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1. lntroducci6n 

El uso de enzimas aisladas, y desde luego el empleo del 

término "enzima" data de 100 años atrás. Patentes para el 

aislamiento de renina datan de 1885, y de enzimas deter­

gentes a partir de 1915. Sin embargo, resulta relevante 

mencionar que de la gran cantidad de enzimas identificadas 

y estudiadas hasta la fecha, tan sólo 24 enzimas son acep­

tadas por la F.O.A. en los Estados Unidos para su empleo 

en alimentos ó se encuentran bajo petición para que se 

permita su uso (GRASP) a partir de junio de 1983 054). En 

la tabla l se mencionan las enzimas de mayor importancia 

comercial a nivel mundial {58). 

Las enzimas se obtienen a partir de extractos de plantas, 

tejidos animales, o bien, de microorganismos, siendo esta 

última la fuente de mayor explotación {figura 1). 

La decisión de emplear células completas para la conver­

sión bioquímica, enzimas aisladas ó inmovilizar ambos sis­

temas, requiere de la consideración de muchos factores 

(31),entre ellos son d
0

e mención, e~ grado de dificultad 

técnica y el costo relacionado al aislamiento en gran es­

cala de la enzima, asi como su estabilidad catalítica 

operacional. Sin embargo con el desarrollo de la Biología 

Abreviaciones: 
F.D.A. = Food Drug Administration (Administración de Alimentos y Drogas). 
GRAS = Generally Recognized as Safe (Generalmente reconocido como seguro). 
GRASP = GRAS Petition submitted (Sometida a petición 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 Ingeniería Genética para uso en especi­

fico en alimentos, dado que todas las nuevas preparaciones 

de enzimas deben someterse a pruebas toxicológicas y de­

mostrar que son seguras (GRAS}. Aunque en el afio de 1980 

la F.D.A. aceptó la producción de insulina a partir de 

clones para suministro humano siendo esto en particular 

causa de una gran polémica (27). Cabe recalcar que la le­

gislación sobre el empleo de enzimas varia de pais a pafs. 

y muchos paises no especifican controles sobre su uso (54). 
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Tabla l. Ventas anuales estimadas de las enzimas más impor­

tantes en alimentos. (58) 

Ventas estimadas ($ MM dólares} 

1985 1990 

Glucosa isomerasa 75.5 92.4 
Amilasa bacteriana 54.9 67.8 
Glucoamilasa 54.9 65.6 
Renina 31. 8 42.5 
Papaína 16.8 18. 2 
Otras 23.5 30.8 

Fig. 1 Estimación máxima de obtención de 140 enzimas comer­
ciales tomando como base el ano de 1970. (31) 
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Revisión de la literatura: 

l. Tipos de Catálisis 

Catálisis bioquimica es sinónimo de catálisis por enzimas. 

La cual es afectada por diferentes estados ambientales en 

las que las enzimas pueden desempeñar sus funciones. Este 

intervalo es extremadamente amplio y complejo con respecto 

a células, en comparación con enzimas altamente purifica­

das. 

1.1 Células 

Células y tejidos, se flan utilizado como catalizadores 

durante cientos de años. La gran versatilidad de las 

células microbianas en particular, tienden al desárrollo 

de la_presente industria de la fermentación. Durante 

1 os procesos de-.. fermentaci ón gran número de mi croorga-

n i smo s se forman a partir de nutrimentos pres entes en 

el caldo de fermentación. Estos microorganismos duran­

te o d~•pués de la fase exponencial de crecimiento, 

actúan como catalizadores para la sintesis de productos 

(13),desde simples mo'léculas como etanol o pol'imeros 

extremadamente complejos. Las reacciones implicadas en 

la síntesis de estos productos, generalmente incluyen 

deshidrogenación/hidrogenación y requerimientos de 

ATP. Esto no se debe únicamente a las enzimas, sino a 

que las células metabolizan los nutrimentos para obtener 

la energía necesaria para la síntesis. En algunos 
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casos, sin embargo, una simple enzima presente en la 

célula se requiere para llevar a cabo la conversión, 

por ejemplo: 1.a isomerización de la glucosa, ·modifica­

ción de algunos esteroides, la conversión de penicilina 

a ac. 6-aminopenicilánico. 

Recientemente otros caminos se han desarrollado como es 

la inmovilización de células. Esto se logra por varios 

métodos, como puede ser por fijación o atrapamiento en 

poliacrilamida u otros geles (Sl)o por intercambio 

i ónico o por adsorción f26). 

1.2 Enzimas 

Las enzimas, particularmente aquéllas que se producen 

extracelularmente por microorganismos (2), se utilizan 

como catalizadores en procesos industriales, tomo el de 

la cerveza, hidrólisis de almidón, clarificación de 

jugos de frutas, y fábrica de quesos. Técnicas para la 

extracción en gran escala y aislamiento de enzima in­

tracelülares (lÓ),hacen posible su uso en reactores 

como catalizadores (.31). En resumen, enzimas soluble~ 

en agua pueden inmovilizarse. Esto es posible por'ad~ 

sorsión o por ataque, químico de la enzima a un soporte 

de material sólido, obteniindose enzimas insolubles 

activas. Enzimas pueden atraparse en geles de polia­

crilamida ("38.) o microcápsulas '9). Enzimas insoJu .. 

bilizadas pueden hacerse en forma de fibras o partícu­

las granulares {28). membranas (23) y, tubos (24). Otra 
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manera de inmovilizar enzimas, es por adsorción o por 

ataque qufmico de la enzima a un polfmero soluble en 

agua de alto peso molecular (30), 6 solubilizando un 

soporte sólido en el cual la enzima puede ser fijada 

( '4:). 

Por lo tanto es posible distinguir seis tipos de catá-

1 isis bioqufmica (Tabla 2) (I} células matabólicamente 

activas, (II) células metabólicamente inact"ivas, (III) 

células completas inmovilizadas, (IV) enzimas aisladas, 

(V) enzimas insolubles inmovilizadas ó enzimas insolu­

bilizadas, y (VI) enzimas solubles inmovilizadas. 

1.3 Eleccidn del Tipo de Catálisis 

El costo del aislamiento de la enzima y posiblemente de 

la inmovilización, asf como los costos de la fermenta­

ción, deben ser balanceados; además de otros factores 

que afecten la elección del ti~o de catálisis r que a 

continuación se discuten:· 

1.3.1 Naturaleza de la conversión 

Una conversión bioquímica puede requerir la participa­

ción de una simple enzima, un complejo enzimático ó 

muchas enzimas. Si un gran número de enzimas está in­

volucrado el uso de células completas es el indicado. 

Sin embargo, el estudio de sistemas enzimáticos que 

requieren fuentes de energfa no es muy profundo en la 

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

adición por separado de cofactores·solubles como NAO y 

ATP. Técnicas para la reutilización de cofactores, se 

han desarrollado a nivel laboratorio mediante la inso­

lubilización e inmovilización de éstos, pero para fines 

prácticos a gran escala, no se justifica su uso (53}, 

Tabla 2. Tipos de Catálisis Biogufmica y Factores de Selección 

Células 

Enzimas 

Metabólicas 

No Metabólicas 

Inmovilizadas 

Soluble 

Inmovilizada soluble 

Inmovilizada insoluble 

Factores que influyen· en la elección. 

Nat~raleza de la conversión 

Producción y pureza 

Estabilidad y reutilización 

Modificación de la cinética 
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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 purificación 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 modificación de esteroides y 

~scuales pueden eliminarse. Otro problema que se pre­

senta cuando se utilizan células es la contaminación 

del ~roducto por compuestos generados durante la lisis 

de la célula. 

Estos problemas pueden evitarse utilizando enzimas pu­

rificadas, particularmente si se encuentran inmoviliza­

das, o bien por modificación química de células ó enzi­

mas (25). 

l.3.3 Estabilidad y Reutilización 

La dificultad para recuperar enzimas solubles del licor 

de reacción, usualmente se presenta para reactores por 

lotes (baten) y de flujo continuo, al operar a altas 

temperaturas, o al final de la reacción las enzimas 

presentan muy bajas actividades. Para sistemas de flu­

jo continuo, las enzimas solubles pueden retenerse en 

el reactor empleando membranas de ultrafiltración (7) 

Células en suspensión pueden recuperarse del licor de 

reacción utilizando equipo. de separación sólido/líquido 

o por sedimentación gravitacional. En mucnos otros 
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casos, sin embargo la pérdida de actividad catalítica 

con el tiempo es demasiado rápida y su reutilización 

es antieconómica, especialmente si comienza la lisis de 

la célula. La inmovilización de células o enzimas ais­

ladas, facilita su reutilización catalítica; esto se 

justifica si la estabilidad catalítica de la célula o 

enzima inmovilizada es alta. Muchos son los reportes 

de incrementos de estabilización por inmovilización, 

pero pocos de éstos dan valores de estabilidad catalí­

tica de la enzima bajo condiciones o~eracionales M6 ), 
(54), (Fig. 2). 

Sin embargo, muchas enzimas solubles son muy inestables, 

grandes incrementos en su estabilidad pueden necesitar­

se para justificar su inmovilización. Debiéndose tomar 

en cuenta el costo total del material que se usará 

como soporte, el costo de la enzima, y el procedimiento 

de inmovilización, siendo factible calcular el número 

de veces que la enzima inmovilizada puede reutilizarse 

en un reactor por lotes (batch), o el tiempo de opera­

ción en un reactor de flujo contfnuo¡ y el costo si se 

utilizan células o enzimas. La reutilización es un. 

factor económico que influye directamente en el costo 

de las formas de catálisis y por lo tanto en el costo 

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

1.3.4 Modificación de la Cinética de Reacción 

Cuatro de los tipos de catálisis enlistados anterior-
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Glucosa Oxidasa 

Inmovilizada ." 
·~ ·---. 

