una de las soluciones amorti-

guadoras de fosfatos de concentracidn conocida pH =

8.15, 3.4 g de células (peso seco) de E. coli CSH-36.

. Agitar constantemente con ayuda de un homogenizador de

propela hasta obtener una suspensidn homogénea. .

Los pardmetros subsecuentes son los mismos que se men-
cionan en la Parte I de esta seccifn, correspondiente a
soluciones amortiguadoras de fosfatos, a partir del

punto No. 4 gue le corresponde.

PARTE III. Efectos de las solucignes amortiguaﬁoras de

fosfatos sobre las propiedades del soporte.’

Materiales y sustancias:

Los enlistado en Ta Parte I de esta seccidn, correspon-.

di

+

1

1

ente a las soluciones amortiguadoras de fosfatos,_

Propilenglicol U,S.P. (J,T. Baker).
Glicerol U,S,P, (J.T, Baker).
Cloruro de sodio R.A. (J.T. Baker},
Agua bidestilada.
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Metodologta: ,
1. Preparar soluciones amortiguadoras de fosfatos de con-

centraciones 0.1 y 0.01M a pH de 8.08 y 8.15, utilizan-
do Ia ecuacidén de Henderson-Hasselbalch. -
Colocar en un vaso de precipitados 59 mi de solucidgn
amortiguadora de fosfatos de concentracidn y pH cono=-
cidos, sean sea el caso correspondiente.

Adicionar a esta so1uc16n 0.9 g de cloruro de sodio'y
solubilizarlo totalmente.

Adicionar 35 ml de una solucidn homogenea de glicerol-
propilengiico] correspondiente a 1la formulacidn D de 1la
tabla.10. ‘

Los parametros subsecuentes son los mismos que se men-

cionan en 1a metodologfa para la inmovilizacidn de cé-

vAlulas de E. coli CSH-36 (punto 14) a partir del punto

No. 4 correspondiente,
Determinar la actividad enzimitica presente en el sis-

tema de inmoyilizacidn de acuerdo a 12 metodologia que

" 1e corresponde (punto 6.5).

, E1 sistema de inmoyilizacidn extruidp en forma de cubos

de 1 x 1 x 1 cm, someterlo después de 7 dias de haber
inducido a estado de, gel y almacenado a 4°C, a agita-
ciﬁn constante en 100 m1 de agua bhidestilada a 200 rpnm
a 37°C durante 30 minutos, para detectar posible ero-

sTén del sistema.

. Compafar los datos obtenidos contra un testigo del sis-

tema de inmoy{lizacion el cual no contendré solucidn

amortiguadora de fosfatos, sometido a los mismos pari-
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metros.

6.0 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE s-GALACTOSIDASA
EN CELULAS DE E. COLI CSH-36 LIBRES E INMOVILIZADAS EN EL SOPORTE

Método:
0-nitrofenil-g-D-galactdésido para la determinacifn de ac-

tividad de g-galactosidasa de células de E, coli (29))
6.1 FUNDAMENTO:

El crombégeno ONPG es hidrolizado por 1a enzima g-D-galac~
tosidasa, que efectfla la hidrdlisis de 1a lactosa. Este
es un‘analogo que es USado‘como sustrato de‘prueba para la
determinacién de la enzima g-D-galactosidasa, presente en
E.coli, E1 método descrito es el reportado por Ledeberg
"J.: y por Kuby, S.AL (29) para la pt “cacidn y cinética

de dicha enzima,

E1 glicdsido (ONPG} intacto a pH 7.0 y en solucﬁdn amortdi-~
guadora de los fosfatos 0.1M -es unaléolucién 1nco1oré: al
_ser hidrolizada una moldcula de ONPG genera una molécula
de galactosa y una mo]égula de o-nitrofenol (ONP).' El
- ONP libre es sujeto a cambios tautomért;os, en quuci&n
alcalina, que originan una coloracién amarilia, que.pﬁede
ser medida colorimétricamente, siendo esta cclorah16n pro-
‘porcional a la actividad enzimdtica y al tiempo., La ab-

sorbancia Sptima de esta coloracifn es a.410 nm,
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Reaccidn:

‘ oH ) oM
N
°_’~ 0 CH,0H g-D-galactosidasa N0, CH,0N

0, > oH 0
aH *
of OH of oM
' ONP
¢ ONPG (color amarillo) g-D-galactosa

Materiales:

- Balanza analitica (Sartorius).

" - Espatula.

- Matraz Erlenmeyer 50 ml (Pyrex).

- Pipetas graduadas de T ml (Pyrex}.

- Pipetas graduadas de 5 m1 (Pyrex).

- Tubos de ensayo 13 X 100 mm.’ (nyex).
- Gradilla. » .

- Probeta graduada de 50 m1 (Pyrex).

- Crongmetro.

- Agitador Vortex.

- Espectrofotdmetro (Beckman) Mod. 35.
- valvula de bombeo deféeguridad para pipeta.

- Matraz aforado‘de 250 mi (Pyrex).

Reactivos:

- 0-nitrofenil-g-galactosido ONPG (S1gma).
- Carbonato de sodio (J.T. Baker).
- Cloruro ¢é Magnesio (J.T. Baker).
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g-mercaptoetanol (Sigma).
Fosfato de potasio monobdsico (J.T. Baker),
Fosfato de potasio dibdsico (J.T. Baker). -
Agua hidestilada. .

Microorganismo;

Escherichia coli CSH-36 con actividad de g-D-galactosi~

dasa . (CIIGB/UNAM).

PREPARACIQN DE REACTIVOS.,

Solucidn de ONPG (0Q.068M). Solubilizar 20,5 mg de ONPG/
ml de solucidn amortiguadora de fosfatos (0.1M) pH 7.0,
calentar a 37°C con agitacidn constante hasta solubili-

zacidn completa,

Solucifn de g-mercaptoetanel (3.36M). 1 mi de g-mercap-

- toetanol solubilizarlo en 3.26 m1 de agua bidestilada.

Solucidn de clorurc de magnesio (0.03 M). Pesar 0.061 g

de cloruro de magnesio y aforar a 10 m1 con agua bides-

tilada.

solucidn de carbonato de sodio (0.5M). En 5.0 mi de
agua bidestilada solubilizar 0,53 g de carbonato de so0-

dio y aforar a 10. m1 con agua‘bidestiIada.

Solucidn amortiguadora de fosfatos (0,1 M) pH 7,0,
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Solubil{zar Q,1668 g de fosfato dibdsico de potasio y
0.2100 g de fosfato monobdsico de potasio en 100 ml de
agua bidestilada y aforar a 250 m1 con agua bidestilada.

PASTA CELULAR Y SUSPENSION CELULAR DE E, COLI CSH-36.

Tomar 10 m1 del medio de cultivo con células (en fase de
crecimiento estacionario aproximadamente 18 horas despﬁés

de inocular el medio) y aforar a 100 ml con agua bidesti-

lada, agitar bien y tomar una parte alicuoté de 1 ml y

centrifugarla a 3000 rpm durante 30 minutos. Decantar el
sobrenadante y resuspender la pasta celular con 1 ml de
amortiguador de fosfatos (0.1 M) pH 7.0 por agitacion en
VOrtex. .Previamente se determina 1a densidadléptica a
560 nm y se extrapgla en la grifica de peso seco contra
densidad aptfca. para conocer la cantidad de.células por

miTilitro (curva patron p. 106).

'PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR: ACTIVIDAD ENZIMATICA DE

8-D-GALACTOSIDASA EN CELULAS LIBRES.

. Mezclar:

26 ml de amortiguador de fosfatos 0 1M pH 7.0,
1 ml de vaercaptoetano1 (3.36 M),

1 ml de cloruro de magnesio .(0.03 M).

1 ml de c&lulas en suspensidn de concentracidn conoci-

da.

éﬁ Incubar el sistema de reaccidn con agitacidn por 3 mi-
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nutos a 379,

3. Adicionar a la mezcla anterior 1 ml de solucion de ONPG

(0,068 M) a 37°C y mantener la agitacién.
4. Tomar una alfcuota de 1 ml cada 30 segundos.
5. Para parar la reaccion adicionar ia alfcuota a 2 ml de solu-

cidn de carbonato de sodio 0.5 M. Centrifugar a 3000

rpm durante 15 minutos.

- 6. Unidades de actividad enzimdtica: leer Ta densidad 6p-

tica a 410 nm contra blanco de reactivos.

UNIDADES ONPG _ ABS 410nm (min~'). 30%.3°
G de células 3.5 ¥* | gramo de célula

& = Volumen de reacéién total.
« = Dilucibn con carbonato de sodio Nachs.

++ = Coeficiente. de extincién milimolar del ONP

PROCEDIMIENTO PARA MEDIR ACTIVIDAD DE ENZIMA g~GALACTOSI-

DASA EN CELULAS DE E. COLI CSH-36 INMOVILIZADAS EN K-

CARRAGENINA-ALGARROBO USANDO ONPG COMO SUSTRATO.

Se sigue el mismo procédimieﬁto que el anterior con.excep-
¢i8n de adicionar 0.5 g del sistema de inmovilizacién
(peso hdmedo), en substitucién del volumen de 1 ml de sus-

pensidn de células Tibres, a 1a mezcla de reaccidn.
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7.0 DETERMINACION DE PROTEINA,

7.1

Método: Determinacién de proteina con el reactivo de Folin-

fenol (Lowry et. al 33 ).

FUNDAMENTO: Se basa en el color azulydesarro]]ado debido

1)

2)

=
al

Reaccidn de Biuret: Las sustancias que contienen dos §
mas enlaces peptidicos forman un complejo pdrpura-vio-
leta con sales de cobre en soluciones alcalinas. Es
posible que el color se desarrolle por la formacién de
unién coordinado tetraclprico con dos grupos adyacen-
tes -CO-NH-

Reducciﬁn‘del reactivo de folin por aminodcidos como

tirosina &;triptofano pﬁesentes en 1as'protgfnas.

Materiales:

Balanza analitica (Sartorius).
Espitula.

Pipetas .graduadas de 1 m1 (Pyrex).
Pipetas graduadas de 5 ml (Pyrex).
Matraz aforado de 10-ml (Pyrex).
Tubos de ensayo 16 X 150 (Pyrex).
Gradilla metdlica,

Crondmetro.

Agitador Vortex.

Espectrofotémetro (Beckman) Mod. 35.
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Sustancias:
- Carbonato de Sodio Na,C0,4 (3.T. Baker).
- Hidréxido de Sodfo NaOH (J.T. Baker).
- Reactivo Folin (Sigma). ‘
- Albimina bovina (Sigma).
- Sulfato de cobre pentahidratado CuSO4.5H20 (J.T. Baker),

- Tartrato de Sodio y Potasio KNaC4H406 . 4H20 (J.T.Baker).
- Agua bidestilada.

Soluciones:

A = Solucidn al 2% de carbonato de sodio en hidrdéxido de
sodio 0.1N.

i

Solucidn de sulfato de cobre pentahidratado al 0.5%.
Solucidon de tartrato de sodio y potasie li.

= Solucidn B + Solucidn C 1:1.

m oD O W
[

= Tomar 1 ml de 1a solucién D y agregarle 50 ml de 1a

solucion A (decantar después de 24 horas de preparada

la solucidn).

F = Diluir el reactivo Folin con agua bidestilada 1:7.

Solucion Estandar: 50, 100, 150, 200 ug/ml de albdmina
bovina solubilizada en'agua bidestilada (pesar 1 mg/ml y

" preparar 10 ml de esta solucién).

7.2 PROCEDIMIENTO:

1. Tomar 0.1 m1 de la suspensiGn de células para la mezcla

de reaccidn.
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. Aforar con 0.9 ml de agua hidestilada,

. Afadir 5 ml de solucidn E (Agitar.en Vortex).

. Reposar durante 10 minutos.

. Afladir 0.5 ml de solucidén F (Agitar en Vortex).

. Reposar 30 minutos y leer a 590 nm contra blanco de

reactivos. (E1 blanco de reactivo se procesa como las
muestras, pero se coloca 1.0 ml de agua bidestilada

inicialmente).

Nota: Por cada cambio de reactivos 6 soluciones efec-

tuar una curva estandar. {Figura 22).

PRODUCCION DE CELULAS DE E. COLI CSH-36 CON ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE 8-D-GALACTOSIDASA.

Materiales y Sustancias:

Tubos de ensayo 13 X 100 (Pyrex).
Matraces Erlenmeyer de 250 ml {Pyrex).

Matraces Fermbatch de 2800 ml (Pyrex),

“Mechero Bunsen,

Asa metdlica.

‘Gasa,

Aigo¢6n.

Incubadora New Brunswick. Scientific Co., Mod. G. 24,
Fermentador de 14 1 New Brunswick. Scientific Co. Mod.
19~1410. | '
Centrifuga Sorvall Dupont Instruments de ajta velocidad

con rotor GSA.
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- Autoclave AMSCO de México,

- Espectrofotdémetro (Beckman) Mod. 35,

- Los enlistados en la metodologia de determinacidn de
actividad enzimadtica de células de E. _coli CSH-36 y los

enlistados para la determinacion de protefina.

Procedimiento:

1. E1 crecimiento de céluias de E. coli CSH-36, dependien-
do de la cantidad que se necesitara, se realizaba en
matraces Erlenmeyer de 250 ml (con 50 ml de medio},
Fermbatch de 2800 m1 (con 500 ml de medio) o en un fer-
mentador de. 14 1 (con 101 de medio). (Fig. 19).

2. Pardmetros:
Temperatura 37°¢
Tiempo ‘ 18 hrs
pH (antes de esterilizar) 7.3
Agitacidn de matraces - 250-rpm
Agitacién en fermenta&or 300 rpm

Aereacidn en fermentador T vvym

3. E1 medio utilizado es el medio Lurja cuya composicifn

es: ,
Extracto de levadura 5¢g
BactbtriptOna 10 g

Cloruro de sodio R. A. 10 g
pH 7.3
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Esteri!izacién del medio se 1levd a cabo en un auto-
' —

clave de AMSCO de México a 15 1b de presidon a 121°C

por espacio de 20 minutos. in2

E1 indculo del medio de cultivo correspondié a un 10%
v/v proveniente de un cultivo con c&lulas incubado du-

rante 12 hrs en medio Luria.

La separacidn de las células del medio de cultivo se
efectud en una centrifuga de alta velocidad con sistema
de refrigeracidn Sorvall DuPont fnstruments; utilizando
un rotor GSA con 6 compartimentos para hotellas de 450
ml cada una, a 13000 rpm durante 15 minutos. '

Se elimina el sobrenadante por decantacién j la pasta

celular se almacena a 4°C. %

. Se recomienda que durante el proceso de incubacibn del

medio de cultivo para 1a produccion se determine:

a)’CaﬁcentraciGn de c&lulas en suspensidn a 560 nm con-
tra blanco de medio Luria.
b) Concentracidn de protefna a 590 nam contra blanco de

reactivos.

" c) Actividad de enzima g-galactosidasa a 410 nm contra

blanco de reactivos.
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(*) (**)
ey ————— e
5 ml. MEDIO 50 ml. MEDIO | 500 ml. MEDIO
ESTERIL ESTERIL ESTERIL
+ 5 ml. MEDIO + 55 ml. MEDIO

CON MICROORGANISMOS CON MICROORGANISMOS

(**)

FERMENTADOR 14 2.

CON 10 GO0 ml. MEDIO
ESTERIL + 1110 ml.

MEDIO CON MICROORGANISMOS
300 rpm, 37°C, 1 vwm

18 hrs + silicén al 1%

(*) 250 rpm, 37°C, 24 hs.
(**) 250 rpm, 37°C, 18 hs. °

FIGURA 19: Escalamiento para la produccidn de células de E.coli CSH-36
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9.0 DETERMINACION DEL FACTOR DE PESQ SECO DE CELULAS E. COLI

CSH-36 CON ACTIVIDAD DE ENZIMA B-D-GALACTOSIDASA. (13)

Cepa: E. coli CSH-36 (CIIGB/UNAM)

Medio: Luria cuya composicidn es:
Extracto de Levadura 54¢
Bactotriptona 10 g
Cloruro de sodio R.A, 10 g
Agua bidestilada 1000 mi
pH 7.3

Materiales:

- Equipo de filtracidn millipore,

- Membranas millipore.

- Cajas de Petri (Pyrex).

- Pinzas para crisol.

- Matraz Kitasato de 250 ml1 (Pyrex).

- Bomba de Vacfo.

- Desecador.

- Estufa.

- Balanza analftica (Sartorius).

- Los enlistados en la metodologfa de determinacidn de ac-
tividad enzimitica de células E. coli CSH-36 y los en-

Tistados para la determinacidn de proteina.

Metodologia:
1. Producir células de £. coli CSH-3& con actiyidad de
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g-D-galactosidasa, siguiendo un escalamiento que co-
rresponda a un indculo del 10% vl (Fig. 19 ).

[ncubar a 37°C durante 18 hrs con agitacidn de 250
rpm, en el caso de utilizar matraces Erlenmeyer de 250
ml y matraces Fermbatch de 2800 m1. En el caso de
utilizar equipo de fermentacion de 14 T mantener a 1

vvm de aereacion y 300 rpm.

. Tomar alicuotas de 1 ml cada 2 horas después de 4 horas

de haber inoculado el medio de cultivo. No olvidar
tomar alicuota en el tiempo cero.

Determinar Absorbancia contra blanco de medio Luria y
de ser posible determinar actividad enzimatica por el
méto&o de ONPG, y concentracién de protefina.

La parte alicuota filtrarla a través de membrana milli-
pore previamente puestas a peso constante en estufa a
165-]10?0 durante 8 hrs. (Se recomienda hacer este paso

por duplicado).

. Una vez filtrada la parte alicuota, poner a peso cons-

tante la membrana que contiene la muestra en una estufa

a 105-110°C durante 8 hrs.

.“Establecer el peso por diferencia, y graficar contra la

absorbancia (560 nm) que le correspondié, para determi-
nar el valor de la pendiente que serd el equivalente al

factor de peso seco. {Figura 23).
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10,0 CONSERYACION DE CELULAS DE E, COLI CSH-36 CON ACTIVIDAD

DE ENZIMA 8-D-GALACTOSIDASA MEDIANTE LA PREPARACION DE
VIALES O GLICEROLES.

v
Cepa: E, coli CSH-36 actividad de g-D-galactosidasa.
(CIIGB/UNAM).

Medio: Luria cuya composicidn es:
Extracto de levadura 54
Bactotriptona 10 g
Cloruro de sodio R.A. 10 g
Agua bidestilada 1000 ml
pH 7.3

Materiales:

- Asa de alambre.

- Frascos viales.

- Pipetas graduadas de 1 ml estérifes.

- Mechero Bunsen.

- Tubos de vidrio.

- Crondmetro.

- Matraz Erlenmeyer de 250 ml (Pyrex)

- Gasa,

- ‘Algoddn,

- Cinta testigo.

- Agitador Vortex.

- Centrifuga (Solvat) |
- Incubadora New Brunswick Scientific, Co,, Mod, G+24,
- Autoclave AMSCO de México.
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Espectrofotdmetro (Beckman) Mod. 35

Los enlistados para la determinacién de actividad enzi-

mdtica por el método de ONPG y los enlistados para la

determinacidn de protefna.

10.1 METODOLOGIA: (Fig. 20)

1'

Esterilizar dos series de 5 tubos de 13 X 100 cada

‘una. Una de las sebies asterilizarla sin medio Luria.

La otra serie, a uno de los tubos, adicionarle 2 ml de
medio Luria; y a Yos restantes 1 ml de medio Luria a
cada uno de-e11os, tapdndoles con sus respectjvas to-
rundas (tapén de algoddn envuelto en gasa),a 121°C,

——n
15 1b/in2 durante 15 minutos,

. Esterilizar en un frasco vial 1 ml de glicerol, con la

—

tapa parcialmehte girada a 121°C, 15 1b/in2 dqrante

15 minutos.

Esterilizar en un matraz Erlenmeyer de 250 m], 50 ml
de medio Luria, tapado con su respectiva torunda a

— .

121°C, 15 1b/in durante 15 minutos.

Enfriar a temperatura de 25°C.

Inocutar este matraz con 5 ml de medio Luria incubado

previamente a 37°C con agitacidn de 250 rpm durante

24 horas, y que contenga células en suspensién con
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actividad (1500 - 2000 unidades QNPG/gramo).

Hacer la operacidn anterior en zZona estéril,

Incubar el matraz Erlenmeyer a 37°C con agitacién de

250 rpm durante 18 horas.

Una vez transcurrido el periodo de incubacidn, deter-
minar:

a) Concentracion de células a 560 nm.

b) Concentracidn de proteina a 590 nm.

c) Actividad enzimdtica a 410 nm.

De acuerdo con las metodologias respectivas.

En 1a serie de tubos est@riles vacfos, colocar 5 ml de

1a suspensidn ceifular proveniente del matrdz; efec~

tuando esta operacidn en zona estéril.

10, Tapar los tubos con sus respectivas torundas y centri-

11.

12.

fugar a 3000 rpm durante 30 minutos.

Separar el sobrenadante por decantacidn, efectuando

esta operacién en zona estéril.

Repetir la operacidn del punto 9, hasta agotar el vo-
liimen de 1a suspensidn celular contenida en el matraz

Erlenmeyer.



- 73 -

v =
= , al
i (*) (*)
5 — - —_—
5 ml. DE MEDIO 50 ml. DE MEDIO TUBOS ESTERILES
ESTERIL ESTERIL + § ml.
+ CELULAS DE MEDIO CON
CELULAS
RARR
ke -1 021 1.
L
131618
CENTRIFUGAR
30 MINUTOS
3000 rpm
Z0NA
ESTERIL
SEDIMENT
e SOBRENADANTE
tj — nfa DECANTAR EN
BENZAL Y
FRASCO VIAL 1 ml. DESECHARLO.
DE GLICEROL RESUSPENDER
ESTERIL . CON AGITADOR
X

VORTE

LN

1 m1..DE MEDIO
ESTERIL EN
CADA UND

(*) 37°C, 24 hs, 250 rpm

FIGURA 20: PreparaciGn de viales o gliceroles de células de E. coli
CSH-36.
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13, El sedimento (células de E, coli) contenido en los
tubos; en uno de ellos adicionar 2 ml de medio Luria
estdril y resuspender con agitacién en Vortex, trans-
firiendo esta suspensidén al resto de los demds, de uno

en uno, en zona estéril.

14, Lavar cuantas veces sea necesario con 1 ml de medio
Luria estéril los tubos hasta lograr la transferencia

del sedimento agitando en Vortex, en zona estéril,

15. E1 concentrado celular recibirlo en un frasco vial que
contiene un mililitro de glicerol estéril, mezclando

perfectamente con Yortex, en zona estéril.

16. Almacenar el frasco vial que contiene el concentrado

celular en refrigeracidn a 4°C y congelacidn a -15°C.

11.0 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ATRAPAMIENTO DEL SISTEMA
DE INMOVILIZACION EXPRESADA COMO RESISTENCIA A LA COMPRE-
SION (t) CON RESPECTO A LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE g-D-
GALACTOSIDASA {UNIDADES ONPG/G) DE CELULAS DE E. COLi
CSH - 36.

Materiales y Sustancias:

- Los enlistados en 1a metodologfa para la manufactura
del sistema de inmovilizacién con adicion de una mezcla .
de propilenglicol -~ glicerol (punto 1,3}.

- Los enlistados en la metodologfa para la determinacifn
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de actividad de enzima a-~D~galactosidasa de cé&lulas de
E, coli CSH-36 (punto 6.0).
- Los enlistados en la metodologia para la cuentificacién

de la resistencia a la compresidn (puntos 2.1 y 2.2).

Metodologia:

1. Inmovilizar células de E, coli CSH- 36 con actividad
de enzima s—D-ga]actosidas; de acuerdo a la metodolo-
gla establecida (punto 14.,0).

2. Determinar 1& capacid;d de atrapamiento en base a
pruebas de resistencia a la compresifn, de acuerdo a

1a metodologia establecida (puntos 2.1 y 2.2),

12.0 INFLUENCIA DEL TAMARO DEL SISTEMA DE INMOVILIZACION CON
RESPECTO A LA ACTIVIDAD DE ENZIMA a-D-GALACTOSIDASA DE
CELULAS DE E. COLT CSH«36.

Materiales y Sustancias:

- Los enlistados en Ta metodologfa para la determinacidn
de enzima g-D-galactosidasa de células de E, goli CSH-
36, -

- Vernier (Scala trade mark) Metromex Mod. $2288,

Metodologfa:
1. Extruir el sistema de inmovilizacidn después de 12 ho-
ras de haber inducido a estado de gel, en forma de ¢Ci-

lindros cuyas dimensiones son:
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- Forma A:

Didmetro

u
o
b
0
3

Longitud = 1.0 cm
- Forma B:
Didmetro = 0.5 cm

Longitud = 0.5 cm

. Determinar Ta actividad enzimdtica de g-D-galactosida-

sa de células inmovilizadas en K-carragenina-algarrobo
usando ONPG como sustrato, colocando 0.5 g en peso del
sistema de inmovilizacidn para ambas formas (A y B8),

(punto 6.5).

TRATAMIENTO QUIMICO DE LAS CELULAS DE E. COLI CSH-36

CON ACTIVIDAD DE ENZIMA s-0D-GALACTOSIDASA.

CON AGENTE BIFUNCIONAL (GLUTARALDEHIDO).

Materiales:

Espdtula,

Cronémetro.

Vaso de precipitados de 250 m1 (Pyrex),

Agitador magnético.

Parilla con sistema de agitacidn (Corning),

Centrifuga de alta velocidad Soryall Dupont Instruments.
Rotor GSA con 6 compartimentos para botellas de'plés-
tico de 450 ml.

Balanza analfitica (Sartorius},

Balanza granataria de dos platos.
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Los enlistados para la determinacidn de actiyidad enzimitica de

g-D-galactostdasa en c&lulas de E. coli CSH-36 (punto 6.0).

_Sustancjas:
- Agua bidestilada.

- Glutaraldehido (Merck).

- Los enlistados para la determinacidn de actividad emzimitica de

g-D-galactosidasa en células de E, coli CSH-36 (punto 6.0).

Metodologfa:

1.

2.

La pasta celular suspenderla con agitacién en un vaso
de precipitados de 250 ml con agua bidestilada.
Determinar la actiyidad enzimatica de células libres de

E. coli CSH-36 (punto 6.4).

. Mezclar bien 1a suspensidn con agitacidn constante adi-

cionando el agente quimico en concentracidn de 0.02%
V/y durante 7 minutos.
Retirar el sistema de agitacidén y centrifugar la sus-

pensién a 12000 rpm durante 15 minutos,

. Decantar el sobrenadante y resuspender la pasta celular
-en aqgua bidestilada agitando durante 7 minutos.

. Retirar el sistema de agitacidn y centrifugar la sus-

pensidn a 12000 rpm durante 15 minutos,

Decantar el sobrenadante y determinar actividad enzima-
tica a las células libpes (punto 6.4).

Repetir la operacidn cuantas veces sea necesario para
qditar olores objetables agresiyos a partir del punto

No\ 3 de esta me;odolpgfa.
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13.2 CON AGENTES OXIDAMNTES

Materiales:

- Potencidmetro (Corning).

- Bureta con 1lave de tefldén de 50 m1 (Pyrex).
- Soporte.

- Pinzas para bureta.

- Matraces Erlenmeyer de 250 ml (Pyrex}.

- Los enlistados en el punto 13.1.

Sustancias:

- Agua bidestilada.

- Permanganato de potasio KMnO4 (J.T. Baker).
- Dicromato de potasio KoCr,0, (J.7. Baker).
- Yoduro de potasio KIO, (J.T. Baker).

- Cloruro férrico FeClz.7H20 (J.T. Baker).

- Acido Nftrico HNO5 (J.T. Baker).

- Hierxigo de potasio KOH (J.T. Baker).

Metodd]ogia:
1, La paéta celular en un vaso de precipitados de 250 ml

suspenderla con agua bidestiiada.
2. Determinar la actividad de enzima g-D-galactosidasa de
cé]ulas de £, coli CSH-36 {punto 6,4).
3. Mezclar bien la suspensidn con agitacidn constante,
4'ad1c10nando el agente.oxidante en concentracidh de
0.021 P/v.

4. Con ayuda de un potencidmetro determinar el pH de la
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suspensidn, adicionando gota a gota y con agitacidn
constante una solucidn de dcido nitrico (0.001M) hasta
alcanzar pH 6.5.

5. Agitar la suspensidn por espacio de 5 minutos, y trans-
currido este tiempo, neutralizar el dcido adicionando
una solucidn de hidrdxido de potasio (0.00IM).

6. Los pasos subsecuentes son los mencionados en la meto-

dologfa de tratamiento quimico con un agente bifuncio-
nal (punto 13.1).

14.0 INMOVILIZACION DE CELULAS DE E, COLI CSH-36 CON ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE B-D~GALACTOSIDASA.

Materiales y Sustancias:

- Los enlistados en la metodologfa para 1a manufactura del
sistema de inmovilizacidn con adicidn de una mezcla de
propilengliicol-giicerol (punto 1.3).

- C8lulas de E. coli CSH-36 con actividad de enzima g-D-

galactosidasa. (CIIGB/UNAM).

Metodologfa: (Fig.21 ).

1. Solubilizar en un vaso de precipitados previamente,
0;9 g de cloruro de sodio en 30 ml de agua bidestilada.

2. Adicionar 20 ml de propilengiicol y homogenizar la so-
lucién por espacio de 5 minutos.

3. Adicionar a esta solucidn 13.5 ml de glicerol y homoge-
nizar por espacio de 5 minutos mas,

4. Incorporar a esta solucién lentamente y con agitacidn
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constante con ayuda de un agitador de propela a 250 rpm;
1.356 g de K-carragenina y 2.51 g de algarrobo a tempe-

ratura ambiente por espacio de 5 minutos, cuidando que

1a solucién quede excenta de grumos.

. Transcurrido este periodo de tiempo, aumentar la velo-

cidad de agitacifn a 1000 rpm del homagenizador de pro-
pela; manteniendo 10 minutos mds en estas condiciones
el sistema. )

Efectuar la inmersidn parcial del vaso de precipitados
en Bafio Marfa a 45-50°C, aumentando la velocidad de
agitacidén del homogenizador de propela a 2000 rpm; man-

teniendo 10 minutos adicionales en astas condiciones

el sistema.

. Transcurrido este lapso de tiempo adicionar una canti-

dad conocida en peso (g) de cé&lulas con actividad enzi-
mitica previamente tratadas con un agente quimico {pun-
to 13.0).

Adicionar 32 ml1 de agua bidestilada.

Aumentar la velocidad de agitacion del homogenizador de
propela a 2500 rpm ¥ mantener el sistema en las mismas
condiciones de temperatura (45-50°C), por espacio de 5
ninutos mds, '

Inducir la formacidn del gel a temperatura ambiente.
Extruir la forma geométrica deseada, despus de 12 ho-

ras de haber inducido a estado de gel el sistema de in-

-movilizacidn,
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FIGURA 21: METODOLOGIA ESTABLECIDA

En 30 ml. solubilizar
0.9 g. de NaCl

+

Solubilizar glicerol y
propilenglicol

Algarrobo
K-carragenina

Pasta celular
Dispersidn a temperatura .

ambiente 250 rpm 5 min.

0.02% glutaraldehfdo
c.b.p. deodorizar
agitar 7 min.

Dispersidn a temperatura
ambiente 1 000 rpm 10 min.

: centrifugar 12 000
‘ rpm 15 min.

Inmersidn del sistema de
dispersién a temperatura
de 45°C a 2 000 rpm 10 min.
resuspender y lavar
con agua bidestilada

- centrifugar 12 000
rpm 15 min.

< : Pasta celular
+ agua bides-~

4 tilada cbp

' 64 'ml.

.Dispersién a T=45°C
2 500 rpm 5 min. > extrusibn
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15.0 PRODUCCION DE CELULAS DE K. FRAGILIS CON ACTIVIDAD DE

ENZIMA g-D-GALACTOSIDASA.

Materiales y Sustancias:

- Los enlistados en 1a metodologfa para la produccidn de

células de €, coli CSH-36 (punto 8.0).