Soluble 

10 20 30 40 

Gluco Amilasa 

l Inmovilizada ·---·----10 20 30 40 

Tiempo • min 

Figura 2. Efecto de la inmov\li.zación en polietilenamina 
sobre la termoestabilidad de glucosa o~idasa 
(ñlºC) y glucoamilasa (68ºC). (54) 
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mente, de los cuales los tres referentes al uso de cé­

lulas completas y enzimas insolubles inmovilizadas, son 

catálisis en fase sólida y por lo tanto en una fase di­

ferente al caldo de reacción. Cuando la catálisis es 

un medio heterogéneo la reacción puede afectarse por 

gradientes de transferencia de masa de los sustratos a 

los sitios de catálisis. Para células microbianas, la 

penetración de sustrato en aglutinamientos de células 

o pel1culas, puede restringir su crecimiento o forma­

ci6n de producto. La resistencia difusional presente 

en las células completas es un factor limitante; asf 

como la localización de la enzima en la célula, si se 

encuentra a nivel de membrana o está 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 éstos al sitio activo de la enzima. (41). 

2. Inmovilización 

2.1 Definición 

Una c~lula o enzima inmovilizada se define como células 

o enzimas cuya localización es en un espacio restrin­

gido completamente a una región limitada. (11, 52, 56) 



- 12 -

2.2 Técnicas de Inmovilización. 

-lt.11 
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Los objetivos de la inmovilización son: Primero, reco­

brar la enzima del caldo de reacción fácilmente para 

reutilizarla, y esto es importante desde el punto de 

vista económico. Segundo, conferir estabilidad catalí­

tica prolongada al sistema. 

100 

80 

60 

40 

20 

o 
CONVENCIONAL 
(Por.lotes) 

MANO DE OBRA 
ENERGETICOS 
ETCETERA 

CATALISIS Y 
REACCION 
ENZIMATICA 

MATERIALES Y 
SUSTRATOS 

INMOVILIZADO 
(Continuo) 

Fig. 3 Comparación del costo relativo de la producción indus­
trial de ácido L-aspártico utilizando células comple­
tas de E. coli (12). 
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Muchas técnicas para la inmovilizac16n de enzimas y otras 

proteínas se han reportado, pero ninguna técnica será de 

aplicación universal, porque las enzimas difieren signifi­

cativamente en su composición y características fisicoqui­

micas. En resumen, las propiedades del sustrato y produc­

to determinan la elección de la técnica de inmovilización. 

Las técnicas de inmovilización pueden dividirse en cuatro 

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

l. Atrapamiento o Microencapsulación 

2. Adsorción 

3. Unión al soporte 

4. Entrecruzamient~ 

En la tabla 3,(6) se resumen algunas de las.ventajas y 

desventajas de estas técnicas de inmovilización. Para ma­

yor información y profundidad se recomiendan una serie de 

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

En particular el método de atrapamiento se basa en confi­

nar enzimas o células en una matriz polimérica (atrapa­

miento en cristal), o englobadas en una membrana semiper­

meable (tipo encapsulación). Al inmovilizar por este méto­

do las enzimas o células no reaccionan con el soporte, sólo 

quedan atrapadas en ellos. Los soportes utilizados por 

esta técnica de inmovilización son: K-carragenina, polia­

crilamida, adar, alg1nato, triacetato de celulosa, etc. 
(11, 39, 43, 56, 57). 
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ENZIMAS INMOVILIZADAS 

/ 
POR 

ATRAPAMIENTO 

I \ 
r~'--.J' 

ATRAPAMIENTO 
EN MATRIZ 

@ 
MICROENCAP­

SULACION 

" POR 
ENLACE 

/\ 
ADSORCION ENLACE 

COVALENTE 

/ \ 

UNION AL 
SOPORTE 

* ENTRECRUZAMIENTO 

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

UNION AL ATRAPAMIENTO ENTRE 
CARACTERISTICA ADSORCION SOPORTE Y MICROEN- CRUZA 

CAPSULACION MIENTO 

Preparación Simple Difícil Dificil Intermedia 

Fuerza de enlace Débil Fuerte Intermedia Fuerte 

Actividad enzimática 
especifica Alta Intennedia Bajaª Baja 

Regeneración de 1 
Rarob soporte Posible Imposible Imposible 

Costo de la inmovilización Bajo Alto Intermedio Intermedio 

Aplicación General Si Sí Si Sí 

Protección a la enzima de 
proteólisis o ataque 

Si 
Algunas 

microbiano No No veces 

a) Las bajas· actividades especfficas se deben posiblemen-
te a fenómenos de difusión. 

b) Algunos .s~p~rtes pueden regenerarse (p.e. vidrio poroso). 
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3. Galactanas (Extractos) 

Los polisacáridos de algas marinas (agar, furcelarano, ca­

rragenina, alginato). son extraídos químicamente del mate­

rial crudo. El extracto liquido es evaporado o bien el 

polisacárido es precipitado con alcohol, o en el caso del 

algfnato con ácido o iones divalentes antes de secarlo 

(42)~ 

Su unidad estructural aparece en la iabla 4, así como su 

fuente de obtención. Con excepción del alginato, los demás 

extractos contienen en su estructura grupos éster sulfato 

(Tabla 5). De éstos la carragenina es el polisacárido más 

empleado en la industria alimentaria, por sus propiedades 

funcionales (22). La carragenina es un polisacárido que 

contiene varias fracciones, de las cuales tres son las más 

importantes por sus características y se diferencian entre 

sf por el contenido de grupo éster sulfato, así como de 

grupos 3,6.anhidro galactósidos (Tabla 6)¡ y de estas tres 

fracciones, la fracción"Kappa es la única que forma geles 

rfgidos con sinéresis baja (~l). La estructura covalente 

del p~lisacár(d6 K-carragenina aparece en la figura 5. 

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

una doble hélice en estado sólido (figu~a 6), (16). 
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FRACCION UNIDAD ESTRUCTURAL 

D-galactosa-s(l,4)-
Agarosa -- 3,6 anhidro-L-Galactosa a(1-3) 

Gelidium sp. 
Agaropectina 

e ·' (a) Ch d i 0-galactosa-2-sulfato-s-(1-4)-arragenma on rus cr spus Lambd~:.. D-galactosa-2,6 disulfato a{l-3) 

Gigartina sp. 

Euchema sp. Kappa D-galactosa-4-sulfato-s(l-4)-
3,6 anhidro-O-galactosa a(l-3) 

1 ota O-galactosa-4-sulfáto s(l-4) 
3,6 anhidro-D-9alactosa-2-
sulfato-a-{l-3) 

Furcelarano(a) Furcellaria sp.---
0-gái actos a a ( 1-4) 
D-galactosa-4-sulfato a(l-3) 
3,6 anhidro-O-galactosa B(l-4) 

Alginato(a) (b) Macrocystis sp. __ _ 
Laminaria sp. 

0-manoronato, s(l-4)­
L-guluronato, a(l-4) 

Pseudomona aeruginosa 
Azotobacter vinelandii 

D-manosa ¡¡(l-4) 
{a}(c) Galactomannanas ------ O-galactosa, a(l-6)Enlaces 

Algarrobo 
Tara 

Guar 

Ceratonia siliqua 
Caesalpinia spinosa 
Gleditsis triacantos 
Cyamopsis tetra gonolobus 
Trigonella foenum-graecum 
Crotalaria mucronata 

Relación Manosa/Galactosa 
3.35:1 
3.00:1 
2.50:1 
1.50: 1 
1.08: l 
2.70:1 

a) Glicksman, M. Gum technology in the Food lndustry 
Academic Press, New York (1969) 

b) Gorim P.A.J. & Spencer, J.F.T. Can. J. of Chem. l44} 993 0966) 
Linker, A. & Janes, R.S. J. Biol. of Chem. (241 3845 l1961). 

e) oea, r.c.M. J. Mol. Biol. (68) 153 (1972) 
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Tabla 5. Contenido de Grupos Ester Sulfato en Galactanas.(l).~ 

Tabla 6. 

Galactana 
Agar 
Agaropectina 
Furcelarano 
Carragenina 

Contenido de Grupos Ester 
en las Fracciones K, i,. ). 

Kappa 

Gpo. Ester Sulfato (%} 25 
Gpo. 3,6 AnhidrQ (%} 34 

Gpo. Ester Sulfato {%) 
Muy poco 
5 - 10 

12 - 18 

20 - 36 

Sulfato y 3, 6 Anhidro 
de Carragenina ( l). 

iofa lambda 

32 35 
30 o 
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4. Galactomanannas 
Estos polisacáridos se obtienen de semillas de leguminosas 
por procesos de molienda y tamización (42), Su estructura 

covalente se basa en enlaces s(l-4)-0-Manosa con enlaces 

sustituyentes en posición a(l-6)-D-Galactósidos (16). Se 

clasifican de acuerdo a su relación manosa-galactosa (Tabla 

4). 

El análisis de los productos de hidrólisis enzimática (lfl 

en galactomannanas determinaron dos estructuras básicas, y 

que indican que los grupos sustituyentes galactósidos ocu-

rren en bloques, y en muy raras ocasiones se encuentran 

aislados, a esta estructura se le denomina región ramifica­

da; la otra estructura denominada región lisa está formada 

por secuencias de manosa (Fig. 7), Su estructura covalente 

idealizada aparece en la Fig. 8. 

5. Conformación y Asoctación de Carragenina, Agarosa y 

Galactomannanas 

Algunos polisacáridos (galactanas) forman geles por un me­

canismo qu• envuelve el entrecruzamiento de cadenas origi­

nando mGltiples hélices, sujeto.a un desdoblamiento selec­

tivo. 

Dependiendo de los residuos terminales de la hélice, ésta 

presentará la habilidad de conformar redes, pero cuando no 

tienen esta capacidad, la asociación con galactomannanas 

puede reestablecer esta propiedad de canfor.mar redes. Esta 
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asociaci6n se denomina como "estructura cuaternaria" del 

polisac&rido y el mecanismo "inducción del ligando de la 

estructura terciaria" del polisac&rido (16). 

Estudios de investigación de la conformación geométrica y 

asociación en estado sólido (fibras}, utilizando difracción 

de Rayos X y dicrotsmo infrarrojo ( 3), y complementados 

con estudios basados en las propiedades de geles térmica­

mente reversibles en solución acuosa establecieron el com­

portamiento conformacional y asociación entre galactanas y 

galactomannanas. 