- Microorganismos K. fragqilis 55-61 {CIIGB/UNAM)
- Medio de cultivo:

Lactosa 5 %

Fosfato dibasico de potasio 0.3 %

Extracto de Levadura 0.5 %
Suifato de amonio 0.1 %
pH 5.4
Procedimiento:
1. E1 crecimiento de células de K. fragilis dependiendo de

Ja cantidad que se necesitara para inmovilizar, se rea-
1126 en matraces Erlenmeyer de 250 m1 (con 100 ml de

medio) y matraces Farmbatch de 2800 ml (con 1000 ml de
medio).

. Pardametros:

Temperatura 29°C

Tiempo ‘ 18 hrs

Agitacién de matraces 250 rpm

. La esterilizacién del medio se 1levé a cabo en un auto-
—
_clave de AMSCO de México a 15 1b/in? de presign a 121°C.

. Los pasos subsecuentes son los correspondientes a 1a

método1ogia_para la produccidn de céluias de E. coli

e ——a——
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CSH-36 (punto 8.0) a partir del paso No. 6.

16,0 PERMEABILIZACION DE CELULAS DE K. FRAGILIS.

Materiales:
- fspatula.
- Matraz Erlenmeyer de 125 ml (Pyrex).
- Agitador magnético.
- Parrilla con sistema de agitacion (Corning).
- Centrifuga (Solvat).
- Tubos de ensayo.
- Probeta de vidrio de 50 mi (Pyrex).
- Centrifuga de alta velocidad (Sorvall) Dupont Instru-
ments, Co.
- Rotor GSA con 6 compartimentos para botellas de plastico
de 450 ml.

- Crondmetro.

Sustancias:

- Tolueno (J.T. Baker).

- Fosfato de potasio dibdsico K,HPO, (J.T. Baker).

- Fosfato de potasio monobdsico KH,P0, (3.T. Baker).

- Agua bidestilada. ‘

- Preparacién de solucibén amortiguadora de fosfatos 0.1M
pH = 6.6: | ,
Pesar 0.1523 g de K,HPO, y 1.2419 g de KH,P0,, solubili-

zar y aforar con 100 m1 de agua bidestilada.
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Metodologia:

1.

La pasta celular suspenderla con agitacién constante en
25 m1 de agua bidestilada en un matraz Erlenmeyer de

126 m1 (Pyrex).

. Adicionar a esta suspensidon 15 ml de tolueno y 10 ml de

solucién amortiguadora de fosfatos pH = 6.6 0.1 M.

. Agitar constantemente la suspensidn durante 30 -~ 45 mi-

nutos.
Transcurrido el tiempo, la suspensidn celular distri-
buirla en tubos de ensayo y centrifugar a 1000 rpm du-

rante 30 minutos.

. Decantar el sobrenadante.

. La pasta celular resuspenderia en 100 m1 de agua bides-

tilada y centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos,.

Decantar el sobrenadante.

. La pasta celular almacenaria a 4°C.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE ENZIMA B-D-GALACTOSIDASA

DE CELULAS DE K. FRAGILIS. 55-61,

El

FUNDAMENTO:

enunciado en la metodologfa correspondiente al punto 6,

Materiales y Sustancias:

- Los enlistados en la metodologfa correspondiente ai pun-

to 6, con excepcidn del carbonato de calcio.
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Microorganismo:

Kluyveromices

fragilis con actividad de enzima g-D-galac-

tosidasa (CIIGB/UNAM),

17.2 PREPARACION DE REACTIVOS:

a) Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH = 6.6. Pe-

sar 0.1523

g de fosfato de potasio dihdsico (KZHPO4) y

1.2419 g de fosfato de potasio monobdsico (KH2P04),

aforando con agua bidestilada a 100 ml.

b) Solucidn de Cloruro de Magnesio (0.03M).

¢) Solucidn de g-mercaptoetanol (3.36M).

d} Solucidn de ONPG (0.068M).

-~ La preparacidn de las soluciones b, ¢, y d, son las in-

dicadas en
17.3 METODOLQGIA:

1. Mezclar en
18.8 m dé
0.7 ml de

0.7 ml de

0.1 ml de

la metodo1ogfa correspondiente al punto 6.2.

un matraz Erlenmeyer de 50 ml;
solucidn (a)
solucidn (b)
solucidn (c)

suspensidn celular de concentracidn conocida.
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2. Incubar durante 3 minutos a 37°C y afadir 0.7 ml de la

solucidn (d).

3. Tomar una alicuota de 3 ml del sistema de reaccidon cada
minuto, empezando por el tiempo cero que sera el blanco

de reactivos.

4, Detener la reaccion colocando la alfcuota contenida en
un tubo de ensayo en un bafio en ebullicidn por espacio

de 5 minutos.

5. Centrifugar a 3000 rpm 15 minutes y leer contra blanco

de reactivos a 410 nm.

-Actividad total = m (pendiente de la regresidn lineal)

X Volumen de reaccidn.

17.4 CONCENTRACION DE CELULAS (C):

1. Para concentracidén alta: dilucidn 1:1000
(ABS 650 nm " 0.041)/0.3125 = g / ml
2. Para concentracion baja: dilucidn 2:100

(ABS 650 nm ~ 0.006)/0.084 =g / 1
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18.0 SECADO A PRESION REDUCIDA DE CELULAS DE K-FRAGILIS

55-61 CON ACTIVEIDAD DE ENZIMA 8-D-GALACTOSIDASA.

Materiales y sustancias:

- Espdtula.

- Matraz Kitasato de 250 ml (Pyrex) con tapén de hule,

- Bomba de vacio con manémetro integrado.

-~ Hielo.
- Recipiente de pldastico.

Células: K. fragilis. 55-61 (CIIGB/UNAM)

Metodologia:
1. Colocar 1a pasta celular previamente permeabilizada

| (punto 16.0) en el caso de K. fragilis| en un matraz
kitasato y tapario con el tapén.

2. Enfriar a 10°C, colocando el matraz Kitasato en un bafo
de hielo. v

3. Conectaf el matraz a una bomba de vacio a una presién
de 5 mm Hg.

4. Mantener el sistema de secado bajo estas condiciones,
hasta observar que Tas cé&lulas no se adhieran al fondo

del matraz (aproxiﬁadamente 15 minutos).

19.0 LEQFILIZADO DE CELULAS DE K. FRAGILIS CON ACTIVIDAD DE
ENZIMA 8-D-GALACTOSIDASA.

Materiales:

- Espdtula,
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4

Matraz Kitasato de 250 ml (Pyrex) con tapdn de hule.
. Recip}ente de pldstico.

Probeta de vidrio de 50 ml (nyex).

Leafilizador Unitrap Mod. 10-100. Division of Cenco Me-
dical,

Sustancias:
- Etanol (J.T. Baker).
- Acetona (J.T7. Baker).

- Hielo seco.

Hicroorganismo: K. fragilis 55-61 (CIIGB/UNAM)

Metodologfa:

1. Colocar en un recipiente una solucidn 1:1‘de etanol-ace-
tona.

2. Adicionar a esta s¢lucidén hielo seco.

3. Colocar en esta solucidn un matraz Kitasato que en el
fondo contenga una pasta celular de K. fragilis |previa=~
mente permeabilizadas punto 16,0.), hasta observar que
la pasta se torna color blanco,

4, Tapar el matraz kitésato.

5. Conectarlo a un léofilizador a una presidn de 0.8 ﬁmHg a

una temperatura de -40°C por espacio de 12 horas,

INMOVILIZACION DE CELULAS DE K. FRAGILIS CON ACTIVIDAD DE
g-D-GALACTOSIDASA,

Materiales y Sustancias:
- Los enlistados en Ta metodologfa para la {inmovilizacibn
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de cdlulas de E. coli CSH-36 (punto 14.0).

Microorganismo: K. fragilis 55-61 (CIIGB/UNAN)

Metodologia:

1. La pasta celular de K. fragilis., permeabilizada (punto
16.0.) y secada (punto 18.0.) o leofilizada (punto 19.0.)
inmovilizarla de acuerdo a 12 metodologia establecida en

el punto 14.0.

21.0 Determinacidn de carbohidratos por el método de fenol-

acido sulfiirico: Dubois, M. at., al. (18)

Materiales:

- Balanza analitica (Sartorius})

- Espatula

- Tubos de ensayo 1 x 150 (Pyrex)

- Gradilla

- Pipetas graduadas de 5 ml (Pyrex)

- V&lvula de seguridad para pipeta

- Agitador (Vortex)

- Micropipeta (Eppendorf)

- Espectrofotdmetro {(Beckman) Mod. 35

Sustancias:
- Daxtrosa (J.7. Baker)

- Galactosa (Sigma)

- Lactosa (Merck)
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- Acido sulfirico (J.T. Baker)
- Fenol (J.T. Baker)
- Agua bidestilada

E1 fenol en presencia de dcido sulflirico puede utilizarse
para la microdeterminacidn cuantitativa de azidcares, me-
tilderivados, oligosacdridos, polisacdridos. £1 método
es particularmente rdpido y sensible. Los reactivos son
econdmicos y estables. E1 color naranja-amarillo es per-
manente, y no es necesario poner especial cuidado en ella.
Las densidades dpticas medidas a 490 nm. cuando son refe-
ridas a una curva estandar, previamente construida, dan

directamente la concentracidn del azdcar.

Metodologia:
1. Tomar una alicuota de 0.1 m)] de la solucidn de azicar.

2. Adicionarla en un tubo de ensayo gue contenga 2 mil de
una solucidon de fenol al 5%,

3. Pipetear rdpidamente 5 ml de dcido sulfdrico concentra-
do, adiciondndolo directamente a la superficie del
1iqui&o.

4, Agitar perfectamente en Vortex.

5. Dejar en reposo por espacio de 10 minutos.

6. Agitar en Vortex y colocar en un bafio de agua mante-
niendo la temperatura a 25°C por espacio de 20 minutos.

7. Leer absorbancia a 490 nm contra blanco de reactivos.

Nota: La curva estandar del carbohidrato a analizar se
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prepara en un intervalo de 16 a 180ug. Se reco-

mienda que por cada cambio de reactivos se prepare

una curva estandar.

22,0 Difusién de carbohidratos (galactosa, gqlucosa, lactosa) a

través del soporte en una celda modificada.

22.1 Sin células inmovilizadas a diferentes temperaturas.

Materiales y Sustancias

- Los enlistados en la metodologia para la manufactu-
ra del soporte con adicidn de propilenglicol-gli-
cerol (punto 1.3).

- Celda modificada.

- Vaso reactor de 250 ml (Pyrex)

- Bomha de vacfio.

- Los enlistados en la metodologia para la determina-

cibén de carbohidratos (punto 21.0)

Soluciones

- glucosa al 2,5%

- galactosa al 2.5%
- lactosa al 5,0%

'ﬂggpdo1ogia:
1. Preparar el soporte de acuerdo a la metodologia
descrita en el punto 1.3, adicionando 20 ml de

propilenglicol y 15 m1 de glicerol,
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. Eliminar burbujas de aire contenidas en el sopor-

te, mediante el uso de vacio por espacio de 30
minutos, manteniendo constante la temperatura de
45°C para evitar que se induzca la gelificacion,
mientras se lleva a cabo esta operacifn, y llenar
un volumen conocido de la celda modificada.

Inducir la gelificacidn a temperatura ambiente,

. Después de 12 horas adicionar a la celda agua bi-

destilada en igual volumen al ocupado por el gel,
y reposar 12 horas mas.

Retirar el agua contenida en la celda, y secar
con papel absorvente la superficie del gel, cui;
dando que no quede residuo alguno,

Colocar un agitador magnético en la sﬁperficie
cuya longitud abarque el didmetro de la celda.
Difundir el carbohidrato de concentracidn conoci-
da adicionando dicha solucién en un volumen igual
al ocupado por el gel.

Cerrar la celda y mantener el sistema a tempera-
tura de (25, 32 o 37°C).

Difundir el carbohidrato con agitacidn constante
de 161 rpm duréntg 12 horas.

Cuantificar la concentraci§n del carbohidrato en
1a.sdluc16n cada 4 horas por el método descrito

en el punto 21.0,
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22.2 Con células inmovilizadas a 37°C.

Materjales vy sustanciasf

- Los enlistados en la metodologfa para la inmovili-

zacidn de células de E. coli CSH-36 (punto 14.0).

- Los enlistados en el punto 22.1

Metodologia:

1.

La pasta celular de E. coli CSH-36 suspenderla en

100 m! de agua bidestilada.

. En un reactor con agitacidn inactivar las células

a2 temperatura de 69-70°C durante 24 horas.

Determinar actividad enzimatica de B8-D-galactosi-
dasa de acuerdo a la metodologia descrita en el
punto 6.4, Si presentan actividad, repetir el
paso anterior hasta total inactivacidn de las
células.

Inmovilizar ceélulas de E. coli inactivadas, de
acuerdo a la metodologia descrita en el punto 14.0

en una relacifn en pesoe seco de 4:1 células:gomas.

. Los pardmetros subsecuentes son los descritos en la

metodologia 22.1 a partir del punto nimero 2 co-

rrespondientes.
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CALCULOS
1.0 Cdlculo de 1a resistencia a 1a compresign.,
" Peso Arsa . 5
estra (kg) (emé) (kg/cm®)
1 0.567 1.3923 0.4072
0.572 1.4042 0.4073
3 0.426 1.3225 0.3221
4 0.425 1.5370 0.2765
5 0.494 1.5780 0.3130
6 0.557 1.4880 0.3751
T (media aritmética) 0.3649
$ (desviacién estandar) 0.04
Vv (varianza) ) 10.96%
2 . _md LA

z% /N = (0.4072)% + (0.4073)2 4 (0.3221)2 + (0.3130)2 + (0.3751)%/5
= 0.1347
EX/N = 0.4072 + 0.4073 + 0.3221 + 0.3130 + 0.3751/5
= 0.3649
s2=8%. %2 . g.y3a7 . 0.1331 = 0.04

V.= S/X = 0.0/ 0.3649 = 0.1096
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(0.8767 + 0.8261)
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Determinacidn del fendmeno de sindresis.
Perdida en peso en por ciento.

Para la formulacidon A de la tabla (11) de la seccidon de

resuitados, se tienen Jos siquientes datos:

Dia 0 : Ay = 0.8767 ¢
Ay = 0.8261 g
Dia 2 : Ay = 0.7600 g
Ay = 0.7274 g
Dia 3 : Ay = 0.6173 g
R, = 0.6513 ¢

- Para el dia 1 se tiene una pérdida de:

1.7028
1.4874

(0.7600 + 0.7274)

(1.7028 - 1.4874) 0.2154/1,7028 + 0.1264 X 100

“~

= 12.64%

Para el dia 2 se tiene una pérdida de:

(0.6173 + 0.6513) 1.2689

0.2185 + 0.2154 = 0.4339/1.7028

n

(1.4874 - 1.2689)
0.2548 X 100

25.48%
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3.0 Preparacion de solucidn amortiguadora de fosfatos 0.2M

pH 7.5 mediante el uso de la ecuacidn de Henderson-Hasseibalch.

k2
- p + 2.
K, = 7.21 a 25°C
Ka, = 6.2 X 10-8
‘a It 111P0a%"]
2 -
[Ha POy ]
. 2-
Mo HpPO,” = 0.2 - Y
[H+] = 10‘7-5
1.24 x 10°8 - 6.2 x 1078 = 1 x 10775

1.24 % 1078 = 1 x1077% + 6.2 x 1078
1.24 ¥ 1078 = 9.3623 x 1073 ‘
Y

.20 ¥ 1078/9.3628 x 1078

1]
—

Y = 0.1325

IH 10,571
[H,P0,”]

13250
2

.2 - 0.1325
.0675M

I}

)

[}
(=] (=] (=] o
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Preparar 100 ml. de una solucidon amortiguadora de fosfatos

0.2 M pH = 7.5:

0.12 X 0.2 M
0.12 X 0.1325 M

0.02 MOLES TOTALES
0.01325 MOL H P042'

0.1z X 0.0675 W = 0.00675 HOL H,PQ,”

n o= ——re30 . g.01325 - —PESO
P.M. Ky H PO, 174,183
PESO K, H PO, =  2.3879 g

no= —tE30 - 000675 = —E30
P.M. K H, PO 136.091

2 P04

PESO K H, PO, =  0.9186 g

4.0 Calculo para:
a) Concentracidon de células de ELSQLL CSH-36 en suspension
a 560 nm. contra blanco de medio Luria.
A partir de la figura 23de la seccion de resultados se
tiene la siguiente ecuacion:
Absorbancia - 0.4790
764
= 0.793 - 0.4790 / 764
= 0.00041 X 5 (dilucidn)

Concentracién g/mi =

= (.00205 g pesb seco/ml
= 20.59/10%



b)

- 98 -

Concentracidn de proteina de E. coli CSH-36 en suspensidn
a 590 nm. contra blanco de reactivos.
A partir de 1a figura 22de la seccidon de resultados se

tiene la siguiente ecuacion:

Concentracién mg/ml = Absorbancia + 0.002475

0.00241
= 6.0062 8 e 0.1 ml.
= 0.006 mg 0.1 mi.
= 0.0540 mg 0.9 ml.