Las estructuras covalentes de.galactanas y galactomanannas 

aparecen en las figuras 6 y 8 respectivamente, y las cuales 

pueden experimentar cambios conformac1onales como se mues­

tra en la figura 9. Los. cambios conformacionales que ocu­

rren durante la· licuefacción de geles de a~arosa se obser­

van~en la figura 10~ Estos .cambios difieren de los presen­

tados en la K-carragenina ~nicamente, en que el desplaza­

miento es totalmente opuesto y presenta una histéresis ma­

yor (Figura 11). En cambio las galactomannanas no experi­

mentan un cambio que sugiera la transición conformacional, 

cuando son calentadas y enfriadas sus soluciones acuosas 

(Figura 12). Los cambios en la rotación óptica determina­

dos para ta asociación de K-carragenina-algarrobo se mues­

tra en la figura 13, en ella se observa que los cambios 

conformacionales originados por la asociación sólo influyen 

en el punto de licuefacción (figura 11 ). En contraparte, 
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los cambios experimentados por la asociación 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 asociación no 

son covalentes, y que existen zonas especificas de asocia­

ción entre las hélices de las galactanas y la región lisa 

de las galactonammanas (Figura 14). 

6. Alcoholes Polihidrólicos, Polioles ó Polihidroles 

6.1 Definición 

El término poliol se aplica a aquéllas m~léculas que 

tienen dos o más grupos hidroxilo (OH-). Esto excluye 

a los azúcares, debido al grupo aldehído o cetona 

presente en su estructura. 

6.2 Los polioles se conocen desde finales del siglo pasa­

do; el más conocido, el glicerol se utiliza desde 

entonces para evitar la desnaturalización de proteí­

nas. Se adicionari para mantener las características 

de retención de agua del sistema que los contenga, 

evitando· su pérdida durante un largo período de tiempo. 

Los más empleados en la industl"ia alimentaria son: el 

propilenglicol, el glicerol, manitol y sorbitol (Figu­

ra 15). La estabilidad al almacenamiento de enzimas 

en soluciones concentradas de polioles, reprime el . 
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crecimiento microbiano por alta presión osmótica (45). 

Un breve resumen de las características y aplicaciones 

aparecen en la tabla 7 y 8, y sirven como criterio 

para su elección. Furia (21) reporta uti 1 izando 

la tabla 7 la elección de propilen glicol para con­

centrados de saborizantes debido a su acción solubili­

zante y poco volátil. 

o 

Fig. 5 Estructura covalente de K-carragenina (idea-
1 izada) {16). 
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Fig. 6 Modelo para la base molecular de la formación 
de un gel de k-carragenina e i-carragenina: 
una red es formada por la combinación de cade­
nas que originan dobles· hélices, y que está 
influenciada por la distribución de pliegues 
que marcan su terminación, y que están señala­
dos en la figura por flechas. Especialmente 
en k-carragenina la red es más estable.(16). 

Fig. 7 ·Conformaciones de· una galactomannana y su 
interconversión hipotética. A la izquierda, 
en forma enrrollada y a la derecha en forma 
desdoblada. En esta figura los residuos de 
galactosa (región ramificada) destacan de la 
cadena continua de manosa (región lisa). Uni­
camente se representan dos zonas ramificadas 
y una lisa en la cadena, pero una galactomanna­
na puede contener varias de éstas sér.uencias 
en forma alterna (14). 
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OH 

"º 

o 

L•• 

Fig; 8 Estructura covalente de una galactomannana 
{idealizada) (16). 

-o 

HO 

o- . 

Fig. 9 Angulos rotacionales entre residuos adyacentes. 
la orientación relativa de residuos adyacentes 
unidos por enlaces glucosídicos al anillo son 
definidos por dos ángulos rotacionales ~ y ~· 
Los enlaces 1,6 introducen la posibilidad de 
rotación cerca de los enlaces en (C-5}-(C-6). 
( 16'). 
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30 60 
TEMPERATURA (ºC) 

100 

Variación de la rotación óptica de las galac­
tomannanas (1%) con la temperatura a 546 nm. 
( 16). 

. 
30 . 50 70 

TEMPERATURA (ºC) 

Fig. 13 Variación de la rotación óptica de k-carrage­
·nina (1%) con algarrobo (2%) a 546 nm. El 

·punto de ~elificación (G) y el punto de li­
cuefacción (L) se señalan con flechas (16). 
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" e 

Fig. 14. Modelo propuesto para la interacción entre cadenas 
'de K-carragenina (C) y galactomannana (G). Para ex­
plicación de la galactomannana ver la explicación de 
la fiqura 7.(16). . . 

CH 20H 
1 

CH20H 
1 

CH 20H 
. \ 

CHOH CHOH ~CHOH )4 . .1 1 
CH3 CH20H CH 20H 

PROPILENGLICOL GLICEROL MANITOL Y SORBITOL 
SON ENANTIOMEROS 

Fig. 15 Polioles más utilizados en la industria 
alimenta.ria ( 21 ) • . 
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Tabla 7 Guía para la selección de polioles más usados 
en la industria alimentaria farmacéutica (21) 

PG G s M 

Modificación de la 
cristalización * * 
Humectan te * * * * 
Plastificante * 
Espesante * * 
Rehidratación * * 
Solubilizante * 

Abreviaciones: PG = propilenglicol, G =glicerol, 

S = sorbitol, M = manitol. 



- 29 -

Tabla 8. Enzimas Estabilizadas por Polihidroles. {45) 

ENZIMA POLI ALCOHOL CARACTERISTICA REF. 

Glucoamilasa 10-100% glicerol Tt (10 min, 60ºC) Moriyama 
et. al. 
( 1977) 

Proteasa 50-70% glicerol St (28 d1as, 33ºC) Vasumatsu 
et. al. 
( 1965) 

a-ami lasa 50-70% sorbi tol Tt (10 min, 80ºC) 

al dehfdo Bradbury 
deshidrogenasa 30% glicerol . It (20min, iodoacetato) & Jacoby 

(1972) 

Ribonucleasa 10-25% glicerol Tt ~Temp. de transición) Gerlsma 
25% eritrol Dt urea) ( 1968) 

10-40% sorbitol 

Quimotripsinógeno A 10-30% er-itrol Tt (Temp. de transición) Gerlsma 
10-30% sorbftol (1970) 

Quimotripsina 50-90% glicerol P+ (24h, 25ºC) Sokolova 
et. al. 
( 1971) 

Tripsina 30-50% etilenglicol o+ ~urea) 
Tt 3h, 35ºC) 

a-ami lasa 50% glicerol S+ (48h, 37ºC) Banks 
(1969) 

T = estabilidad al calor. 

S = estabilidad al almacenamiento. 

P = estabilidad contra proteólisis. 

o e estabilidad confra des natura 1 izantes. 

I = estabilidad contra inhibidores. 

+ = incremento. 
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7. Teoría de la Celda Modificada para los Estudios de 

Difusión 

Polímeros naturales o sintéticos son utilizados como ma­

trices en algunas técnicas de inmovilización para atrapar 

proteínas. enzimas y/o células. Las características fi­

sicoquimicas de tales matrices, en forma de geles, pueden 

tener un efecto sobre las reacciones del material bioló­

gico químicamente activo atrapado en el gel. 

El tamaño del poro del gel, reflejado por la viscosidad 

del acarreador debido al tamaño de la molécula y/o a su 

concentración ,pueden afectar la difusión del(los) sustra­

to(s) o producto(s) y limitar las velocidades de reacción 

de las células atrapadas y/o enzimas. Por lo tanto, el 

tamaño del poro del gel es un parámetro cr1tico en la 

selección de una matriz para un proceso particular. 

Sustratos de bajo peso molecular, así como productos, se 

pueden difundir fácilmente hacia la matriz, en tanto 

ésta contenga poros largos y/o anchos. Sin embargo los 

poros pueden permitir la salida del material activo de la 

matriz que lo contenga. Es por eso, que la caracteriza­

ción en términos de difusión, de sustratos y productos 

reviste gran importancia para la selección y utilización 

de matrices en forma de geles. 

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

de la celda modificada originalmente propuesta por March 

y Weaver (34), y posteriormente utilizada por Friedman 

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

venido utilizando en la comprensión de los fenómenos difu­

sionales a través de geles (matrices poliméricas). 

7 .1 March y Weaver (34) han derivado una soluci8n a: la e-cua­

ción de Fick, basados en la analogía que existe entre 

la transferencia de calor y la transferencia de masa. 

El problema aquí considerado es el de flujo en una 

dirección, ocurriendo cuando un sólido de longitud i 

en la dirección x, está en contacto en el plano x = 
i, con una solución líquida bien agitada. El plano 

x = O es impermeable al flujo o está aislado; 

Para que el flujo de masa o calor ocurra en una direc­

ción, es necesario que ambos, sólidos y líquidos sean 

infinitos en la dirección normal a x, o que sean cuer­

pos cilíndricos de idéntica sección transversal cuyas 

superficies laterales sean impermeables al flujo o se 

encuentren aislados. Esta última condición fue la 

seguida para el diseno de la celda modificada utiliza­

da para el presente trabajo. Don Juan, M. (18) cons­

truyó la celda que se empleó en este trabajo. 

Las ecuaciones y condiciones que describen la teoría 
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de la celda se presentan a continuación: 

1. Sea que el lfquido se extienda de x = t a x = 2l. 

2. El sólido o gel, se extiende de x =O ax= .e.. 

3. Se define una función µ(x,t) que representa la con­

centración del soluto A en el sólido, a cualquier 

espesor x y tiempo t. 

4. Se define una función V (t) que representa la con­

centración de A en el lfquido para t = t. 

5. Por lo anterior, la segunda Ley de Fick es expre-

sada como: 

2 
DAG i....!! = .JJ!._ = para t > O 

ax1 6t 
( 1) 

donde DAG = coeficiente de difusión de A en el 

sólido. 

6. Las condiciones iniciales en la frontera son: 

__!!!_ = o 
llX 

en X = O para t > O 

y lim u{x,t) = u0 (x) en O ~ x ~ .e. 
tao 

(2) 

(3) 
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donde u
0

(x) es la concentraci6n inicial del soluto 

A en el sólido. 

7. El contacto del sólido y el liquido en x .e. 

(la interfase), da la condición: 

u(l,t) = v(t) para t > O (4) 

a. Si la concentración inicial de A en el líquido es 

Vo, la concentración de A para cualquier tiempo t 

está dada por: 

v(t) dt 
= .e. 