= 0.054 mg proteina X 25 {dilucién)
= 1.35 mg proteina/m}

Actividad enzimdtica de células de E.coli CSH-36 a 410 nm

contra blanco de reactivos.

A partir de la ecuacidn del punto 6.5 de la seccifn de

Metodologfa se tiene:

UNIDADES ONPG/g = Absorbancia (30) (3)/5.5 X g

para la obtencién de la pendiente, los datos se analizaron

utilizando una calculadora Texas Instruments Mod. 57-.11

obteniéndose:

t Abs - correlacidn (c) = 0.9865
0 0 , , pendiente (m) = 0.1476
0.5 0.074 intercepcidn (i) = -0.007
1.0 0.129
1.5 0.188

2.0 0.312
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UNIDADES ONPG/ ¢ célula = 0.1476 (30)(3) / 3.5(0.002052)
= 1849.62

UNIDADES ONPG/mg célula = 1.8496

d) Actividad enzimdtica especifica:

UNIDADES ONPG/mg proteina = -L:B476B0)(3) 4 45 po
3.5

= 2.8114

4.1 Cilculo de T1a actividad enzimdtica del soporte con célu-

las inmovilizadas de E. coli CSH-36

Para la relacidn en peso seco 1 a 1 (células:gomas)
se tiene para la obtencidn de 1a pendiente los datos
se analizaron utilizando una calculadora Texas

Instruments Mod. 57-11 :

+ Abs correlacién {(c) = 0.9970
0 0 pendiente (m) = 0.0486
0.5 . 0.028 o intercepcion (i) = 0.0026
1.0 0.059
1.5 0.067
2.0 0.102

UNIDADES ONPG/g = 0.0486 X 30 X 3/3.5 (0.5)

= 2.4994
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Porcentaje de actividad enzimatica expresado:

94.00 g agua
3.40 ¢ gomas
0.90 g NaCl

37.84 g polioles

136.14 g soporte

+

136.14 g soporte + 3.40 g c&lulas E.coli CSH-36 = 139.54 g

139.54 g ——— 4214.19 u ONPG inmovilizadas

0.5 g 15.1182 - uQNPG inmovilizadas

15,1182 u ONPG  —w=mseemee  100%
2.1}994 u ONPG expresadas =—=—— 16.53%

4.2 C&lculo de actividad enzimdtica de células de K.fragilis
55-61.

A partir de la ecuacién del punto 17.4 de la seccidén de
Metodologfia.

' Concentraci6n células

/]

Abs 560 nm - 0.041/0.3125
0.003185 g/ml.

Para la obtencidn de la pendiente, los datos se anali-

zaron utilizando una calculadora Texas Instruments

Mod. 57-1I1

t Abs : correlacidn (¢) = 0.994
0 0 - intercepcién (i) = 0.019
1.0 0.308 ‘ pendiente (m) = 0.16
2.5 0.621

3.0 0.780
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Actividad total = m x vol. de reaccidn

= 0.16 X 21 = 3.36 U ONPG/m]

Actividad/g = 3,36 UuQNPG/mI/0.003185 g/ml.
= 1054.28 u ONPG/g célula.

4.3 Actividad de células K.fragilis 55-61 inmovilizadas.

Para 1a obtencidn de 1a pendiente, los datos se anali-

zaron utilizando una calculadora Texas Instruments

Mod. §7-I1

t Abs correlacidn (c) = 0.99

0 0 intercepcion (i) = 0.0098
0.5 0.100 pendiente (m) = 0.1784
1.0 0.190

1.5 0.310

2.0 0.341

0

Actividad total m X vol de reaccidn

0.1784 X 21 = 3.7464 u ONPG/ml.

Actividad/g soporte = 3.7464/0.5 = 7.4928 u ONPG/g.
Porcentaje de actividad enzimdtica expresado.

94.00 ¢ agua
3.40 ¢ gomas
0.90 g NaC1

37.84 ¢ polioles
136.14 g ., soporte

+
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136.14 g soporte + 3.4 g c&lulas k. fragilis = 139.54 g

139.54 ¢ ~———e—e——— 3 584.55 u ONPG inmovilizadas
0.50 g ———— 13.84 u ONPG inmovilizadas
13.84 u ONPG inmovilizadas e 100%

7.49 u ONPG expresadas —— 58,339
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Ejemplo del cdlculo del Coeficiente de Difusidn ( Dap

x10-%0 m2/s ) para Galactosa ( 2.5%) a través del soporta
( K-carragenina:algarrobo 3.4% ):

A. De la curva estandar para Galactosa ( Fig. 25 ):
m= 0.0031908
b= 0.02626
B. Para la difusidn a una temperatura= 19 °C :
y= mx+b
y= 0.0031908 x+0.02626
x= Absorbancia a 590nm. - 0.02626/0.0031908

tiempo= 0

x1= 0.106 - 0.02626/0.0031908

= 24.991 ug . 10-6 g

ml 1l ug
= 24.991 x 10~6 g/ml ( 100 ) ( 1000 )
= 2.4991 g/100 ml

tiempo= 14 288 s

Xp= 0.098-0.02626/0.0031908
= 22.483 ug/ml

= 2,2483 g/100 ml

tiempo= 28 924 s

Xy= 0.095-0.02626/0.0031908
= 21.543 ug/ml .
= 2.1543 g/100 ml

tiempo= 43 285 s

‘14= 0.091-0.02626/0.0031908
= 20.290 ug/ml
- 2.0290 g/100 ml



€. Cdlculo de la funcidn V experimental:
{ 2.4991-2.2483 }

v, =

V3 =
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{ 2.4991-2.0290 )

Célculo de DAB H

= 0.2508/2.4991.= 0.10036
Vo) = ( 2.4991-2.1543 ) = 0,3448/2.4991 = 0.13797
= 0.4701/2.4991 = 0.18811

a) Utilizando el programa del Apéndice I:

Datos:
a? (m?)

0.0004
0.0004
0.0004

t (s)

14 288

28 990
43 285

0.10036
0.13797
0.18811

b) A partir del mddulo de Fourier:

T = DAB.t/az

Dy

2
B= T.a% /¢t

a*= 0,0004m?

t (s)

14 288
. 28 99%0
.43 285

¢) Valor promedioc :

Dpp
19 °C

v T
0.1003¢6 0.009%05
0.13797 0.01885
0.18811 0.03860

Galactosa

DABx1o-l°m1/s

2.53499
2.60090
2.56710

DppX10~1%mz /s

2.53499%
2.60090
2.56710

(2.5%)= 2.901 Xx10~10m2 /s



VII RESULTADOS
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FIGURA 22: CURVA ESTANDAR DE PROTEINA (Met. Lowry) a 590 mm.
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CONC. PROTEINA (ug/ml) = ABS. 590 nm + 0.002475/0.0024
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FIGURA 23: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION EN PESO SECO(§)
DE CELULAS DE E.coli CSH-36 CON ACTIVIDAD DE
ENZIMA g-D-GALACTOSIDASA.
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r= 0.9070

CONC. GRAMOS SECOS/ml = ABS 560 nm - 0.4790/76_4
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FIGURA 24: CURVA ESTANDAR DE LACTOSA 5% (METODO FENOL -ac.
sulfirico) DUBOIS ET. AL (19)
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CONC. LACTOSA = ABS 490 nm - 0.0366/7.26 X 10™° = yug/m1
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FIGURA 25: CURVA ESTANDAR DE GALACTOSA (2.5%) (METODO FENOL-
ac. sulfdrico) DUBOIS, ET. AL. (19)
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Ec. 1inea recta: y =mx + b

m= 3.1908 X 10°3
b = 0.02626

r = 0.9960 ;
CONC. GALACTOSA = ABS 490 nm - 0.02626/3.1908 X 1077 = pg/m
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FIGURA 26: CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA (2.5%) (METODO FENOL -ac.
sulfdrico). DUBOIS ET. AL. (19)
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Ec. 1inea recta: y= mx + b

m= 2.5294 x 1073

b = -6.2727 X 1073

r = 0.9886

CONC. GLUCOSA = ABS 490 nm + 6.2727 X 1073/2.5294 X 103 = ug/ml

i
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TABLA 9 FORMULACIONES PROPUESTAS PARA EL SISTEMA DE INMOVILI-

ZACION
SISTEMA I K-carragenina goma de algarrobo
(gg ' (g9)
F-1 2.897 0.965
F-2 2.510 1.350
F-3 1.930 1.930
F-4 1.350 2.510
F-5 ' 0.965 2.897
SISTEMA II K-carra?enina goma guar
(s (g)
F-1 2.897 0.965
F-2 2.510 1.350
F-3 1.930 1.930
F-4 1.3590 2.510
F=5 0.965 2.897

lLas formulaciones se basaron en tomar 3.4 g. peso seco como

100% para establecer las relaciones, cantidad reportada por Tosa
et.al. (51). Se considerd el 12% de humedad para las gomas de
acuerdo con las especificaciones del proveedor, para realizar
las formulaciones.



TABLA 9-1
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RESISTENCIA A LA COMPRESION DE LAS FORMULACIONES
PLANTEADAS COMO SOPORTE EN LA TABLA 9.0 SIN Y CON
ADICION DE GLICERQL AL 3.4% v/v
(Ka/em)  (kasem®)  (Ka/em?)  (Ki/em?)
TKCSP 0.3632
TKCCP 0.3649
SISTEMA I SISTEMA 1 SISTEMA 11 SISTEMA 11
sep cp SP
FORMULA 1 0.2084 0.3437 0.1490 0.2819
FORMULA 2 0.2417 0.3640 0.1824 0.2504
FORMULA 3 0.3055 0.3654 * 0.2035
FORMULA 4 0.4015 0.4379 * *
FORMULA 5 0.1663—--- 0.1614 * *
TGSP y CP
TASP y CP
ABREVIACIONES:
TKCSP = Testigo de k-carragenina sin poliol.
TKCCP = Testigo de k-carragenina con glicerol al 3.4% v/v.
TGSP = Testigo de goma guar sin glicerol,
TGCP = Testigo de goma guar con glicerol al 3.4% v/v
TASP = Testigo de algarrobo sin glicerol.
TACP = Testigo de algarrobo con glicerol al 3.4% v/v.
Sp = Sin glicerol.
cp = Con glicerol al 3.4% v/v.
* = No presentd resistencia a la compresién detectable.
SISTEMA I = k-carragenina - algarrobo.

SISTEMA II = K-carragenina - guar.
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TABLA 9.2 RESISTENCIA A LA COMPRESION DE LA FORMULACION SELEC-

% v/v
Poliol

3.4
10.0
20.0
30.0
40.0
50.0

CIONADA PARA LA MANUFACTURA DEL SOPORTE CON ADICION
DE GLICEROL Y PROPILENGLICOL A DIFERENTES CONCENTRA~
CIONES.

TKCCPG TKCCPPG KCGACPPG KCGACPG
(kg/cm®) (kg/em®) . (kg/cm®) (kg/cm®)
0.3649 0.2077 0.4356 0.4379
* * 1.1970 0.5539
* * * 0.8723
* * * 0.8935
* * * 0.5474

* * * *

NOTA: La formulacidn pertenece al sistema I (k-carragenina-
algarrobo). Formulacién 4 TABLA 9.0

*

ABREVIACIONES

TKCCPG Testigo de K-carragenina con glicerol.
TKCCPPG Testigo de K-carragenina con propilenglicol.
.KCGACPPG K-carragenina-algarrobo con propilenglicol.
KCGACPG K-carragenina-algarrobo con glicerol.

No presentd resistencia a 1a compresidn detectable.
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TABLA 10 RESISTENCIA A LA COMPRESION DE‘LA FORMULACION 4
DEL SISTEMA I (K-carragenina-algarrobo) TABLA 9.0
SELECCIONADA PARA LA MANUFACTURA DEL SOPORTE CON
ADICION DE UNA MEZCLA DE GLICEROL PROPILENGLICOL
A DIFERENTES CONCENTRACILONES.

T
GRAMOS GRAMOS -
alTceroL/ 100 ML PROPILENGLICOL/IOO ML (Kg/em?)

FORM - A 32.659 5.180 0.4688
FORM - B 27.479 10.360 1.2612
FORM - C 22.299 15.540 1.2395
FORM - D 17.119 20.720 1.4916
FORM - E 11.939 25.900 *
FORM - F 6.759 31.080 *

* = No presenta resistencia a 1a compresidn detectable.

Las formulaciones se basaron en considerar que al 30% v/v
de glicerol se tiene una concentracidn de 37.839g (en base a

su densidad), tomando como constante esta cantidad en peso.



Cuantificacién del fendmeno de Sinéresis.

TABLA 11.:
TIEMPO
(DIAS)
PESO
(9)

FORM-A 1.7028
FORM-B 2.0425
FORM-C 117677
FORM-D 1.7211

TKC 1.5550

%
PERDIDA
EN PESO

0

PESO
- {9)

1.4874

1.6706

1.3054

1.1772

0.7049

3
PERDIDA
EN PESO

12,64

18.21

26.15

31.60

54.66

PESO
(g)

1.2689

1.4429

1.1036

1.0345

1.1706

%
PERDIDA
EN PESO

25.48

29 .36

37.57

39.90

89.03

PESQ
(g)

1.0863

1.2304

0.9151

0.9050

0.1004

%

PERDIDA
EN PESO

36.21

39.76

48.23

47.41

93.54

Las formulaciones empleadas en este experimento son las enlistadas en la TABLA 10.

TKC = Testigo de K-carragenina sin poiiol.

- 1T -



; Cuantificacibn del fendmeno de Sinéresis.

TABLA 11 :
{éfﬁg? 15 30 65
: % % % %
PESO PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA PESD PERDIDA
(g} EN PESO (9) EN PESO (g) EN PESO (g) EN PESQ
FORM-A 0.8441 50.43 0.7118 58.20 0.5748 66.25 0.4322 74.62
FORM-B 0.8900 56,43 0.7375 63.91 0.6852 66.47 9.5532 72.93
FORM-C 0.6851 61.24 0.4934 72.09 0.4745 73.15 0.4419 75.00
FORM-D 0.7600 55.84 0.5322 69.08 0.4307 74.97 0.4193 75.00
TKC 0.1004 93.54 0.1004 93,54 0.1004 93.54 0.1004 93.54

Las formulaciones empleadas en este experimento son las enlistadas en la TABLA 10.

TKC =  Testigo de K-carragenina sin poliol.

- SIt -



TABLA 11 : ; Cuantificaci&n del fenfmeno de Sinéresis.
TIEMPO
(DIAS) 65
: 2 % % %
PESO PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA
(g9) EN PESO (g) EN PESO (g) EN PESO (9) EN PESO
FORM-A 0.8441 50,43 0.7118 58.20 0.5748 66.25 0.4322  74.62
FORM-B 0.8900 56.43 0.7375 63.91 0.6852 66.47 0.5532 72.93
FORM-C 0.6851 61.24 0.4934 72.09 0.4746 73.16 0.4419 75.00
FORM-D 0.7600 55.84 0.5322 69.08 0.4307 74 .97 0.4193 75.00
TKC 0.1004 93.54 0.1004 93,54 0.1004 93 .54 0.1004 93.54

Las formulaciones empleadas en este experimento son las enlistadas en 1a TABLA 10,

TKC = Testigo de K-carragenina sin polijol.

L
i

i
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FIGURA 27 : Cuantificacidn del fendmeno de sinéresis.