9. Por diferenciación de (5) se obtiene: 

(5) 

(6) 

La ecuación (6) expresa el hecho de que el cambio 

de concentración de A con respecto al tiempo en el 

l(quido, es proporcional al cambio de concentración 

de A con respecto al espesor en el sólido. La se­

rie de ecuacione~ del 1 al 6 representan la teoría 

de la celda modificada. 

10. Para el caso A= 1, esto es que el cociente volumen 

del líquido con respecto al del sólido sea igual a 

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

V (t) = 1 i! 
2 h=o 

8 
(2n + 1) 2 112 

donde T = DAG t/R.. 
2 

2 -(2n+ 1)11 • T 
e 4 

DAG = coef. de difusión de A en el gel 

t = tiempo 

R. = espesor del gel 

( 7) 

March y Weaver (34) presentan la solución como: 

V (T) =l. 0.327 e·4• 117T + 0.0766 e·24 · 14T + 
2 

0~0306 e·63 •68T + 0.0160 e·123T + ... . (8) 

En la utilización de la solución, Don Juan, ·M.J. 

(18) propuso la forma: 

V (T) = l - 0.327 e·4• ll]T + 0.0766 e·24•14T + 
2 

-123T 
0.03.06 e-63.68T + 0.0160 e + 

'f 8 

n=S (2n + 1)211 2 

e·(2n+l i2l. T 
4 

misma que se expandió a 15 términos. 

(9) 
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La ecuación (9) permite determinar la concentra­

ción de un soluto difundible presente en el líqui­

do, con respecto al tiempo. Si se conoce esta 

función V(t) experimentalmente así como el espesor 

del gel t, el coeficiente de difusión a través del 

gel DAG' se calcula resolviendo la ecuación (9) 

para T. Don Juan (18) utilizó el método matemático 

de Newton para calcular el valor DAG' por medio de 

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

1 SOLUCION .e. 

~ 
rd 
u 
ci: AGITADOR X• .t. .... - l.IJ 

..,~-- Q 

Q 
l.IJ a: 
CE 

GEL .e. 

X• O - 1 
·-



III ANTECEDENTES 
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Antecedentes: 

1. Inmovilización de células en k-carragenina. 

El método utilizado para la inmovilización de células con 

actividad enzimática, es el reportado por Tosa et. a1. (51~ 

el cual consiste en solubilizar 3.4g de k-carragenina en 

una solución fisiológica salina a 37 - 60ºC; por separado 

se suspenden 169 (peso húmedo) de células microbianas en 

solución fisiológica salina a 25 - SOºC. Las dos solucio­

nes se mezclan, y µna vez mezcladas se enfrían a lOºC du­

rante 30 minutos. 

Para incrementar la rigidez del soporte se sumerge en una 

solución de cloruro de potasio 0.3M previamente fría. 

1.1 Tratamiento con glutaraldehído-etilendiamino. 

Este tratamiento es con el objeto de evitar que las cé-

1 ul as se lizen y otorgar una estabilidad más prolongada 

al soporte o catalizador. Tratamiento que puede resul­

tar agresivo a la actividad de la enzima de interés; 

para ello es importante optimizar la concentración, pH, 

temperatura y tiempo de contacto con el soporte. 

Tosa et. al (Sl} utilizó una amina alifática para redu­

cir la agresividad del glutaraldehído, ya que el grupo 

aldehído reacciona con los grupos amino de la etilen-
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diamino y grupos amino de las células formando puentes 

intermoleculares. La concentración que utilizó de 

etilen-diamino fue de O. 12 M y la de glutaraldehido 

0.6 M con un tiempo de contacto con el soporte de 30 

min. a SºC pH 7.0. 

La actividad retenida para varias enzimas inmovilizadas 

en k-carragenina y sometidas a este tratamiento, osci­

lan entre 30 y 70%, y su vida media al almacenarse a 

una temperatura de 4ºC en una solución 0.3 M de KCl es 

de 50 a 686 días. 



IV OBJETIVOS 
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OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar y mejorar la inmovilización de E. coli y 

K. fragilis con actividad de a-D-galactosidas~, por 

el método de atrapamiento a través de la interacción 

de K-carragenina con galoctamannanas y uso de polioles. 



- 40 -

OBJETIVOS PARCIALES 

l. Evitar el fenómeno de Sinéresis. 

2. Aumentar la resistencia ffstca del soporte. 

3. Evitar que las células lleven a cabo funciones metabólicas 

que afecten el soporte mediante tratamiento químico después 

de inmovtlizarlas. 

3.1 Evitar el tratamiento que se dá al sistema de inmovi­

lización con. glutaraldehido-etilendiamino. 

4. Caracterización del soporte. 

4. l A diferentes pHs. 

4.2 A diferentes concentraciones de soluciones amortigua­

. doras de fosfatos. 

4.3 Cuantificar la actividad de enzima ~-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 

el soporte. 



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

Materiales: 

- Balanza analftica (Sartorius}. 

- Homogenizador de propela (Cafrano). 

- Termomezclador (Colora Messtechnick) 

.. Parrilla eléctrica con sistema de agitación (Corning) • 

.. Agitador magnético. 

- Vaso de precipitados de 250 ml (Pyrex). 

- Probeta de vidrio de 100 ml (Pyrex). 

• Espátula. 

- Recipiente de plástico 

Sustancias: 

- Goma Guar lQuTmica Hércules de México} 

.. Goma de ~lgarrobo (Química Hércules de México) 

- K .. carragenina (K~benhavns Pektinfabrik, Denmark). 

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

-·Agua bidestilada. 

Metodcilogh~ 

l. Colocar én un vaso de precipitados 94 ml de agua bides-

tilada. 

2, Adtctonar 0.9 g de cloruro de sodto y solubililar to-

talmente, 

3, Adtcionar a esta soluci6n, lentamente y con agitación 

constante con ayuda de un homogenizador de propela, los 
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casos que a continuación se mencionan; 

aJ K-carragenina. 

b) K-carragenina-goma guar. 

c) K-carragenina-goma de algarrobo. 

De acuerdo con la Tabla 9 correspondiente a las formu­

laci'ones propuestas para el ststema de inmovilizaci6n, 

4. Solubiltzar a temperatura ambiente durante 15 minutos 

cutdando que la solucidn quede excenta de grumos, 

5. Efectuar la inmersión parcial del vaso de precipitados 

en Baílo Mar!a a 45-5o~c. homogenizando durante 15 minu­

tos más. 

6. Inducir la formación del. gel a temperatura ambtente. 

7. Extruir la forma geométrica deseada, despu~s de 12 ho­

ras de haber gelificado el ststema, 

8. Efectuar la cuantificación de resistencia a la compre~ 

stón después de extrui.r el sistema (P. ej. paso No. l pun­
to 3.0 p. 48). 

1,1 METODOlOGIA PARA LA MANUFACTURA DEL SOPORTE CO[ 

ADICION DE GLICEROL. 

Materiales y. Sustanctas; 
' 

• Los mencionados en la ~atodo1og1a General, 

- Glicerol u.s,p. (J,T. Baker), 

MetdM·log fa, 

1, Colocar en un vaso de prectptt~d9s ~a ~1 de pgu~ b1des~ 
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t1lada. 

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

talmente. 

3. A esta solución adicionar los siguientes casos que a 

continuación se mencionan: 

a) K-carragenina-glicerol 3.4% v/v 

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

c) K-carragenina-goma guar-glicerol 3.4% v/v. 

d) K-carragenina (1.35 g) - goma de algarrobo (2.51 g) 

y 10, 20, 30, 40 ó 50% v/v de glicerol, 

De acuerdo a 1 a tabla 9 correspondiente a 1 as formula­

ctones propuestas para el ststema de tnmovilizacidn. 

4. Adicionar agua btdesttlada cuanto baste para 94,0 ml. 

5. Los parámetros subsecuentes son los mismos que se men­

cionan en la Meto~olog1a General a partir del punto 

No. 4 correspondiente. 

1,2 METODOLOGrA PARA LA MANUFACTURA DEL SOPORTE CON ADICION 

DE PROPILENGLICOL. 

Materiales y Sustancias~ 

- Se utilizan los mencionados en la Metodologfa Qeneral, 

con excepctdn de goma guar. 

- Propileng11col U.S.P. (J,T. Baker) .. 

Metodologfa, 

1. Colocar en un vaso de precipitados 40 ml de ~gua btdes~ 
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tflada. 

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

talmente. 

3. Adicionar a .esta soi'~ción, lentamente y con agitación 

constante con ayuda de un homogenizador de propela, los 

casos que a continuación se mencionan: 

a) K-carragenina (3.86 g) - pripilenglicol 3.4% v/v. 

b) K-carragenina U .25 gJ - goma de algarrobo (2.51 g) 

y propilenglicol 3.4, 10, 20, 30, 40, 50% v/v. 

4. Adicionar agua bidestilada c.b.p. 94 ml. 

5. Los parámetros subsecuentes son los mismos que se men­

cionan en la Metodología General a partir del punto 

No. 4 correspondiente. 

1 .3 METODOLoGrA PARA LA MANUFACTURA DEL SOPORTE GON ADICION 

DE UNA MEZCLA DE GLICEROL-PROPILENGLICOL. 

Materiales: 

- Se utilizan los mencionados en la Metodologfa General. 

Sustancias; 

- Goma de algarrobo {Qutmtca H~rcules de M€xtco}, 

• K-carra~enina (K,benhavns Pektinfabrik , Denm~rk), 
. ' 

- Cloruro de Sodio· R. A. (J, T. Baker). 

- Propilen.glicol U.S.P. (J.T, Baker) . . 
- Glicerol U.S.P. (J.T. Baker). 

Metodologh, 

1, Colocar en un vaso de precipitados 59 ~l de ~gua bides-
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tilada. 

'2. Adicfonar 0.9 g de cloruro de sodio y solubilizar total­

mente. 

3. Adicionar 35 ml de una solución homogénea de glicerol­

propolenglicol de acuerdo a las formulaciones que apare­

cen en la tabla 10. 

4. Adicionar a esta solución lentamente y con agitación 

constante, con ayuda de un homogenizador de propela 

1.35 g de K-carragenina y 2.51 g de goma de algarrobo. 