Las formulaciones empleadas en este experimento son las
enlistadas en Ja Tabla 10.



- 117 -

TABLA 12. RESISTENCIA A LA COMPRESION EN FUNCION DEL pH
DEL SOPORTE

LT R T
pH (kg/en?) pH (kg/cm?)
4.0 3.2360 7.0 *
5.0 2.0718 7.5 0.7418
" 5.5 1.1770 8.0 1.2760
6.0 0.5445 8.5 *
6.5 * 9.0 *.
* = No resistié a la compresidn.

La composicidn de la formulacidn del scporte es: 1.25g
K-carragenina, 2.51g algarrobo, 0.9g9 NaCl, 17.119g glicerol,
20.72g propilenglicol aforados a 100 ml.
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FIGURA 28:: ‘Resistenc‘ia a la compresidon en funcién del pH
del soporte.’
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TABLA 13 SOLUCIONES AMORTIGUADORAS DE FOSFATOS
13.1 CAPACIDAD DE AMORTIGUAMIENTO EN FUNCION DE SU
CONCENTRACION EN PRESENCIA DE POLIMEROS
(K-carragenina 1.25¢ - algarrobo 2.51q)

MOLARIDAD

AMORTIGUADOR
FOSFATOS 0.2 0.1 . 0.05
pH AMORTIGUADOR - 8.08 . 8.08 8.08

pH AMORTIGUADOR
+ POLIMEROS

S/AGITACION (20°C)  8.07 8.06 8.04
pH (45°C)
30'DE AGITACION 7.99 8.00 7.90
pH (20°C)
C/AGITACION 8.06 8.06 8.03
pH (20°C)
S/AGITACION 8.08 8.08 8.04

pH polimeros (20°C) con agitacidn = 8,08
pH cé&lulas de E.coli CSH-36 {20°C) c/agitacién = 6.65
pH soporte gelificado (20°C) = 8.15

0.0l
8.08
8.00
7.88
8.01

8.03
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TABLA 13.2 CAPACIDAD DE AMORTIGUAMIENTO EN FUNCION DE SU
CONCENTRACION EN PRESENCIA DE CELULAS DE E.COLI
CSH-36 (3.4% p/v)

MOLARIDAD
AMORTIGUADOR

FOSFATOS . 0.2 0.1 0.05 © 0.01
pH AMORTIGUADOR  8.15 8.15 8.15 8.15
pH AMORTIGUADOR

C/CELULAS :
S/AGITACION (20°C) 8.13 8.13 8.11 8.08
pH SOLUCION (45°C)

30 MIN.AGITACION = 8.05 7.98 7.98 7.93
pH SOLUCION (20°C)

C/AGITAC TON 8.11 8.11 8. 06 8.02
pH SOLUCION (20°C)

S/AGITACION 8.12 8.11 8.09 8.04
pH Células E. Coli (3.4% p/v) (20°C) = 6.65

pH soporte gelificado (20°C) = 8.15
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TABLA 13.3 EFECTO DE LAS SOLUCIONES AMORTIGUADORAS EN LAS
PROPIEDADES DEL SOPORTE

RELACION EN PESO

ACTIVIDAD
CELULAS : GOMAS ENZIMATICA EROSION
(9) (9) pH M U ONPG/g  (Kg/em?)
1 c1 8.15 0.1 2.51 1.1153  MEDIA
1 co1 8.08 0.1 2.45 1.0167 ALTA
1 1 8.15 0.0l 2.49 1.1512  BAJA

1 : 1 8.08 0.01 2.47 1.0872 BAJA

ESCALA EROSION: ALTA, MEDIA, BAJA

E1 soporte se sometié después de 1 semana de inducido ail
estado de gel a agitacion de 200rpm a 37°C durante 30 minu-
tos, para detectar la erosidn. Las pruebas de resistencia a
1a compresidn se efectuaron después de 12 horas de haber indu-
cido 1a gelificacidn del soporte, asi como la determinacién
de 1a actividad enzimdtica siendo las dimensiones del soporte
cilindros de long = 1.0 cm.y diam = 0.5 cm. Cantidad coloca-

da 0.5g himedus.
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TABLA 14. RESISTENCIA A LA COMPRESION, CAPACIDAD DE ATRA-
PAMIENTO Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL SOPORTE

RELACION ACTIVIDAD

PESO SECO  PESO SECO + ENZIMATICA
CELULAS (g) * GOMAS (g)  (kg/cm) (U ONPG/ g)

1 : 1 1.0903 2.4994
2 : 1 1.1131 1.5257
3 : 1 1.1534 6.1000
4 : 1 1.1305 9.10?8f
5 : 1 b.4054 6.0370
6 : 1 0.3796 3.6020

Para cuantificar actividad enzimitica se colocaron ci-
Tindros de 0.5g. himedos cuyas dimensiones son longitud 1.0 cm,

didmetro 0.5 cm.



- 123 -

1.5 p
[ )
&; - ® o .
S 10}
2 =
- /
1 1%
0.5 h ﬁ/ \
"”,/r ® —ee -
End
1 2 3 4 "5

RELACION EN PESO SECO
x (g) células : 1g. gomas

16
14
12

10

# b6/ad4Non

FIGURA 29 : Resistencia a la compresién, capacidad de atrapa-

miento y actividad enzimdtica del soporte.
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TABLA 14.1 ACTIVIDAD ENZIMATICA (uONPG/g) CON -RESPECTO A
LA LONGITUD DEL SOPORTE

LONGITUD ) 1.0 cm 0.5 cm

PESQ SECO : PESO SECO

CELULAS GOMAS
(9) (g)
1 : 1 2.4994 4.8623
3 : 1 6.1000 12.0864
4 : 1 9.1028 18.1517

Se colocaron cilindros de didmetro = 0.5 cm en todos leos
casos. Cantidad de soporte colocado para medir actividad 0.5 g.

hdmedos.
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TABLA 14.2  PORCENTAJE DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EXPRESADO

ACTIVIDAD ACTIVIDAD yA
PESC SECO , PESO SECO ENZIMATICA ENZIMATICA Expre-
CELULAS (g) ° GOMAS (g) (uONPG inmovilizadas/g) (uONPG obtenidas/g) sado

1 :1 "4 219.19 2.4994 16.53
2 : 1 8 438.39 4.5257 15.33
3 : 1 12 657.59 6.1000 14.11
4 : 1 16 876.78 9.1033 ' 16.15
5 : 1 21 095.98 6.0370 . 8.76
6 : 1 25 315.17 3.6820 4.54

Se colocaron en todos los casos cilindros de 1.0 de longitud

y 0.5 cm. de didmetro. Cantidad de soporte 0.5 g himedos.
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TABLA 15. TRATAMIENTO QUIMICO DE CELULAS DE E.COLI CSH-36
ACTIVIDAD NATIVA CELULAS = 1 849.62 uONPG/g

AGENTE QUIMICO u ONPG/g
CLORURO FERRICO (FeC12 6H20) al 0.02% SIN ACTIVIDAD
YODATO DE POTASIO (K103) al 0.02% SIN ACTIVIDAD
PERMANGANATO DE POTASIO (KMn04) al 0.02% 1 544.96
DICROMATO DE PQTASIO (K2Cr207) al 0.02% 269.26
GLUTARALDEHIDO al 0.02% 1814.30

Se colocd 3.4 g peso seco de células en 100 ml. de solucidn

para el tratamiento quimico.
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TABLA 16. ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA AL ALMACE-
NAMIENTO DEL SOPORTE EN CONGELACION (-10°C)

ACTIVIDAD

TIEMPO ENZIMATICA
(MESES) (u ONPG / g)

1 9.1028

2 9.0872

3 9.1201

5 9.1035

6 9.1071

Se colocaron cilfndros de didmetro 0.5 cm. y longitud 1.0 cm,

para medir actividad se utilizan 0.5 g. humedos.
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14 p

12 p

TIEMPO {MESES)

FIGURA 30 : Estabilidad de la actividad enzimdtica al almacena-
miento del soporte en congelacién.(-10°C)
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TABLA 17: RESULTADOS DE DIFUSION CARBOHIDRATOS A TRAVES DEL SOPORTE
(K-CARRAGENINA~ALGARROBO 3.4%)

A) SOPORTE SIN CELULAS:

1. Galactosa (2.5%) Tiempo(s) Lectura Concentracidn
Espectrofotdmetro {g/100 m1)
1.1 A 19°C: , 0 0.106 2.499
14 288 0.098 2.2483
28 990 0.095 2.1543
43 283 0.091 - 2.0290
1.2 A 25°C: o 0.106 2.4991
14 580 0.097 2.2170
28 924 0.094 2.1230
43 372 6.089 1.9663
1.3 A 32°C: 0 0.106 2.4991
14 390 0.096 2.1857
28 950 0.092 2.0603
43 260 0.087 1.9036
2. Glucosa (2.5)
2.1 A 25°C: 0 0.137 2.4925
. 14 582 0.130 2.2536
28 869 0.124 2.0488
43 465 0.122 1,9805-
2.2 A 32°C: 0 0.137 2.4925
14 430 0.130 2.2536
29 009 0.123 2.0147
_ 43 297 0.119 1.8782
3. Lactosa 55%)
3.1 A 32°C: 0 0.395 14,9314
14 590 '0.389 4,8489
28 987 0.385 4,7938
43 380 0.382 4,7525

8) SOPORTE CON CELULAS (13.6 g) INMOVILIZADAS
1. Galactosa (2.5%)

a 37°C a 0.106 2.4991
14 555 0.099 2.2797
29 004 0.095 2.1543
43 357 0.090 1.9976
2. Glucosa (2.5%)
a 37°C 0 0.137 2.4925
14 604 0.132 2.3218
28 907 0.128 2.1853
43 329 0.125 2.0829
3. lLactosa (5%) 0 0.396 4.9452
a 37°C 28 9 0.387 4,8213

43 265 0.385 4.7938
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A) Galactosa (2.
tiempo (s)
14 288
28 990
43 285

B) Galactosa (2.
14 580
28 924
43 372

C) Galactosa (2.
14 390
28 950
43 260

RESULTADOS DEL PROGRAMA DE CALCULO PARA T Y Dasg,
COEFICIENTE DE DIFUSION PARA CARBOHIDRATOS A TRAVES
DEL SOPORTE SIN CELULAS INMOVILIZADAS

5%) T= 19 oc
T

0.,009055
0.01885
0.03860

5%) T= 25 Oc
0.01190
0.02300
0.05210

5%) T= 32 ©c
0.0152
0.,0328
0.0685

v

0.10036
.13799
0.18811

0.11290
0.15050
0.21320

0.1254
0.1756
.2383

Dppx10~10

2.5350
2.6009
3.5671

3.2647
3.1780
4.8049

4.2112
4.5350
6.3330

m? /s

=102
D,pX10~""m /s

2,901

3.749

5.026

- 0€1 -



D) Glucosa

(2.5%) T= 25 °C

tiempo (s)- T

14 582 0.008122
28 869 0.033902
43 465 0.047615

E)} Glucosa (2.5%) T= 32 °C

14 490 0.008122
29 009 0.040364
43 297 0.07453

F)} Lactosa
28 987
43 380

(5.0%) T= 32 °C
0.000131
0.000571

v
0.09584

0.17801
0.20541

0.9584
0.19169
0.24645

0,02750
0.36270

-10
DppX10
2.2280

4.6974
4.,3819

2.,2421
5.5657
6.8855

0.01877
0.05265

m /s

0-10

DABXl m2 /S

3.3838

4.8977

0.035364

- 11 -



TABLA ‘19;RESULTADOS DEL PROGRAMA DE CALCULO PARA T Y Dag,
PARA CARBOHIDRATOS A TRAVES DEL SOPORTE (3.4%) CON
CELULAS. (13.6 g) DE E. COLI CSH-36 INMOVILIZADAS

A) Galactosa (2.5%) T= 37 °C

tiempo {s) T v DABX10’1°m3/s DABxlo“lom*/s

14 555 0.006585 0.08799 1.8097

29 004 0,01884 0.13796 2.5982 2.8540

43 357 0.04502 0.20067 4.1542 .
B) Glucosa (2.5%) T= 37 *C 5

14 604 0.,00356 0.06848 0.9751 .

28 907 0.01456 0.12325 2.0147 . 1.8628

43 329 0,02815 0.16433 2.5987

C) Lactosa (5.0%) T= 37 °C
28 941 0.00001 0.02501 0.0013
43 265 0.00026 0.03062 0.0243 ‘ 0.0128
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

1.0

Interaccidn entre k-carragenina y galactomannanas

Como objetivo general de este trabajo de investigacidn
se establecid mejorar la resistencia fisica de un sopor-
te de k-carragenina reportado por Tosa et. al. (51), me-
diante su interaccidn con galactomannanas y uso de polio-
les.

Para ello se establecid primeramente, dos sistemas de
diferentes formulaciones de k-carragenina -galactomanna-
nas (algarrobo y guér) y que aparecen en la tabla 9.

Las cyales tienen una composicidn total en peso seco de

3.4g aforados a un volumen de 100 ml.

“E1 criterio de seleccidon se basé en la determinacidn de

ja resistencia a Ta compresidn de cada una de las formu-
laciones establecidas, después de 12 horas de haber in-
ducido la gelificacidn. Cabe recalcar que el velumen de
afore, la composicidn en peso, y el tiempo para cuanti-
ficar la resistencia a la compresidn, se fijan como
constantes y prevalecen para estudios de este tipo.

La resistencia a la compresién promedio paré las formu-
laciones de la tabla 9 puede ser estimada de acuerdo al
punto 1.0 de la secci@n de cdlculos.

La resistencia a 1a compresién promgdio para un testigo

2. los testigos de

. -
de k-carragenina es de 0.3632 kg/cm
goma guar y algarrobo no presentan resistencia a la com-

presifn detectable. Para el Sistema I {(k-carragenina-
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algarrobo) 1la resistencia a la compresidn promedio se
incrementa al disminuir la cantidad de k-carragenina
con respecto a 1a goma de algarrobo, hasta un 1fmite
como se aprecia en los datos que aparecen en la tabla
9.1, el valor mdximo obtenido para este Sistema es de
"0.4015 gb/cmz, siendo mayor que el obtenido para el
testigo de k-carragenina. En el Sistema II (k-carrage-
nina-goma guar), el valor promedio de resistencia a la
compresidn mdximo obtenido corresponde a 1a formulacidn
2 siendo de 0.1824 Qb/cm3 (tablas 9.0 y 9.1), siendo el
componente mayoritario k-carragenina de dicha formula-
cidn; este valor maximo promedio obtenido para el Sis-
tema II es inferior al presentado por el te;tigo de
k-carragenina (0.3632 Q&/cmz).

Los geles tanto del Sistema I y Il como el testigo de
k-carragenina, son rigidos y poco flexibles.

Como se establecié en el punto 5.0 de 1a Revisidn de

la 1iteratura, Dea, I.C.M., et.al. (16) plantea que
existen zonas especificas de asociacidn entre las héli-
ces de k-carragenina y la regidn lisa de las galacto-
ménnanas (Figura 14), estas G1timas presentan una rela-
cidn estructural espécifica entre sus monémeros de ma-
nosa {regidn lisa) y de galactosa (regidén ramificada).
En la tab1é‘4 se establece que la relacidn manosa/galac-
tosa es mayor para algarrobo (3.35/1), mientras que para

goma guar es menor (1.5/1)
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REGION RAMIFICADA

REGION LISA

Fig. A Estructura propuesta para goma de algarrobo.

LADO RAMIFICADO

LADO LISO

Fig. B Estructura propuesta para goma guar.

Las figuras A y B propuestas por Courtois, J.E. y Le
Dizet, P. (14), intentan dar una idea de las diferencias
estructurales entre ambas galactomannanas.

Por 1o tanto la goma de algarrobo al tener una relacidn
manosa/ galactosa mayor que la de goma guar tendra una
regidn lisa mds definida, favoreciendo la asociacidn

con k-carragenina; ya que la goma guar debido a su es-
tructura al experimengar posibles cambios rotacionales
cerca de los enlaces 1,6-D-galactosa presentard impedi-
mentos de tipo estérico para asociarse con k-carragenina

al perder el lado 1isc de su estructura (Figura 9).(37,44)
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1.1 Interaccidn entre k-carragenina y galactomannanas. Uso

de polioles.