5. Los parámetros subsecuentes son los mismos que se men­

cionan en la Metodología General a partir del punto No. 

4 correspondiente. 

2.0 METOOOLOGIA PARA LA CUANTIFICACION DE LA RESISTENCIA 

A LA COMPRESION (~) DEL SOPORTE. 

Materiales: 

- Compresor de Hidrocoloides (aprobado por A.O.A. Especi-

fication No. 11, 4.3.9.4 Compresive Strength, 1980). 

- Compresor Universal de Materiales (Instron}, 

- Vernier. (Metromex) Mod. 1472. 

~ Espatula. 

• Cronómetro. 

- Balanza Digital (Sartorius). 

Metodología. 

2.1 CASO I, Compresor de Hidrocoloides (Pig~17}. 

1. Extrutr y seleccionar una población de 10 muestras para 
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1 EMBUDO 

2 EMBOLO 

3 ESPECIMEN 
5 

4 VIDRIO 

5 CUERPOS SOLIDOS 

. 6 SOPORTE 

7 CRONOMETRO 1 

6 

2----+I 

4 
3 

Figura 17: Compresor de sistemas hidrocoloidales 
(Compresiva Strengh Sp. No. 11 4.3.9.4. 
D.M. S. , . 198 O) • 

7 
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efectuar la cuantificación, 

2. Determinar las dimensiones del área 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 adición, y así 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 compresión en unidades de 

K9/cm 2. 

6. Efectuar el análisis estadístico de los datos obtenidos 

calculando: 

a) Media aritmética Y, 

b) Desviacidn estandar S. 

e) Varianza V. 

2.2 CASO II. Compresor Universal de Materiales (Instron). 

Este metodo sdlo se empleó para corroborar los datos obte­

nidos, en el Caso I para la resistencia a la compresión con 

respecto a la capacidad de atrapamiento del sistema de in­

movilización; de acuerdo con la relación Peso seco células 
' 

(gl: Peso seco polfmeros (g) y que presenta las caracte-· 

rfsticas ópttmas de actividad enzimática. 

Metodol ogh, 

La metodologfa esta basada en la especificacidn o~659~54 
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de la A.S.T.M. (American Society for Test Materials); fi­

jando los siguientes parámetros: 

12 Area de contacto entre la muestra a analizar y el com­

presor de materiales (cm 2). 

22 Velocidad de prueba ó de aplicación de la compresión 

(mm/min). 

32 '(.elocidad de la gráfica (mm/min). 

4!:? Escala de la compresión -(kg). 

3.0 DETERMINACION DEL FENOMENO DE SINERESIS. 

Materia 1 es: 

- Balanza Analítica (Sartorius). 

- Cajas de Petrt lPyrex), 

- Desecador. 

- Esp&tula. 

Sustancias: 

- Stlica gel (J, T, Bakerl .. 

- Clorurd de calcio anhidro (J,T, Baker). · 

Metodologfa. 

1. Extruir 4 cubos del x 1 x 1 cm de las formulaciones 

propuestas para el sistema de 1nmovilizac16n después de 

12 horas de haber inducido a la gelificación y' que pre ... 

sentaron resistencia a la compresión (Tabla lO}. 

2. Pesar en balanza ana11tica y anotar e1 peso correspon~ 
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diente de cada uno. 

3. Depositarlos en cajas de Petri (una por cada formula­

ci6n), adheriéndolos en la parte superior interna de 

la tapa. 

4. E~ la parte inferior interna de la caja de Petri colo­

car una sal higrosc6pica (silica gel). 

5. Unir ambas partes de la caja y depositarla en un siste­

ma de secado, que contenga una sal higroscópica (cloru­

ro de sodio anhidro). 

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

7. A diferentes períodos de tiempo que se consideren con­

venientes retirar el espécimen (cubo) y pesarlo; y así 

sucesivamente cuantas veces sea conveniente, anotando 

la fecha y tiempo aproximado transcurrido en horas en­

tre la anterior y la determinaci6n subsecuente. 

8, Reportar en % de perdida en peso en funcidn del tiempo 

en horas. 

Nota: Se recomienda mantener las sales higroscdptcas en 

6ptimas condiciones, evitando que se sobresaturen 

de humedad presente en el medio ambiente del siste­

ma, cambiándolas·periódicamente. 

4.0 DETERMINAClON DEL COMPORTAMIENTO DEL SOPORT~ CON 

RESPECTO A LA VARIACION DE pH EN TERMINOS OE'RESISTENClA'l\tA 

COMPRES ION. 
. .. ..... -·--

Materiales: 

- Matraz aforado·de 10 ml (Pyrexl~ 
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FASE 1 1 f4I 

FASE 2 

FASE 3 

FASE 4 

FIGURA 18: Sistema para la cuantificación de 
sinér1s1s. 
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- Matraz aforado de 100 ml (Pyrex). 

- Vaso de precipitados de 250 ml (Pyrex). 

- Potenciómetro (Corning) 

- Los enlistados en la metodología general para la manu-

factura del sistema de inmovilización. 

- Los enlistados en la metodología para la cuantificación 

de la resistencia a la compresión (Caso I). 

Sustancias: 

- K-carragenina (K~benhavns Pektinfabrik, Denmark). 

- Goma de algarrobo (Química Hercules de México). 

- Pripilenglicol U.S.P. (J.T. Baker). 

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

- Acido fosfórico H3Po4 (J.T. Baker). 

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

- Fosfato de potasio monobásico KH 2Po 4 (J.T. Baker}. 

- Fosfato de potasio dibásico K2HP0 4 (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 

preparación la ecuacidn de Henderson-Hasselbalch, 

2. Adictonar en un vaso de precipitados 59 ml de la solu. 

ct6n amortiguadora de fosfatos 0.2M y pH conocido. 

3. Adicionar a esta solución 35 ml de una soluct6n de 

glicerol-proptlenglicol correspondiente a la formula­

ct6n D de la Tabla 10. 
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4. Mezclar con agitación constante durante 5 minutos, has­

ta obtener una solución homogenea. 

5. Adicionar a esta solución y con agitación constante, 

con ayuda de un homogenizador de propela 1.35 g de K­

carragenina y 2.51 g de goma de algarrobo. 

6. Los parámetros subsecuentes son los mismos que se men­

cionan en la metodología general para la manufactura 

del sistema de inmovilización a partir del punto No. 4 

correspondiente. 

5.0 CAPACIDAD DE AMORTIGUAMIENTO Y EFECTO SOBRE LAS PROPIEDA­

DES DEL SOPORTE DE LAS SOLUCIONES AMORTfGUADORAS DE 

FOSFATOS. 

5. 1 PARTE I: Capacidad de amortiguamiento del pH en función 

de la concentración de las soluciones amortiguadoras de 

fosfatos en presencia de polímeros (K-carragenina-algarro-

!lo}. 

Materiales: 

- Matraz aforado de 100 ml (Pyrex). 

- Vaso de precipitados de 250 ml (pyrex), 

~ Homogenizador de prope~a (Cafrano), 

- Termomezclador {Colora Messtechnick), 

~ Recipiente de pl&stico. 

- Termdmetro (Heeke)-lOºa 125°C . 

• Agitador magnªtico. 

- Parrtlla elªctrica con sistema de agita~i6n (Corning). 

.. 
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- Balanza analftica lSartorius). 

- Esp8tula. 

- Cronómetro. 

- Potenciómetro (Corning). 

Sustancias: 

- K-carragenina (K~benhavns Pektinfabrik, Denmark). 

- Goma de algarrobo (Quimica Hercules de México), 

- Fosfato de potasio dibásico K2HP0 4 (J.T. Baker). 

- Fosfato de potasio monobásico KH 2Po 4 (J.T. Baker). 

- Agua bidestilada. 

Metodología: 

l. Determinar el pH a temperatura ambiente de una disper­

sión 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, O. l, O.OS y 0.01 M a pH determina­

do en el punto anterior (pH a 20ºC = 8,08), utilizando 

la ecuación de Henderson-Hasselbalch, 

3. Adicionar a 94 ml de una solución amortiguadora de fos~ 

fatos de concentración y pH conocidos, contenida en un 

vaso de precipitados de 250 ml., l,25 g de K~carrageni~ 

na y 2.51 ·g de goma de algarrobo lentamente y con agi~ 

taci5n constante con ayuda de un homogenizador de pro~ 

pela. 

4. Determinar el pH de la dispersión a temperatura ambien~ 

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

5. Efectuar la inmersión parcial del vaso de precipitados 

en Baño Marfa, y detectar la variación de pH con ayuda 

de un potenciómetro en función del incremento de tempe­

ratura hasta alcanzar 45ºC y con agitación constante 

durante 30 minutos. 

6. Enfriar el sistema a temperatura ambiente. 

7. Determinar el pH de la dispersión a temperatura ambien­

te con agitación constante, y después sin agitación 

efectuar también esta determinación. 

5.2 PARTE II: Capacidad de amortiguamiento del pH en función 

de su concentración. en presencia de células. 

Materiales: 

Los enlistados en la Parte r de esta sección, correspon­

diente a soluciones amortiguadoras de fosfatos (punto 5.1). 

Sustancias: 

- fosfato de potasio monobásico KH 2Po4 (J.T. Baker}. 

- fosfato de potasio dibásico K2HP0 4 (J,T. Baker). 

- Agua bidestilada . 

• Células de E. col i. CSH-36 (CIIGB/UNAM) 

Metodologfa; 

l. Determinar el pH a temperatura ambiente de una suspen, 

st6n celular de E. coli CSH~36 en concentración de 3,4% 
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2, Determinar el pH del sistema de inmovilización en esta­

do de gel a temperatura ambiente. 

3. Preparar 100 ml de cada una de las soluciones amorti­

guadoras de fosfatos en concentración de 0.2, 0.1, 0.05 

y 0.01 M a pH determinado en el punto No. 2 (pH a 20ºC= 

8.15), utilizando la ecuación de Henderson-Hasselbalch. 

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

guadoras de fosfatos de concentración conocida pH = 

8.15, 3,4 g de cªlulas (peso seco) de E. coli CSH-36. 