De acuerdo con las caracteristicas que presentan los po-
Tioles tales como humectancia, rehidratacidon, solubili-
zantes, etcétera y que aparecen en las tablas 7 y 8 de
la revisidn de la literatura; se selecciond el uso de
glicerol y propf]englico] para aportar al soporte carac-

terfsticas de flexibilidad, retencién de agua y plasti-
cidad.

1.1.1 Uso de glicerol al 3.4% v/v
La resistencia a la compresidn promedio puede
ser calculada de acuerdo al punto 1.0 de la
seccidn de cdlculos.
La +*abla 9.1 reune los datos obtenidos para de~
terminar el efecto de la adicidn de glicerol al
soporte. En ellos se aprecia que el testigo de
k-carragenina no presentd un aumento en su resis-
tencia a la compresidn promedio (de 0.3632 QB/EmZ
a 0.3649 f@/cmz). E1 comportamiento tanto para
el sistema I (k-carragenina-algarrobo) como del
sistema Il (k-carragenina-guar) es el mismo pre-
sentado sin la adicién de poliol, siendo en par-
ticular para el sistema I (k-carragenina-algarro-
bo) la formulacién 4 que nuevamente presentd en
el valor promedio un leve incremento de 0.4015

Kg/cm® a 0.4379 fo/cm?. (9.1% de incremento).
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E1 aumento observado en 1a resistencia a la com-
presidn tanto por el sistema [ y Il puede deberse
a que el glicerol facilita la dispersidn de di-
chos sistemas, dado que 1a viscosidad que presen-
tan en solucidn es muy elevada dificultando su
dispersidn en comparacidn con las caracteristicas
de la de k-carragenina cuya viscosidad en solucidn
es mucha menos y se facilita su dispersidn; de
ah? que los datos promedio para la resistencia

a la compresidn de k-carragenina son similares
con y sin adicién de glicerol siendo 0.3649 y
0.3632 k"é/cm2 respectivamente. Aparte de aportar
al soporte caracteristicas de elasticidad por
adicién del glicerol. La concentracidn de glice-
rol al 3.4% v/v se fijé de una manera arbitraria
¢on el fin de establecer que caracteristicas se

observarian por adicidn de glicerol.

Variacidn de la concentracidén de glicerol.

Una vez que se selecciond la formulacidn 4 del
sistema I (k-carragenina-algarrobo) (tabla 9)
para la manufactura del soporte, se procedio a
variar la concentracién de glicerol en un inter-
valo de 3.4 al 50% v/v para dicha formulacidn
cuyavcomposicidn es de 1.35 g de k-carragenina

y 2.51g. de algarrobo.
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Los datos estimados de la resistencia a la com-
presién promedio aparecen en la tabla 9.2. A par-
tir de ellos se aprecia que la mayor resistencia
a la compresidn promedio es 0.8935 E;/cmz corres-

pondiente a una concentracidn de glicerol al
30% V/v,

Uso de propilenglicol

La adicidn de propilenglicol se hizo en un in-
tervalo de concentraciones del 3.4 al 50% Y/v
para ta formulacién del soporte cuya composicidn
es 2.51g. de algarrobo y 1.35g. de k-carragenina.
Los datos de la determinacidn de la resistencia
a 1a compresidn aparecen en la tabla 9.2 de 1la
secciénbde resultados, en ella se aprecia que el
valor promedio estimado mds alto es de 1.1970
l:;;/cm2 para una concentracidn de propilenglicol
al 10% v/v.

Analizando los datos de la tabla 9.2, Ta adicidn
de propilenglicol aporta una mayor resistencia

a la comprgsién promedio de 1.1970 gé/ﬁme que la
presentada por el soporte con igual composicién
de k-carragenina (1.259) y de algarrobo (2.51g)
y con adicién de glicerol (de 0.8935 Eﬁ/cmz).
siendo una concentracidn mayor para este dltimo

(al 30% v/v) en comparacidn con el primero (al
10% v/v).
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Ltos polioles son surfactantes, es decir materia-
les de superficie activa en donde sus moléculas
anfifilicas (que consisten de partes polares y

no polares) se ordenan y orientan en la interfase
sé1ido-Tiquido, en donde sus grupos hidrofilicaos
(-0H y -COZH) localizados en la fase acuosa [o
grupos lipofilicos usualmente -CH, -CH=, -CH2 0
-CH3. son localizados en la fase aceitosa], dis-
~minuyen la tensién interfacial sélido-ifquido
facilitando su solubilizacién. Por 1o tanto, el
propileng]icol al tener un segmento terminal -CH3
serd menos hidrofilico en comparacidn con el gii-
cercl; esto explicaria en parte la tolerancia de
una concentracidn menor de propilenglicol con
respecto a la de glicerol por parte del soporte,

en medio acuoso (17).

Adicidén de una mezcla de glicerol-propilenglicol

Se tomé como constante una concentracion a{ 30% v/v de
gliceral, que corresponde en peso a 37.839 g/100 nl;
varidndose en base a esta concentracibn la relacidn
glicerol ~.propilenglicol, plantedndose las formulacio~
nes que aparecen en la tabla 10 de resultados. En los
datos experimenfales de dicha tabla se aprecia que el
valor mdximo promedio de resistencia a la compresidn
calculado es de 1.4916 zbﬁcmz correspondiente a la for-

mulaci6n D. En base a 1o anterior se establece que la
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formulacidn dptima para el soporte, es la que presenta
la siguiente composicidn en pesao: 2.51 g. de algarrobo,

1.35 g k-carragenina, 17.119g9. de glicerol y 20.72 g.
de propilenglicol.

Cuantificacidn del fendmeno de sindresis

E1 fendmeno de sinéresis puede e;timarse como se indica
en el punto 2.0 de la seccidn de c&lculos. Basdndose
en lo anterior se calculd la tabla 11 de resultados.
En ella se muestra que el soporte que contiene polioles

es menos suceptible a exudar en funcidn del tiempo, ya

" que en un periodo de 3 dfas el testigo de k-carragenina

(sin polioles) elimina el 95% de su peso, mientras que
el soporte que contiene polioles (las formulaciones
correspondientes son las gue abarecen en la tabla 10 y
que presentaron resistencia a 1a compresidn) para el
mismo perfodo de tiempo elimina en promedio el 50% de

su peso, es decir un 40% menos; eliminando en 65 dfias

el 75% en peso. .

Los sistemas hidrocoloidales conformados por redes es-
tructurales, al asociarse entre ellas constituyen un
esqueleto basico que.contiene atrapada la fase continua
de agua. Al aumentar la temperatura, las mol&culas dis-
persas en sﬁlucidn tienden a desdoblarse (dentro de cier-
tos 1fmites, pues un exceso de tcmperatura puede depoli-
merizar la molécula) para conformar estructuras defini-

das para asociarse; a medida que se reduce la tempera-
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tura se induce la formacidn del §el. Los geles presen-
tan el fendmeno de histéresis durante su formacidn y
Ticuefaccidn ya que el perfil de temperaturas a las que
11evan a cabo estos dos procesos son diferentes (punto
5.0 Revisién de la Literatura).

El fenfmeno de sinéresis fmp1ica una contraccién del gel
ya que su estructura es electrocrdtica (es decir se es-
tabiliza por cargas), lo que origina un rearreglo fisico
de las estructuras que lo conforman provocando un ajuste
en la interaccidn soluto-solubilizante, reflejada en la

exudacion.

Resistencia a la compresidn con respecto al pH.

Las pruabas de resistencia a la compresién se efactuaron
después de 12 horas de haber inducido la gelificacidn,
como se ha efectuado en pruebas anteriores. La resisten-
cia'a la compresion promedio con respecto al pH puede
ser estimada de a;uerdo al punto 1.0 de la seccidn de
cdlculos. Los datos estimados aparecen en la tabla 12.
La resistencia a la compresidn presentada por los geles
de pH adido (4.0-5.0) es mayor que 1a presentada por los
geles dé pH alcalino (7.0-8.0). A pH &cido los geles
son duros y poco elisticos en comparacidn cop los geles
alcalinos que son flexibles y eldsticos. Después de 7
dfas de inducido el estado de gel, se efectud el and-
1isis de los geles, observdndose que las geles de cardc-

ter §c¢ido presentan fenfmeno de sinéresis marcado con
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contraccidén del gel y pérdida del tamafio y rigid&z ini-
cial; al extruir cubos (de lxlxlcm) de estos geles y
someterlos a agitacién continua (200rpm, 37°C, 10 min)
en solucidn acuosa estos se erosfonan. Los geles de pH
alcalino son flexibles y eldsticos, con poca sinéresis
y no se erosionan al agitarlos en solucidn a 200rpm 37°C
10 min.

La resistencia mdxima promedio para un gel de cardcter
alcalino fue a pH=8.0 de 1.2760 Kg/cm® y para un gel de
cardcter cido fue a pHe4.0 de 3.2360 K§/cm2.

Para pH dcido se sugiere que las interacciones electros-
titicas entre los polfmeros al conformar y asociarse en
estructuras definidas son muy drdsticas por la presen-
cia de iones hidronio en solucién (H+); ne Eonformando

estructuras estables, lo que implicard rearregios de

tipo estructural (fig. 9 Revisifn de la literatura) mul
tiples, 1o que tenderd a desestabilizar este tipo de
asociacibn electrocrdtica. Para pH alcalino Ogawa K.
{40) establece que las interacciones de polimeros elec-
trocriticos con los iones en solucidn son de tipo coor-
dinado, lo que permite una conformacin y asociacién
estructural ordenada; confiriendo una mayor estabilidad

del sistema (figura 31).

Capacidad de amortiquamiento y efecto de las soluciones

amortiguadoras de fosfatos

E1 objetivo de este estudio fue el de estudiar la efec-

tividad de las soluciones amortiguadoras de fosfatos
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HglahModelo de interaccidn entre cadenas de k-carragenina
(galactana) (a) y algarrobo (galactomannana) (b): 16, 37.

Y

L
N W
(a).k-carragenina ]72<’"°A—
| ¥

(b} algarrobo
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para mantener el pH de la solucidn constante y de la
fase continua de agua que contenga el soporte atrapada
cuando este contenga céiulas inmovilizadas, debido a
que las enzimas presentan un perfil de actividad en fun-
cién del pH asi como de la osmolaridad de la solucién
(o fuerza idnica), es decir que la actividad enzimgti-
ca corresponderd a un intervalo de pH definido, Kuby, A.
y Lardy, S. (29) reportan para la enzima B-D-galactosi-
dasa de E. coli un pH 6ptimo 7.0-7.3 a una concentra-
cién 0.14M constante de amortiguador de fosfatos; Mori-
si, F. et.al. (36) reporta para la misma enzima de E.
coli pero inmovilizada en acetato de celulosa un pH en-
tre 6.5-7.5 y para B-D-galactosidasa de Tevadura entre
6.0-7.0 a una concentracién constante 0.05 M de amorti-
guador de fosfatos. Existen varios ejemplos mds, pero
no es posible hacer mencidn de todos ellos. Cabe acla-
rar, que tanto el pH como la osmolaridad son factores
que influyen en la expresién de la actividad enzimdtica
dado que pueden producir cambios en el comportamiento
de la enzima, como son cambios conformacionales de la
enzima, restriccidn del acceso al sitio activo.

Los datos experimentales de las tablas 13.1 y 13.2 re-
flejan que la capacidad de las soluciones amortiguado-
ras de fosfatos para mantener el pH en soluci6n en pre-
sencia de entidades de pH diferente al de ellas (pH cé-
lulas de E.coli CSH-36 a 20°C=6.65 y pH polimeros a

20°C=8.08) se mantiene constante, tanto para una con-
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centracidn de amortiguador de 0.0l1M como para 0.2M; To
que implica que su capacidad es definida y eficiente,
por 1o que no hay diferencia entre usar un amortiguador
contenido entre este intervalo de molaridades.

En cuanto a los efectos de las soluciones amortiguado-
ras de fosfatos (0.1 y 0.01M) sobre las propiedades del
sistema, las afectan en forma directa; esto se refleja
en funcidn del tiempo en una desestabilizacidén del sis-
tema, aunque la actividad de 1a enzima no le afecta (pH
6ptimo B-D-galactosidasa de E.coli 7.0-7.3). La deter-
minacidn de actividad enzimdtica se efectud en el tiem-
po 0 y después de 7 dfas trascurridos no observdndose
variacion alguna, (tabla 13.3). La desestabjlizacién
del soporte se debe a la fuerza idnica aportada por las
soluciones amortigquadoras de fosfates, gue no es otra
cosa que la medicidn de la concentracidon de cargas en
solucidn., La relacidn entre la fuerza ignica y la mola-
ridad de una solucidn de sales ionizables dependerd del
nimerc de iones producidos y de su carga neta. Es decir
que para pH alcalino entre 6.5-8.5 tendrd una sal de
fosfato una disociacidn:

HPOF ———> H¥ + H po2-

si la fuerza idnica estd dada por:

T . 1 2
T ST EM
M = molaridad del i6n.
I = carga neta del i6n (in-
dependiente del signo)

I = sumatoria de.
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Una solucidn 0.1M tendrd una fuerza jdnica de 0.3, y
para una solucidén 0.01M la fuerza idnica serd de 0.03.
Esto traerd como consecuencia que los solutos en la fa-
se continua de agua tenderdn a aumentar los rearreglos
de tipo estructural entre polfimeros ascciados, debido

a que contribuir§n a interacciones electrostaticas con
las estructuras conformadas poliméricas (estructuras
electrocriticas).

Capacidad de atrapamiento, resistencia a 1a compresidn

y actividad enzimdtica

Los datos experimentales que aparecen en la tabla 14
pueden ser estimados de acuerdo a los puntos 1.0 y 4.1
de la seccidn de cdlculos. En ellos se muestra que en

el soporte se pueden inmovilizar c&lulas de E.coli.

'CSH~36 con actividad de B-D-galactosidasa hasta seis

veces su relacién en peso seco. Pero en contraparte la
actividad enzimdtica maxima calculada corresponde a una
relacién de 4 a 1 (células:gomas) siendo de 9.1028
UNIDADES ONPG/g, asf como la resistencia a la compre-
sién promedio es de 1.1305 Kglbmz. Esta capacidad de
atrapamiento de 4 a 1 (cé\u]a;:gomas) se seleccioné como
la mds viable para el soporte, y se procedid a corrobo-
rar este dato de resistencia a 1a compresién obtenido
para dicha relacién de 4 a 1 en un compresor universal
de materiales (punto 2.2 de Materiales y Métodos), sien-
do el valor obtenido por este método de 1.1023 fb/émz;
1o que hace confiable ambos métodos de medicidn (2.1 y

2.2 de Materiales y M&todos). Figura 32.
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FIGURA 32 : Prueba de resistencia a la compresién del soporte con

c8lulas inmovilizadas 4 : 1 (peso cé&lulas:peso gomas)

utilizando un compresor universal de materiales (Instron)

///,-wﬁs : 0'/ ==

Aoy

Sgefse 7 /e 5
—



5.1

6.0

~ 148 -

Porcentaje de actividad enzimdtica expresada de células

de F.col{ €SH-36 relacionado con las dimensiones del so-

porte en dicha expresiadn.

Camo los datos estimados en el punto 4.1 de la seccidn
de cdlculos se construyeron las tablas 14.1 y 14.2; en
ellas se observa con lo referente a las dimensiones del
soporte que al disminuir a la mitad su tamafio en longi-
tud de 1.0 cm. a 0.5 cm. aumenta la actividad enzimati-
ca. Si se considera que l1a velocidad de transferencia

de masa estd dada por:

Velocidad de Coeficiente de X Area X Fuerza
transferencia = transfarencia directriz
de masa de masa

Na = KL A (CLS"CL)

al mantener constantes 1a fuerza directriz y el coefi-
ciente de transferencia de masa, al aumentar el drea de
contacto aumentard 1a actividad enzimdtica.

Cabe mencionar que cuando una enzima es inmovilizada,
varios factores entran en juego de tal forma que la ci-
nética de la enzima es afectada. Uno de ellos es Ta ve-
locidad del proceso difusional de Tas especies que par-
ticipan, que puede determinar el comportamiento global
del sistema, aunado a posibles efectos en el micro-am-
biente y complicaciones cinéticas (inhibicién por pro-

ducto o sustrato) (32).