5. Agitar constantemente con ayuda de un homogenizador de 

propela hasta obtener una suspensión homogªnea. 

6. Los par&metros ·subsecuentes son los mismos que se men­

cionan en la Parte I de esta seccidn, correspondiente a 

soluciones amortiguadoras de fosfatos, a partir del 

punto No. 4 que le corresponde. 

5.3 PARTE III. Efectos de las soluciones amortiguadoras de 

fosfatos sobre las propiedades del soporte.· 

Materiales y sustancias~ 

Los enlistado en la Parte I de esta sección, correspon~. 

diente a las soluciones amortiguadoras de fosfatos, 

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

- Glicerol U,S,P. lJ.T, Baker). 

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

"'Agua bidestilada. 
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Metodologta: 

l. Preparar soluciones amortfguadoras de fosfatos de con­

centraciones 0.1 y O.OlM a pH de 8.08 y 8.15, utilizan­

do la ecuación de Henderson-Hasselbalih. 

2. Colocar en un vaso de precipitados 59 ml de solución 

amortiguadora de fosfatos de concentración y pH cono­

cidos, segOn sea el caso correspondiente. 

3. Adicionar a esta solución 0.9 g de cloruro de sodio y 

solubilizarlo totalmente. 

4. Adicionar 35 ml de una solucian homogenea de glicerol­

propilenglicol correspondiente a la formulación O de la 

tabla.10. 

S. Los par&metros subsecuentes son los mismos que se men­

cionan en la metodcilog1a para la inmovilización de ca­

. lulas de E. coli CSH-36 {punto 14) a partir del punto 

No. 4 correspondiente, 

6, Determinar la actividad enzimfttca presente en el sis­

tema de inmovtltzictOn de acuerdo a la metodologta que 

le corresponde (punto 6,5). 

7. El sistema de inmovilización extrutdo en forma de cubos 

de l x 1 x 1 cm, someterlo despuªs d~ 7 dtas de haber 

inducido a estado de,gel y almacenado a 4°C, a agita­

ción constante en 100 ml de agua btdestilada a 200 rpm 

a 37QC durantg 30 minutos, para detectar posible ero­

stón del sistema . 

. 8, Comparar los datos obtenidos contra un testigo del sts~ 

tema de inmovtl ización el cual no contendr~ solución 

amortJguadora de fosfatos, sometido a los mts111os pará-
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metros. 

6.0 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE e-GALACTOSIDASA 

EN CELULAS DE E. COLI CSH-36 LIBRES E INMOVILIZADAS EN El SOPORTE 

Método: 

0-nitrofenil-a-D-galactósido para la determinaci6n de ac­

tividad de a-galactosidasa de células de E. colí {29:) 

6. 1 FUNDAMENTO: 

El cromógeno ONPG es hidrotizado por la enzima a-D-galac~ 

tostdasa, que efectaa la hidr61isis de la lactosa. Este 

es un an8.logo que es úsado como sustrato de prueba para la 

determinación de la enzima ~-D-galactosfdasa, presente en 

E. coli, El método desc~tto es el reportado por Ledeberg 

J,: · y por Kuby, S.A. (29) para la pt ·::ación y cinética 

de dicha enzima, 

El g11cdsido (ONP~l intacto a pH 7,0 y en solucidn a111orf;>i­

guadora de los fosfatos o.lM ·es una solución incolora¡ al 

ser hidrolizada una molécula de ONPG genera una molécula 

de galactosa y una molé~ula de· o-n1trofenol {ONP), El 

· ONP libre es sujeto a cambios tautom~rtcos, en solución 

alcalina, .que originan una coloraci6n amari'lla, que puede 

ser medida colorimétricamente, siendo esta coloración pro· 

porcional a la actividad enzimStica y al tiempo, La ab· 

sorb~ncia óptima de esta coloración es a.410 nm • . . . 
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B-0-galactosidasa QND:i 
OH 

. > a + 

ONP 
(color amarillo) 

- Balanza analitica (Sartorius). 

- Espátula. 

- Matraz Erlenmeyer 50 ml. (Pyrex). 

- Pipetas graduadas de 1 ml (Pyrex). 

- Pipetas graduadas de 5 ml (Pyrex). 

- Tubos de ensayo 13 X 100 mm: (Pyrex). 

- Gradilla. 

- Probeta graduada de 50 ml (Pyrex). 

- Crongmetro. 

- Agitador Vortex. 

- Espectrofotómetro (Beckman) Mod. 35. 

- V~lvula de bombeo de seguridad para pipeta. 

- Matraz aforado de 250 ml (Pyrex). 

Reactivos: 

- 0-nitrofenil-a-galactostdo ONPG (Sigma). 

- Carbonato de sodio (J.T. Baker). 

- Cloruro de Magnesio (J.T. Baker). 

a-O-galactosa 
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- B-mercaptoetanol (Sigma), 

- Fosfato de potasio monobástco {J.T. Baker). 

- Fosfato de potasio dibásico (J.T. Baker). 

• Agua bidestilada. 

Microorganismo: 

- Escherichia coli CSH-36 con actividad de S·D-galactosi­

dasa. (CIIGB/UNAM). 

6.2 PREPARACION DE REACTIVOS, 

- Soluci8n de ONPG (0.068M}. Solubtlizar 20,5 mg de ONPG/ 

ml de soluctan amortiguadora de fosfatos (O.lM} pH 7.0, 

calentar a 37ªC con ag1tactdn constante hasta solubili­

zación completa, 

- Soluctón de a-mercaptoetanol (3,36M}. l ml de B-mercap~ 

toetanol solub111zarlo en 3,26 ml de agua bidesttlada. 

~ So1uctan de cloruro de magnesto (0,03 M). Pesar 0,061 g 

de cloruro de magnesio y aforar a 10 ml con agua bides­

t'flada. 

- Soiuc16n de carbonato de sodio (O.SM}. En 5,0 ml de 

agua btdesttlada solubiltzar 0,53 g de carbonato de so­

dto y aforar a lQ ml con agua btdestilada. 

~ Soluci8n amortiguadora de fosfatos (O,l Ml pH 7,0, 
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Solubflizar 0,1668 g de fosfato dibásfco de potasio y 

0,2100 g de fosfato monob~sico de potasio en 100 ml de 

agua bidestilada y aforar a 250 ml con agua bidestilada. 

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

Tomar 10 ml del medio de cultivo con células (en fase de 

crecimiento estacionario aproximadamente 18 horas después 

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

,lada, agi:tar bien y tomar una parte altcuota de 1 ml y 

centrifugarla a 3000 rpm durante 30.mtnutos. Decantar el 

sobrenadante y resuspender l~ pasta celular con 1 ml de 

amortigua~or de fosfatos (0,1 Ml pH 7.0 por agit~cfon en 

Vortex. Previamente se determina la densidad 6ptica a 

560 nm y se extrapola en la grafica de peso seco contra 

densidad ópt1 ca, para conocer la cantidad de cé 1u1 as por 

mililitro (curva patron p. 106). 

6.4 PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR ACTIVIDAD ENZIMATICA DE 

B-D~GALACTOSIDASA EN CELULAS LIBRES. 

l. Mezclar: 

26 ml de· amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7,0, 

ml de. a .. mercaptoetanol (3. 36 M), 

ml de cloruro de magnesio .(0,03 M). 

ml .de células en suspenstan de concentracidn conoci­

da. 

2. Incubar el sistema de reacción con agftactBn por 3 mi-
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nutos a 37ºC. 

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

(0,068 M) a 37ºC y mantener la agitación. 

4. Tomar una alfcuota de 1 ml cada 30 segundos. 

5. Para parar la reacción adicionar la al fcuota a 2 ml de solu­

ción de carbonato de sodio 0.5 M. Centrifugar a 3000 

rpm durante 15 minutos . 

. 6. Unidades de actividad enzimltica: leer la densidad óp­

tica a 410 nm contra blanco de reactivos. 

UNIDADES ONPG ª ABS 410nm (mtn-1). 30A,3o 
G de c.l!lulas 3.5 ++ gramo de célula 

A= Volumen de reacción total. 

= Dilución con carbonato de sodio Na 2co3 • 

++ = Coeficiente de extinción mil fmolar del ONP 

6.5 PROCEDIMIENTO PARA MEDIR ACTIVIDAD DE ENZIMA a-GALACTOSI­

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

CARRAGENINA-ALGARROBO USANDO ONPG COMO SUSTRATO. 

' Se stgue el mismo procedimierito que el anterior con excep-

ci~n de adicionar 0.5 g del sistema de fnmovil1zació~ 

(peso hQmedo), en substitución del volumen de 1 ~l de sus­

pensión de cªlulas libres, a la mezcla de reacción. 
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7.0 DETERMINACION DE PROTEINA, 

M~todo: Determinación de proteína con el reactivo de Folin­

fenol (Lowry et. al 33 ) • 

7.1 FUNDAMENTO: Se basa en el color azul desarro.llado debido 

a: 

1) Reaccidn de Biuret: Las sustancias que contienen dos 6 

más enlaces peptfdicos forman un complejo púrpura-vio­

leta con sales de cobre en soluciones alcalinas. Es 

posible que el color se desarrolle por la formación de 

unión coordinado tetracúprico con dos grupos"adyacen­

tes -CO-NH-

2) Reducci6n del reactivo de folin por aminoácidos como 

tirosina j ~riptofano presentes en las prot~fnas. 

Materiales: 

- Balanza analítica (Sartorius). 

- Espátula. 

- Pipetas .graduadas de 1 ml (Pyrex). 

- Pipetas graduadas del ml (Pyrex). 

- Matraz aforado de lO·ml (Pyrex). 

- Tubos de en~ayo 16 X 150 (Pyrex); 

~ Gradilla metálica, 

- Crondmetro. 

- Agitador Vortex. 

~ Espectrofotómetro (Beck~an) Mod. 35. 
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Sustancias: 

- Carbonato de Sodio Na 2co3 (J.T. Baker). 

- Hidróxido d& Sodio NaOH (J.T. Baker). 

- Reactivo Fo11n (Sigma). 

- Albúmina bovina (Sigma). 

- Sulfato de cobre pentahidratado Cuso4.5H2o (J.T. Baker). 

- Tartrato de Sodio y Potasio KNaC 4H4o6 • 4H 2o (J.T.Baker). 

- Agua bidestilada. 

Soluciones: 

A = Solución al 2% de carbonato de sodio en hidróxido de 

Sodfo O.lN. 

B = Solución de sulfato de cobre pentahidratado á1 0.5%. 

C = Solución de tartrato de sodio y potasio 1%. 

D =Solución B +Solución C 1:1. 

E = Tomar l ml de la solución D y agregarle 50 ml de la 

solución A (decantar después de 24 horas de preparada 

la solución). 

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

Solución Estandar: 50, 100, 150, 200 ug/ml de albúmina 

bovina solubilizada en agua bfdestilada (pesar 1 mg/ml y 

preparar 10 ml de esta· solución). 

7.2 PROCEDIMIENTO: 

l. Tomar O. 1 ml de la suspensión de células para la mezcla 

de reacción. 
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2. Aforar con 0,9 ml de agua bidestilada, 

3. Añadir 5 ml de solución E (Agitar. en Vortex). 

4. Reposar durante 10 minutos. 

5. Añadtr 0.5 ml de solución F {Agitar en Vortex). 

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

reactivos. (El 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). 

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

ENZIMATICA DE a-D-GALACTOSIDASA. 

Materiales y Sustanctas: 

- Tubos de ensayo 13 X 100 (Pyrex). 

- Matraces Erlenmeyer de 250 ml {Pyrex) • 

• Matraces Fermbatch de 2800 ml (Pyrex), 

··Mechero Bunsen. 

- Asa metálica • 

• Gua • 

.. Algod6n • 

.. Incubadora New Brunswick. Scientific Co,, Mod. G. 24, 

• Fermentador de 14 1 New Brunswick. Sc1entific Co. Hod. 

19-1410 • 

• Centrifuga Sorvall Dupont Instruments de alta velocidad 

con rotor GSA. 
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- Autoclave AMSCO de México, 

- Espectrofotómetro (Beckman} Mod. 35. 

- Los enlistados en la metodología de determinación de 

actividad enzimática de células de E. coli CSH-36 y los 

enlistados para la determinación de proteína. 

Procedimiento: 

l. El crecimiento de células de E. coli CSH-36, dependien­

do de la cantidad que se necesitara, se realizaba en 

matraces Erlenmeyer d·e 250 ml (con 50 ml de medioJ, 

Fermbatch de 2800 ml (con 500 ml de medio) o en un fer­

mentador de. 14 1 (con 101 de medio). (Fig. 19). 

2. Parámetros: 

Temperatura 37!'C 

Tiempo 18 hrs 

pH (antes de esterilizar) 7.3 

Agitación de matraces 250· rpm 

Agitación en fermentador 300 rpm 

Aereacion en fermentador l· vvm 

3. El medio utilizado es el medio Luria cuya composición 
1 

es: 

Extracto de levadura 5 9 

Bactotriptona 10 g 

Cloruro de sodio R. A. 1 o ·g 

pH 7.3 
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4. Esteril 1zaC'lón del medio se llevó a cabo en un auto--clave de AMSCO de México a 151!!.de presión a l 21°C 

por espacio de 20 minutos. i n2 

5. El inóculo del medio de cultivo correspondió a un 10% 

v/v proveniente de un cultivo con células incubado du­

rante 12 hrs en medio Luria. 

6. La separación de las células del medio de cultivo se 

efectuó en una centrifuga de alta velocidad con sistema 

de refrigeración Sorvall DuPont Instruments, utilizando 

un rotor GSA con 6 compartimentos para botellas de 450 

ml cada una, a 13000 rpm durante 15 minutos. 

Se elimina el sobrenadante por decantación y la pasta 

celular se almacena a 4°C. ~ 

7. Se recomienda que durant~ el proceso de incubación del 

medio de cultivo para la producción se determine: 

a} 6~~centración de células en suspensión a 560 nm con­

tra blanco de medio Luria. 

b) Concentración de proteína a 590 nm contra blanco de 

reactivos. 

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

blanco de reactivos. 



5 ml. MEDIO 
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50 ml. MEDIO 
ESTERIL 

+ 5 ml. MEDIO 
CON MICROORGANISMOS 

(**) 

FERMENTADOR 14 .t. 
CON 10 000 ml. MEDIO 
ESTERIL + 1110 ml. 

500 ml. MEDIO 
ESTERIL 

+ 55 ml • MEDIO 
CON MICROORGANISMOS 

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

18 hrs + silicón al 1% 

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

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

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

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

Medio: Luria cuya composición es: 

Extracto de Levadura 5 g 

Bactotriptona 10 g 

Cloruro de sodio R.A. 10 g 

Agua bidestilada 1000 ml 

pH 7.3 

Materiales: 

- Equipo de filtración millipore. 

- Membranas millipore. 

- Cajas de Petri (Pyrex). 

- Pinzas para crisol. 

- Matraz Kitasato de 250 ml (Pyrex). 

- Bomba de Vacío. 

- Desecador. 

- Estufa. 

- Balanza analítica (Sartorius). 

- Los enlistados en la metodología de determinación de ac-

tividad enzimática de células E. colj CSH~36 y los en­

listados para la determinación de proteína. 

Metodología: 

l. Producir células de E. coli CSH-3~ con actividad de 
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B-D-galactosidasa, siguiendo un escalamiento que co­

rresponda a un inóculo del 10% v/v (fig. 19). 

2. Incubar a 37ºC durante 18 hrs con agitación de 250 

rpm, en el caso de utilizar matraces Erlenmeyer de 250 

ml y matraces Fermbatch de 2800 ml. En el caso de 

utilizar equipo de fermentación de 14 1 mantener a 

vvm de aereación y 300 rpm. 

3. Tomar alícuotas de 1 ml cada 2 horas después de 4 horas 

de haber inoculado el medio de cultivo. No olvidar 

tomar alícuota en el tiempo cero. 

4. Determinar Absorbancia contra blanco de medio Luria y 

de ser posible determinar actividad enzimática por el 

método de ONPG, y concentración de proteína. 

5. La parte alícuota filtrarla a través de membrana milli­

pore previamente puestas a peso constante en estufa a 

lOS~llOºC durante 8 hrs. (Se recomienda hacer este paso 

por duplicado). 

6. Una vez filtrada la parte alícuota, poner a peso cons­

tante la membrana que contiene la muestra en una estufa 

a 105-llOºC durante 8 hrs. 

7.-Establecer el peso por diferencia, y graficar contra la 

absorbancia (560 nm) que le correspondió, para determi­

nar el valor de la pendiente que será el equivalente al 

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

DE ENZIMA a-D-GALACTOSIDASA MEDIANTE LA PREPARACION DE 

VIALES O GLICEROLES. 

'"" Cepa: E. coli CSH-36 actividad de a-D-galactosidasa. 
(CirGB/UNAM). 

Medio: Luria cuya composición es: 

Extracto de levadura 5 g 

Bactotri ptona 1 O g 

Cloruro de sodio R.A. 10 g 

Agua bidestilada 

pH 

Materiales: 

- Asa de alambre. 

- Frascos viales. 

1000 ml 

7.3 

- Pipetas graduadas de 1 ml estériles. 

- Mechero Bunsen. 

- Tubos de vidrio. 

- Cronómetro. 

- Matraz Erlenmeyer de 250 ml (Pyrex} 

- Gasa. 

- Algodón. 

- Cinta test1go. 

- Agitador Vortex. 

- Centrifuga (Solvatl 

- Incubadora New Brunswick Scientific, Co,, Mod, G~24. 

- Autoclave AMSCO de M~xtco . 

. . . 
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- Espectrofotómetro lBeckman) Mod. 35 

- Los enlistados para la determtnación de actividad enzi-

mática por el método de ONPG y los enlistados para la 

determinación de protefna. 

10.1 METODOLOGIA: lFig. 20} 

1. Esterilizar dos series de 5 tubos de 13 X 100 cada 

una. Una de las series esterilizarla sin medio Luria. 

La otra serie, a uno de los tubos, adicionarle 2 ml de 

medio Luria; y a los restantes 1 ml de medio Luria a 

cada uno de ellos, tapándoles con sus respectivas to­

rundas (tapan de algodón envuelto en gasa), a 12lºC, -15 1b/in2 durante 15 minutos. 

2. Esterilizar en un frasco vial l ml de glicerol, con 1 a -tapa parcialmente girada a 12lºC, 15 lb/in2 durante 

15minutos. 

3. Esterilizar en un matraz Erlenmeier de 250 ml, 50 ml 

de medio Luria, tapado con su respectiva torunda a - . 121ºC, 15 lb/in2 durante 15 minutos. 

4. Enfriar a temperatura de 25ºC. 

5. Inocular este matraz con 5 ml de medio Luria incubado 

previamente a 37ºC con agitación de 250 rpm durante 

24 horas, y que contenga células en suspensión con 
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actividad tlSOO • 2000 unidades ONPG/gramo). 

6. Hacer la operación anterior en zona estéril. 

7. Incubar el matraz Erlenmeyer a 37ºC con agitación de 

250 rpm durante 18 horas. 

8. Una vez transcurrido el periodo de incubación, deter­

minar: 

a) Concentración de células a 560 nm. 

b) Concentración de proteína a 590 nm. 

c) Actividad enzimática a 410 nm. 

De acuerdo con las metodologías respectivas. 

9. En la serie de tubos estériles vacfos, colocar 5 ml de 

la suspensión celular proveniente del matraz; efec~ 

.tuando esta operación en zona estéril. 

10. Tapar los tubos con sus respectivas torundas y centri~ 

fugar a 3000 rpm durante 30 minutos. 

11. Separar el sobrenadante por decantación, efectuando 

esta operación en z~na estéril. 

12. Repetir la operación del punto 9, hasta agotar el vo­

lúmen de la suspensión celular contenida en el matraz 

Erlenmeyer. 