Modificacidn quimica de las células de E.cpli CSH-36 con

actividad de enzima p-D-galactosidasa.
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6.1 Con agente bifuncional (glutaraldehido)

6.2

E1 glutaraidehido es un agente bifuncional porgue en
condiciones de pH &cido o bdsico produce una condensa-
cidn aldSlica con los grupos amino de las profeinas, en
cambio en condiciones de pH neutro favorece la forma-
cion de una base de Schiff, aprovechdndose esta iltima
caracteristica para aumentar la estabilidad de las cé-
Tulas con actividad enzimédtica por periodos amplios de
tiempo como 1o describe Tosa et.al. (51) para varias
enzimas inmovilizadas en k-carragenina. Pero algunas
proteinas son sus&eptibles a la inactivacidn por expo-
sicién al glutaraldehido [ Wasserman y Hultin (55) 1],
sin embargo cuando se empiea este y otros agentes modi-
ficantes es importante minimizar las concentraciones

asf como sus tiempos de reaccidn. Los resultados se

aprecian en la tabla 15; en ella se establece que et

glutaraldehido afecta poco a la actividad de la enzima
a una concentracidn de 0.02% v/v durante 7 minutos de

reaccidn a pH 7.0 en presencia de células de E.coli

CSH-36 cuya concentracidn fue de 3.49 cé&lulas peso seco/

100mt.

Con agentes oxidantes jnorgdnicos

También se optimizé tanto su concentracidn siendo de
0.02% v/v como su tiempo de reaccidn de 5 minutos a pH
neutro (6.0-7.0) para una concentracifn de células de

E.coli CSH-36 de 3.4g peso seco/100 ml. de solucidn.
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Los datos estimados para 7a actividad enzimdtica apare-
cen en la tabla 15, en ella se observa que el agente qui-
mico inorgdnico menos agresivo es el permanganato de po-

tasio (KMn04). pero en funcion del tiempo se pierde la

actividad enzimdtica de las células debido posiblemente

a que los grupos sulfidrile (-SH) al oxidarse tiendan a

formar enlaces disulfuro (-5-S-) bloqueando el acceso al

‘sitio activo de la enzima.

Estabilidad al almacenamiento de la actividad enzimdtica

de c8lulas inmovilizadas de E.coli CSH-36

La tabla 16 reune los datos obtenidos para la actividad
enzimitica del soporte; la cual es estable por un perfo-
do estimado de 6 meses hasta la d1tima determinacidn de
actividad enzjm&tica. Ademds el .soporte bajo almacena-
miento a 10°C conserva sus caracteristicas de flexibi-
1idad y etasticidad aparte de 1a actividad enzimidtica

antes mencionada.

Inmovilizacidn de célblas de ¥X.fragilis 65-61 con acti-~

v1dad'de'enzimaﬂ-D-ga]actosidasa

Con el objeto de probar la universalidad del soperte se
procedid a inmovilizar una levadura. La fnmovilizacidn
de K.fragiltis present§ varias dificultades:

a) Se permeabiliza con tolueno tas células de K. fragilis

para que la actividad enzimitica se exprese.
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b) E1 tolueno es un solvente orgdnico que no permite que
el estado del gel del soporte se materialice al inten-
tar inmovilizar las células.

¢) E1 tolueno es un tdxico y su 450 no se permite en la

elaboracidn de alimentos.

d) La enzima s-D-galactosidasa de K.fragilis se fnactiva
2°40°C de acuerdo con lo reportado por Morisi, F. et.
al. (36). ’

Para solucionar los tres primeros puntos se planted eli-

minar el tolueno una vez permeabilizadas las células,

secdndolas a presifn reducida oieofilizéndo?as {puntc 18

y 19 de Méterialeé y Métodos) reteniendo su actividad

inicial después de este tratamiento, estimindose su va-

lor de 1054 u ONPG/g c&lula {punto 4.2 de cdlculos).

Una vez eliminado el tolueno se procedi6 a la inmovili-

zaci8n segin la metodologia del punto 20.0 correspon-

diente a materiales y métodos; determinando posterior-
mente la actividad enzimitica en el soporte siendo el
valor estimado de 7.4928 u ONPG/g soporte para una rela-
¢ién en peso seco de 1 a 1 (c8lulas-gomas). Esta reten-
citn de actividad se debe a la presencia de polioles en
el soporte, ya que Sgﬁmid, R. (45 ) reporta que estabi-

- Yizan la>act1v1dad de vafias enzimas en presencia de

aumentos deltemperatura por encima de su temperatura ép-

tima de actividad evitando su desnaturalizacidn (tabla 8

Revisidén de la Literatura).

Durante 1a determinacidn de la actiVidad enzimdtica en

células de K.fragilis se establecid una prueba cuyo fin



9.0

9.1

- 152 -

era determinar si el soporte es capaz de retener la
enzima B-D-galactosidasa evitando su salida; 1a cual
consistié en el momento de tomar una parte alicuota de
1a mezcla de reaccign enzima~-sustrato, una parte se co-
locaba en un tubo de ensayo y se dejaba a temperatura
ambiente, mientras que la otra fraccidn se colocaba en
otro tubo de ensayo y se inhibia por temperatura a:90°c
durante 10 minutos. Observdandose que la primera dé’ellas
aumentaba su intensidad en la coloracifn en funcidn del
tiempo, en comparacidn con la correspondiente inhibida
por temperatura. Es decir que el soporte no es capaz de
reténgrvlas enzimas dado que las células inmovilizadas
que las contienen estdn permeabilizadas permitiendo su
salida. E1 soporte en las condiciones de determinacidn

de actividad enzimdtica no se erosiona.

Difusidon de galactosa, glucosa y lactosa a través del

soporte.

Difusidon de gatactosa (2.5%) a través del soporte .sin

células inmovilizadas.

E1 coeficiente de difusion de galactosa en soluciones
acuosas, a dilucidn infinita y a 25°C se ha reportado
en 7.947 X 10710 p?

se que el valor para la difusividad de galactosa a tra-

/s por Don Juan (18). Es de esperar-

vés del soporte (k-carragenina-algarrobo, polioles), sea
menor que el reportado arriba a l1a misma temperatura. En

el presente trabajo, se encontraron valores para ta difu-
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sividad de galactosa (2.5%) a través del soporte de:
2.901 x 10710 m?/s; 3.749 x 10710 w?ss y 5.026 x 10°'0 m¥/s
para 19°C, 25°C y 32°C respectivamente.

La teoria de la existencia de dos fases; 1iquido-sdlido,
podria explicar estos resultados. Se asume en esta teoria,
que la difusian de soluto ocurre a través del liquido en
los poros del gel. Esto generaria tres posibles causas
de la disminucidn del coeficiente de difusidn molecular:
(a) 1a parte sdlida de la estructura del gel (soporte),
reduce parte del &rea da transferencia disponible, (b) en
tanto que la difusidn ocurre a través de poros de diame-
tro reducido, la friccidn entre las moléculas del soluto
"'y 1a pared del poro, reduce el movimiento moiecular y
(c) la viscosidad del liquido contenido en el gel (sopor-
té; podr{a'sér diferente de la del agua, a la misma tem-
~peratura. Friedman (20 observ6 en sus rasultados difu-
sionales de varios solutos a través de geles, que los
| coeficientes de difusiﬁn eran, en todos 10s casos, meno-

res a los observados en agua.

E1 orden de magnitud es comparable a valores reportados
en la literatura. La tabla 20 muestra algunos de los po-
cos datos de difusidon de solutos a través de geles mis-
mos que se emplean con fines comparativos y de discusidn,
Como se observa en esta tabla, el iGnico sistema mds seme-
jante al empleado en este trabajo es el de glucosa-gela-

tina. Para este sistema, si se corrige el valor éxperi-



TABLA 20 : Valores de Coeficientes de pifusién a través de Geles reportados en la

Literatura
SISTEMA TE?BrFi&A- DAme'm w?/s) REFERENCIA
(°c)
UREA-GELATINA (1.0%) n o 8.59 BOLLMEIR, et.al. (1979)
BLUCOSA-POL TACRILAMIDA 37 12 MATSUNAGA, et.al. (1980)
GLUCOSA-AGAR 37 0.5 e o
GLUCOSA-COLAGENA 37 1.0 " "
GLUCOSA-ALGINATO-Ca - (2.0%) 25 6.83 TANAKA, et. al. (1984)
GLUCOSA-GELATINA (5.0%) 5 2.55 FRIEDMAN (1930)
LACTOSA-GELATINA (5.0%) 5 1.44 " "
LACTOSA-AGAR {1.5%) 5 7.39 a "
GALACTOSA-K-CARRAGENXNA:ALGARRGBO (2.5%) 19 2.901 ESTE TRABAJO
GALACTOSA-K-CARRAGENINA:ALGARROBO  (2,5%) 25 3.749 " "
GALACTOSA-K-CARRAGENINA-ALGARROBO  (2,5%) 32 5.026 " "
GLUCOSA-K-CARRAGENINA: ALGARROBO  (2.5%) 25 3.769 | " "
GLUCOSA-K-CARRAGENINA:ALGARROBO  (2.5%) 32 4.898 " "
LACTOSA-K-CARRAGENINA-ALGARROBO  (5.0%) 32 0.0353 “om "

Nota: Los valores de DAG del presente trabajo de investigaci6n se calcularon utilizando un programa
de computadora basado en el método de Newton y que aparece en el Apéndice I.

- %51 -
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mental por temperatura de 19°C a fin de comparar con los
resultados del presente trabajo se obtiene un Dpa {19°C)
= 2.6784 X 10']0 mz/s. Este valor es muy comparable al
obtenido para la difusidén de galactosa a 19°C a través

del soporte D, (19°C) = 2.901 x 10710 n?/s.

Un aspecto importante de resaltar, es el andlisis de los
coeficientes de difusidn para galactosa con respecto a la
temperatura. La relacidn entre DAG y la temperatura es
directamente proporcional, y en este caso sigue una rela-
cidn lineal como lo muestra la figura 33. Friedman (20)
observd un comportamiento similar para el caso del siste-

ma sacarosa-gelatina en el intervalo de 5°C-20°C.

Difusidn de gqlucosa (2.5%) a través del soporte sin célu-

tas inmovilizadas

Los valores para la difusividad de glucosa a través del

-10 m2

soporte obtenidos en este trabajo son: 3.769 X 10 /s

-10

y 4.898 X 10 mZ/s a 25°C y 32°C respectivamente. La

difusividad de glucosa en agua se reportd de 6.981 X 10-10

m2/s a 25°C por Don Juan (18).

Los valores corregidos por temperatura para el sisteba

glucosa-gelatina, reportados por Friedman (20) son 2.7335
x 10710 w?/s a 25°C y 2.7977 x 10710 m¥/s 2 32°C. En este
caso la comparacién entre ambos sistemas: glucosa-k-carra-
genina: algarrobé y glucosa-gelatina, es acertada en cuan-

to al orden de magnitud y al intervalo de valores. Las di-
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ferencias entre los resultados de este trabajo y el sis-
tema glucosa-gelatina, deberan comprenderse dentro del
marco de la teoria de las dos fases, explicada anterior-

mente. Ademds, se debe sefialar que aunque los sistemas

son parecidos no son iguales.

Can los dos valares de difusividad para glucosa a través
del gel (soporte} sin calulas inmévilizadas reportadas
en este trabajo, no es posible establecer la dependencia
de DAG con respecto a la temperatura. Sin embargo, es
claro que DAG aumenta conforme aumenta la temperatura,

como 1o demuestran los datos experimentales.

Difusidn de lactosa {5%) a través del soporte sin cédlulas

inmovilizadas

E1 valor del coeficiente de difusidn de lactosa a 32°C
en este trabajo es de 3.536 X 10712 n/s, La difusividad

de lactosa en agua a 32°C es de 4.9 X 10-10 mzls. En este

caso, el valar experimental de difusidn de este disacarido
a través del gel (soporte) no se compara con los valores
reportados éﬁ la literatura. La diferencia en la estruc-
“ura porosa de los geies, podfia ser una causa que expli-
carfa estas diferencias. El valor mds cercano al obtenido

en este trabajo, es el del sistema glucosa-agar reportado

por Matsunaga (35).
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9.4 Difusion de galactosa, glucosa y lactosa a través del

soporte a 37°C con células inmovilizadas de E.coli. CSH-36

Los resultados de difusividad de los solutos empleados en
el presente trabajo a través de un gel de k-carragenina:
algarrobo (3.4%) con células inmovilizadas (13.6g) de
E.coli CSH-36 a 37°C son: Galactosa 2.854 X 10710 m?/s,
Glucosa 1.862 X 107'0 m?/s y Lactosa 1.285 X 10712 m?/s,

En todos los casos, los valores son menores gque los obte-
nidas utilizando el gel (soporte) sin células. Esto signi-
fica que el coeficiente de difusidn molecular se reduce

por la presencia de las células.

Para el caso de la galactosa, la reduccidn en el coefi-’
ciente de difusidn molecular es del 50.8%, para la gluco-

sa, la reduccidn de Dpg ©S de 62.6% y para la lactosa, la

disminucion es del 64.2%,

Los resultados anteriores son explicables de acuerdo a

la teoria de las dos fases. Las células reducen el drea
_disponible a la difusidn y posiblemente el didmetro de

los poros del gel, constituyéndose asi en una resistencia

adicional a la difusidn de los solutos.

Sin duda, los resultados anteriores pueden ser utilizados
en la evplicacion de los fendmenos de transporte de masa
‘de reactores enzimaticos que utilizan enzimas atrapadas

en geles.
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Como se ha observado en esta parte, resulta muy dificil
‘ comparar los resultados experimentales con datos de la

literatura ya que estas no son abundantes. Si se acep-
tan como va&lidos los enunciados de la teoria de las dos
fases, se comprenderdn estas dificultades. Existen auto-
res como Tanaka (50), que han reportado que los valores
de difusividad de ciertos solutos como glucosa, L-trip-
tofano y a-lacto albdmina, todos ellos con pesos molecu-

4 daltones se difunden de y hacia

lares menores a 2 X 10
esferas de alginato de calcio independientemente de la
estructura del gel. Esto significa, que los valores de
difusion de estos solutos a través del gel son similares
a los de difusidn a través del agua. Por lo tanto, sin
duda este campo del conocimiento aln tiene innumerables

incognitas por resolver.
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CONCLUSIONES (Extractos)

El objetivo general de este trabajo de investigacién como se
menciond anteriormente fue mejorar la resistencia ffsica de un
soporte de k-carragenina reportado por Tosa, T. (51) mediante
su interaccidn con galactomannanas y uso de polioles. Por 1o
tanto, este trabajo se dividid en dos partes: primero desarro-

11ar Ta composicibén de la formulacién del soporte, y segundo

caracterizarlo.

De los resultados experimentales de la primera parte se extrae

que:

1 La resistencia ffsica a 1a compresidn promedio para
un soporte de k-carragenina es de 0.3632 ﬁalcmz.

2 La resistencia fisica a 1a compresidn promedio para el
soporte encontrado como mis resistehte es de 1.4916
Ealcma, y cuya coﬁposicién en peso es: 2.51 g de al-
garrobe, 1.35 g de k-carragenina, 17.12 g de glicerol,

~ 20.72 g de propilenglicol y 0.9 g de NaCl aforados a
100 ml. de agua.

Con respecto a la segunda parte correspandiente a la caracteri-
zacién de la formulacidn del soporte ya mencionado en el punto
anterior, se establecieron para tal fin los objetives parciales

(p.AO); de Tos cuales se extrae que:

1 El SOpdrte formulado en este trabajo (k-carragenina,
‘algarrobo-polioles), es menos suceptible a presentar

fen6meno de sinéresis con respecto al de k-carragenina
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reportado por Tosa, T. (51) ya que este dltimo elimina
en tres dias el 95% en peso, en comparacién con el pri-
mero que s@lo elimina el 25% para el mismo periodo de

tiempo y bajo las mismas condiciones.

1.1 Lo anterior se debe: primero a la presencia de
polioles (propilenglicol-glicerol) los cuales
tienen la propiedad de retener agua [Furia, T.E.
(21)], y segundo a que la conformacifén y aso-
ciacidn entre k-carragenina y algarrobo aunado
a una dispersién mis facilitada por los polio-
les, es mds estable que ta k-carragenina sola

[Dea, I.C.M. (16)].

E1 soporte (k-carragenina-algarrobo) presenta una
mayor resistencia a la compresién promedio cuando
se induce su gelificacidn en medio dcido, en compa-
raci6n con la que presenta en condiciones alcalinas
(mdxima promedio en condiciones dcidas a pH 4.0 de
3.2360 k;/cmz; midxima promedio en condiciones alca-

linas a pH 8.0 de 1.2760 kg/cm?),

2.1 Este soporte gelificado en condiciones alcali-
nas presenta las s1guientes caracteristicas:
es flexible y elfstico, al almacenarlo a 10°C
no presenta sinéresis; estable a la agitacién

no presentando erosidn alguna.
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2.2 Gelificado en condiciones dcidas presenta las

2.3

siguientes caracteristicas: es duro y poco

‘eldstico, al almacenarlo a 10°C presenta siné-

resis con contraccidén de tamafio, inestable a

la agitacidn después de almacenarlo.

Por las caracteristicas anteriores es mis via-
ble inducir a estado de gel el soporte en con-

diciones alcalinas.

Las estructuras de polfmeros (k-carragenina-algarro-

bo) que conforman el soporte por asociacidn entre

ellos y cuyo cardcter es electrocritico (estabiliza-

c¢i6n por cargas), aunado a la fuerza ionica aportada

por las soluciones amortiguadoras de fosfatos, pro-

pici&n modificaciones en las estructuras del soporte

que 1o desestabilizan por lo que no_se recomienda su

uso-para este caso en particular.

3.1

3.2

Aunque cabe sefialar y dejar bien establecido
que el uso de soluciones amortiguadoras de fos-
fatos obedece a mantener un microambiente pro-
picio para la enzima; para que la actividad
enzimitica -no se vea afectada, tal y como lo
recomienda la literatura (ver punto 4.0 de

Discusién).

Aunque existe la posibilidad de utilizar otro

tipo de amortiguador el criterio que se deriva
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del punto 3.0 anterior, ée basa en las pruebas
de estabilidad de almacenamiento del soporte

con células inmovilizadasde E.coli CSH-36 con
actividad de B-D-galactosidasa, las cuales de-
muestran concretamente que dicha actividad enzi-
mitica se conserva estable a 10°C y -4°C por -
espacio de 6 meses o mds (periodo que corres-
'pondié a dichas pruebas), sin necesidad de

utilizar solucién amortiguadora alguna.

La capacidad de atrapamiento éptima del soporte es
de 4 a 1 (peso seco células :peso seco gomas). Basa-
do en 1os datos de actividad de B-D-galactosidasa

de E. coli CSH-36 de 9.1028 uONPG/g y una resisten-

cia a 1a compresidn promedio de 1.1350 fb/cmz.

4.1 Si bien es irrelevante decir que en soportes
de tipo gel (k-carragenina, agar, alginato,
poliacrilamida, etcétera) el factor transfe-
rencia de masa es uno de los factores que de-
terminan la expresifn de la actividad enzima-
tica, cabe recalcar que otro factor es la na-
turaleza del soporte y que en este caso en
particular resulta inerte e inocuo'a la enzima
g-D-galactosidasa de E.coli CSH-36, tal y como
To demuestra la estabilidad de dicha enzima
inmovilizada en &1, por espacio de 6 meses a
10°C y -4°C {en condiciones de congelacién el
soporte no presenta crista1iz$ci6n alguna que

dafie al soporte).
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Para la modificacién quimica de las células e E.coli
CSH-36, de 1os agentes quimicos probados, el gluta-
ra]deﬁfdo resultd el mds adecuado para dicho trata-
miento en una concentracidn al 0.02% v/v durante

7 minutos de reaccifn a pH 7.0 para una concentra-
c¢ién de células de E.coli CSH-36 de 3.4 g peso seco
por cada 100 ml y cuya finalidad es evitar olores
agresivos producidos por lisis celular después de

inmovilizar dichas células.

Si bien es cierto que 1a inmovilizacifn de células

de levadura k.fragilis 55-61 presentd varias difi-
cultades (p.150 Seccibn Discusién), sirvié para

reafirmar:

a) Que el empleo de polioles aporta estabilidad a
las eﬁzimas por incrementos de temperatura por
encima de su temperatura dptima de actividad
[Schmid, R. (45)}] tal y como se demostrd al lo-
‘grar inmovilizar la levadura k-fragilis 55-61 en

aste trabajo conéervando su actividad enzimdtica.

b) Que el método de atrapamiento el cual rige el

soporte desarrollado en este trabajo s6lo es via-
ble‘para inmovilizar células y no enzimas. Porque
el tamafio del poro del soporte es definido y lo

suficientemente grande para no retener las enzi-

mas.
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7.0 Con respecto a la caracterizacidn difusional del so-
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si se desea utilizar este soporte (k-carragenina

algarrobo) para inmovilizar enzimas purificadas

se utilizard conjuntamente con esta técnica, otra

técnica o método de inmovilizacidn de los ya sefla~-

Tados (punto 4.0 Rev. de 1a literatura).

porte se extrae que!

a)

b)

E1 coeficiente de difusidn de galactosa {2.5%)
a través del soporte (k-carragenina-algarrobo
3.4%) sin células inmovilizadas, se determing
experimentaimente utilizando una celda de difu~
si6n modificada. La dependencia de este coefi-
ciente con respecto a la variacidn de tempera-
tura es lineal y se expresa a través de la si-
guiente correlacidn:

Dag X 10710 m?/s = 1.6398 X 10711

Los valores obtenidos se comparan favorablemen-
te con datos reportados en la literatura para

sistemas semejantes, aunque no iguales.

Los valores para el coeficiente de difusidr de
glucosa (2.5%) a través del soporte sin células
para las,temperatdras 25°C y 35°C fueron 3.769
x 10710 n2/s y 4.898 x 10710 n?/s respectiva-

mente. No se determiné dependencia de la difu-

ToC -2.6227 X 107

11
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sividad con respecto a la temperatura, aunque los
resultados obtenidos presentaron comportamiento
con respecto a la variacidn de temperatura simi-
lar a los de galactosa. Esto es, la difusividad
es directamente proporcional con la temperatura.
Los valores son muy cgmparables con datos de 1i-

teratura para difusidn de glucosa en otros geles.

E1 resultado para la difusién de lactosa(5.0%)
a través del soporte sin células inmovilizadas y
a 32°C es de 3.53 X 1012 m/s. Este valor no se

pudo comparar con valores en la literatura ya

~que: (1) E1 sistema lactosa-k-carragenina : al-

garrobo no se ha reportado, (2) Las caracterfis-

- ticas de cada gel son las que determinan los va-

0

~Tores de difusividad. Lo anterior es explicado

en base a la teoria de la existencia de dos fa~-

ses: 1fquido-sdétido.

En todos los casos anteriores, los valores del
coeficiente de difusidn de los solutos estudia-
dos a través del soporte, son menores que los
valores de difusién dé Tos mismos a través de
agua. Este hecho se habfa reportado ya en la 1i-
teratura y los resultados del presente trabajo,

1o corroboran.
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e) La presencia de células de E.coli CSH-36 inacti-
vadas previamente en la formulacién del gel en
una relacidn de 4 a 1 (peso células : peso gomas),
da como resultado una relacién significativa e
importante del coeficiente de difusidén. La dis-
minucibn observada fue del 50.8%, 62.6% y 64.2%
‘para la difusifn de galactosa, glucosa y lactosa

respectivamente a 37°C.

f) La difusidn de solutos a través de geles, es un
proceso complejo en donde intervienen varios fac-
tores. La forma de fabricacion de un gel, segura-
mente define la estructura interna del mismo, el
tamafio del pord y la porosidad. La temperatura
influye significativamente en el coeficiente de
difusién, asi como 1a concentraci6n del soluto a
‘difundir. Todas l1as variables menctionadas ante-
riormente meracen ser estudiadas con mis detalle.
Esto permitirfa comprender mds los fenémenos de
transferencia de masa y catdlisis en sistemas
de enzimas inmovilizadas en geles u otros sopor-

tes s61ido-porosos.

. Perspectivas:

1 El pfesente trabajo de investigacién inserto en la realidad,
otorga una posibilidad en el desarrollo y mejoramiento de

técnicas de inmovilizaci6n encaminado a satisfacer las prio-
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ridades planteadas dentro del contexto de 1a Tecnologfa Enzi-

matica.

l.La manufactura del soporte planteado en este trabajo para la
inmovilizacion de células y/o enzimas, es técnicamente via-
ble mediante 1a aplicacidn de una metodologfa detallada y sim-
ple que no requiere de personal especializado ni equipo cos-
tosa, aunado a que las materias primas estdn disponibles en

el pafs.

ks‘factible estudiar con mds detalle los fendmenos de trans-
~ferencia de masa en catalizadores enzimfticos, ya que los
datos de coeficientes de difusidn son muy escasos en la 1lite-
ratura y son muy importantes para el cdrrecto diseflo de Reac-"

tores Enzimadticos.
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1ILISY

8 REM ESTE PROGRAMA CALCULA EL

COEFICIENTE DE DIFUSION DE UN
SOLUT? A TRAVES DE UN GEL.

6 REM PROGRAMA ELABORADO PQR
FERNANDG DOMINGUEZ JULTAN
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.

10 REM SET AN INITIAL VALUE FOR
D

20 PRINT "ENTER THE INITIAL VALU
E OF D *"1: INPUT DO

30 PRINT * THE CONVERGENCE CRITE
RIA "3t INPUT EPSI

31 PRINT ® THE TIME VALUE *j3: INPUT

T

35 PRINT * THE V VALUE "j: INPUT
v

38 PRINT " THE LSQUARE VALUE, AS
arR*j 1 INPUT AC

40 REM CALCULATE F(D) AND FP(D}

S0 REM F(D) IS CALCULATED BY PA
RTS

&0 REM SET THE CONSTANTS

?0 A = 0,327i1B = 0.0766:C = 0.030
6!D = 0.0160

B0 Et = - 4.117:E2 = - 24,14:E3
= - 43.68:E4 = - 123.

90 D1 = 1,34424:D2 = 1,84912:D03 =
1.94861:D4 = 1.9480

100 PISA = 9,8696

110 REM SET THE COUNTER K FOR T
HE ITERATIONS

120 K = 0

130 REM CALCULATE THE FIRST FOU
R TERMS

140 FOURT = (A ¥ EXP (E1 % DO %
T 7 AC)Y) + (B ¥ EXP (E2 ¥ D
0% T /7 4aC)) + (C * EXP (ET
¥ DO # T 7 ACY) + (D % EXP
(E4 % DO % T / AC))

150 REM COMPUTE THE SUM TERM

140 SUM = ©

170 FOR N = 4 TO 15

1890 SUML = (8 7 PISQ % ((2 % N +
1) ~ 2)) % EXP ( - ((2Z ¥ N +
1) ~ 2) # PISQ ¥ DO ¥ T 7 4 ¢/
AC)

190 SUM = SUM + SUML



200
210
220
230

240

230

240
270
230

290
300
310
220
330
340
350
340
341

342
263
370
380

400
410

420
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NEXT RN

REM COMPUTE F(D)

FD = ¥ ~ 0.8 + FOURY + sum

REM COMPUTE FP(D) BY PARTS,
FIRST FOUR TERMS

FOUDP = ~ (DL % T 7/ AC) ¥ EXP
( - EL % DO X%T /7 ACY ~ (D2 #

T /7 AQ) ®* EXP ( ~ E2 % DO ¥
T/ AC) - (DI ¥ T / ACY ¥ EXP
{ -~ EI X D0 ¥ T /7 AC) - (D4 %
T 7 AC) ¥ EXP ( - E4 ¥ DO %
T /7 aly

REM COMPUTE THE SUM TERM SE
TTING SUMD=0

SUMD = 0

FOR N = 4 70 15

SUMDL = (2 ¥ T 7/ ACY ¥ EXNP (

- {2 ¥ N+ 1) ~2) ¥ PIST ¥
DO ¥ T / 4 / AC)

SUMD = SUMD ¢ SUMDL

MEXT N

FPD = FOUDP -~ SUMD

REM THE NEWTON'S METHOD
M = DO - (FD /7 FPI

FIDI = ABS (DN - DO)

IF FIDI ¢ = EPSI THEN 400
NG = DN

PRINT "DN = "i{DN

PRINT "K = "3k
IF K > 30 THEN 400
K=e K + 1

GOTO 140

PRINT ®*THE VALUE OF D"jDNM
PRINT *THE NUMBER OF ITERATI
ONG K= "iK

END
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CHTER THE INITIAL VALUC OF D 73.7C~10
THE CONMYERCGLNCE CRITCRIA ?1.0E-1IS5
THE TIME YALUC 720970

THE % VALUZ 2,13797%

THC LSCUARE YALLL, ATOR?4,0E-04

2.64972021E-10

-
o

2.64376315L- 10
. T

pH = 3.45S3872IE-10
14 = ¢
D~ 3.41154702E-10
3 - 1
D = .26020309€-10
K = 2
DN ® Z.32530621E~10
¢ a3
DN = Z.28421279E-10
14 - 4
BN & 3.2436074%3E~10
K L]
DM = 3.2040Q0146~10
K - &
o = 3, 16374793E=10
K L]
DN = 3. 12867122E-10
K - 8 .
DN % T.09293446E-10
K - 9
N = 3.05B41073E-10
K = 10
DN = 3,02573C8SE-10
K = 1t
DN = 2.95440142E-10
K s 12
DN = 2,9443980E-10
K s 17
DN = 2.73635I516-10
K = 4
DN = 2.70968237E~10
K = 15
DN = T EB4S77328-10
K = 1e
DN % 2 84102374E-10
K o= g
DN = 2.33899332E-10
K = 18
DN = 2.81845011E-19
K = 19
DN = Z2.79933928-10
® = 20
DN = 2.7816305%E-10
K = 21
DN = 2.74%26020E-10
K - 22
DN = 2,7%0132E-10
K = 23
DN = 2.73424011E-10
K = 24
DN = 2.72349094E-10
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[3 = 26
DN = 2,70108226E-10
[ = 27
DN = D2.49131434E-10
K - 28
ON = 2.4834110E-10
K - 29
BN = 2,67435047E-10
K - 30
DN = 2,66494949E-10
¥ L1
DN = 2,64026766E~10
¥ » 32
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K - 33

-

-

-
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DN = 2,4004110E-10

K .. 29

DN = 2,47431047E-10

® - 30

DN = 2.66671049E-10
K e 31

BN = 2.4402¢76uE-10

K = 32

DN = 2.4342t1164C~10

K - 33

DN = 2,44872021E-10

K - 39

DN = 2.443I7401SE-10
K - 3

DN = 3,439765308-10
K LI

DN = 2,43323709E-10
K "= 3>

ON = 2.43{Y83&64E~10Q
K - 38

DN = 2.62829245E~10
® - 3J9

DN = 2,42332484E-10
K = 40

DN -  2,622635213E~10
K = 44

DN = 2,620246228-10
K - 42

DN = 2,61808143E~10
K -

DN ® 2, 4141345%E-10
K - 44

BN = 2.614930412E-10
K - 43

DN = 2,81201092E-10
K - 46

DN = 2,411377436-10
[3 - 4>

DN = 2.610127798-10
K - 38

BN = 2,40098762E-10
K - g9

IN & 2,40794394E-10
K = %0

BN %  2,40204507E-10

K = 5]

IN  ® 2.605622037E-10

- 52

SN = 2,40548037E-10

K « 33

DN = 2,604816492E-10

[3 . 5q
LOIN w 2.40422000E-10

® s 33

DR = 2,6035086526-10

K =« 86

DN = 2,403207348-10

K - 352

DN = 2,4027776E-10

K LI -] .
BN 2,60239224E~10
TR - 59 i

DN = 2,40204649C-10
K = &0

ON = 2.60173602E-10

K = &1

IN & 2.401459118-10
K L]

EN = 2,40121007g-10

® = 43 )

BN = 2.6009068%E-10

K - 454

DN« 2.4807C803E-10
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DR = 2,60060733E-10

x - 44

THL VALUC OF D2, 40040739E-10
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