/ 
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5 ml. DE MEDIO 
ESTERIL 
+ CELULAS 

ZONA 
ESTERIL 

FRASCO VIAL 1 ml. 
DE GLICEROL 
ESTERIL 
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50 ml. DE MEDIO 
ESTERIL + 5 ml. 
DE MEDIO CON 
CELULAS 

(*) 

TUBOS ESTERILES 

CENTRIFUGAR 
30 MINUTOS 
3000 rpm 

SEDIMENTO ~ 
~~~~-~ ~~~~~~[~;A~~E uu uu u DESECHARLO. 
RESUSPENDER 
CON AGITADO 

(*) 37°C, 24 hs, 250 rpm 

VDRTEX ~ + ~ + ~ 

1 ml • ·DE MEDIO 
ESTERIL EN 
CADA UNO 

FIGURA 20: Preparación 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 

estéril y resuspender con agitación en Vortex, trans­

firiendo esta suspensión al resto de los demás, 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. El concentrado celular recibirlo en un frasco vial que 

contiene un mililitro de glicerol estéril, mezclando 

perfectamente con Vortex, en zona estéril. 

16. Almacenar el frasco vial que contiene el concentrado 

celular en refrigeración a 4ºC y congelación a -15ºC. 

11.0 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ATRAPAMIENTO DEL SISTEMA 

DE INMOVILIZACION EXPRESADA COMO RESISTENCIA A LA COMPRE­

SION (~) CON RESPECTO A LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE a-D­

GALACTOSIDASA (UNIDADES ONPG/G) DE CELULAS DE E. COL! 

CSH - 36. 

Materiales y Sustancias: 

- Los enlistados en la metodologfa para la manufactura 

del ~istema de inmovilización con adición de una mezcla -

de propilenglicol - glicerol (punto 1.3}. 

- Los enlistados en la metodología para la determinación 



- 75 -

de actividad de enzima a~Dpgalactosidasa de células de 

E, coli CSH-36 (punto 6.0}, 

- Los enlistados en la metodologia para la cuentificaci6n 

de la resistencia a la compresi6n {puntos 2,1 y 2.2). 

Metodologia: 

l. Inmovilizar células de E. coli CSH- 36 con actividad 

de enzima a-D-galactosidasa de acuerdo a la metodolo­

gfa establecida {punto 14.0). 

2. Determinar la capacidad de atrapamiento en base a 

pruebas de resistencia a la compresi6n, de acuerdo a 

la metodologia establecida lpuntos 2.1 y 2,2), 

12.0 INFLUENCIA DEL TAMAÑO DEL SISTEMA DE INMOVILIZACION CON 

RESPECTO A LA ACTIVIDAD DE ENZIMA a-D-GALACTOSIDASA DE 

CELULAS DE E. COLI CSH-36. 

Materiales y Sustancias: 

- Los enlistados en la metodología P,ara la determinación 

de enzima a-D-galactosidasa de células de E. coli CSH-

36, 

- Vernier {Scala trade mark) Metromex Mod. S228B. 

Metodologfa: 

1. Extruir el sistema de inmovilización después de 12 ho~ 

ras de haber inducido a estado de gel, en forma de ci-

1 i ndros cuyas dimensiones son: 



- Forma A: 

Diámetro = 0.5 cm 

Longitud= 1.0 cm 

- Forma B: 

Diámetro 0.5 cm 

Longitud = 0.5 cm 
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2. Determinar la actividad enzimática de s-D-galactosida­

sa de células inmovilizadas en K-carragenina-algarrobo 

usando ONPG como sustrato, colocando 0.5 g en peso del 

sistema de inmovilización para ambas formas (A y B), 

(punto 6.5). 

13.0 TRATAMIENTO QUIMICO DE LAS CELULAS DE E. COL! CSH-36 

CON ACTIVIDAD DE ENZIMA B-0-GALACTOSIDASA. 

13, l CON AGENTE B!FUNCIONAL (GLUTARALDEHIDO). 

Materiales: 

- Espátula, 

- Cronómetro. 

- Vaso de precipitados de 250 ml (Pyrex), 

- Agitador magnético. 

- Parilla con sistema d~ agitación (Corning}, 

- Centr1fuga de alta velocidad Sorvall Dupont Instruments. 

- Rotor GSA con 6 compartimentos para botellas de plás-

tico de 450 ml. 

- Balanza analftica (Sartorius). 

- Balanza granataria de dos platos. 
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- Los enlistados para la detenninación de actividad enzimática de 

a-D-galactostdasa en células de E. col 1 CSH-36 (punto 6.0). 

Sustancias: 

- Agua bidestilada. 

- Glutaraldeh1do (Merck). 

- Los enlistados para la determinación de actividad enzimática de 

a-D-galactosidasa en células de ~ CSH-36 (punto 6.0). 

Metodologh: 

1. La pasta celular suspenderla con agitación en un vaso 

de precipitados de 250 ml con agua bidestilada. 

2. Determinar la actividad enzimática de células libres de 

E. coli CSH-36 (punto 6,4), 

3. Mezclar bien la suspensión con agitación constante adi­

cionando el agente químico en concentración de 0.02% 

v/v durante 7 minutos. 

4. Retirar el sistema de agitación y centrifugar la sus­

pensión a 12000 rpm durante 15 minutos. 

5. Decantar el sobrenadante y resuspender la pasta celular 

·en agua bidestilada agitando durante 7 minutos. 

6. Retirar el sistema de agitación y centrifugar la sus­

pe~sión a 12000 rpm durante 15 minutos. 

7. Decantar el sobrenadante y determinar actividad enzimá­

tica a las células libres (punto 6,4). 

8, Repetir la operación cuantas veces sea necesario para 

quitar olores objetables agresivos a parttr del punto 

No, 3 de esta metodolog!a. 
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13.2 CON AGENTES OXIDANTES 

Materiales: 

- Potenciómetro (Corning). 

- Bureta con llave de teflón de 50 ml {Pyrex). 

- Soporte. 

- Pinzas para bureta. 

- Matraces Erlenmeyer de 250 ml (Pyrex). 

- Los enlistados en el punto 13.l. 

Sustancias: 

- Agua bidestilada. 

- Permanganato de potasio KMn04 (J.T. Baker). 

- Dicromato de potasio K2cr2o7 (J.T. Baker}. 

- Yoduro de potasio KI0 3 (J.T. Baker). 

- Cloruro férrico FeC1 2.7H20 (J.T. Baker). 

- Acido Nítrico HN03 (J.T. Baker). 

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

Metodología: 

1. La pasta celular en un vaso de precipitados de 250 ml 

suspenderla con agua btdestilbda. 

2. Determinar la actividad de enzima a-D-galactosidasa de 

células de E. coli CSH-36 (punto 6,4). 

3. Mezclar bien la suspensión con agitación constante, 

adicionando el agente.oxidante en concentración de 

0.02% P¡v, 

4. Con ayuda de un potenciómetro determinar el pH de la 
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suspensi6n, adicionando gota a gota y con agitación 

constante una solución de ácido nftrico (O.OOlM) hasta 

alcanzar pH 6.5. 

5. Agitar la suspensión por espacio de 5 minutos, y trans­

currido este tiempo, neutralizar el ácido adicionando 

una soluci6n de hidróxido de potasio (O.OOlM). 

6. Los pasos subsecuentes son los mencionados en la meto­

dología de tratamiento químico con un agente bifuncio-

nal (punto 13.1). 

14.0 INMOVILIZACION DE CELULAS DE E. COLI CSH-36 CON ACTIVIDAD 

ENZIMATICA DE s-D-GALACTOSIDASA. 

Materiales y Sustancias: 

- Los enlistados en la metodología para la manufactura del 

sistema de inmovilización con adición de una mezcla de 

propilenglicol-glicerol (punto 1.3), 

- Células de E. coli CSH-36 con actividad de enzima B-D­

galactosidasa. (CIIGB/UNAM}. 

Metodologia: (Fig.21 ), 

l. Solubilizar en un vaso de precipitados previamente, 

0,9 g de cloruro de sodio en 30 ml de agua btdestilada. 

2, Adicionar 20 rnl de propilenglicol y homogenizar la so­

lución por espacio de 5 minutos. 

3. Adicionar a esta solución 13.5 ml de glicerol y homoge­

nizar por espacio de 5 minutos más, 

4. Incorporar a esta solución lentamente y con agitación 
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constante con ayuda de un agitador de propela a 250 rpm; 

1.35 g de K-carragenina y 2.51 g de algarrobo a tempe­

ratura ambiente por espacio de 5 minutos, cuidando que 

la soluci6'n quede excenta de grumos. 

5. Transcurrido este periodo de tiempo, aumentar la velo­

cidad de agitaci6n a 1000 rpm del homogenizador de pro­

pela; manteniendo 10 minutos más en estas condiciones 

el sistema. 

6. Efectuar la inmersión parcial del vaso de precipitados 

en Baño María a 45-SOºC, aumentando la velocidad de 

agitación del homogenizador de propala a 2000 rpm; man­

teniendo 10 minutos adicionales en estas condiciones 

el sistema. 

7. Transcurrido este lapso de tiempo adicionar una canti­

dad conocida en peso (g) de células con actividad enzi­

mática previamente tratadas con un agente químico (pun­

to 13, O). 

8, Adicionar 32 ml de agua bidestilada. 

9. Aumentar la velocidad de agitación del homogenizador de 

propela a 2500 rpm y mantener el sistema en las mismas 

condiciones de temperatura (45-SOºC), por espacio de 5 

mi.nutos más, 

10. Inducir la formaci6n del gel a temperatura ambiente. 

11, Extruir la forma geométrica deseada, después de 12 ho­

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

movilización. 
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FIGURA 21: METODOLOGIA ESTABLECIDA 

En 30 ml. solubilizar 
0.9 g. de NaCl 

+ 
Solubilizar glicerol y 
propilengl icol 

~ 
Dispersión a temperatura 
ambiente 250 rpm 5 min. 

Algarrobo 
K-carragenina 

Dispersión a temperatura 
ambiente l 000 rpm 10 min. 

! 
Inmersión del sistema de 
dispersión a temperatura 
de 45ºC a 2 000 rpm 10 min. 

Pasta celular 
+ 

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

centrifugar 12 000 
rpm 15 min. 

res~spender y lavar 
con agua bidestilada 

l 
centrifugar 12 000 
rpm 15 min. 

i+------- Pasta celular/ 
+ agua bides-. 
til ada cbp 
64 ml. 

Dispersión a T•45ºC 
2 500 rpm 5 min. ________ ..., extrusHin 
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15.0 PROOUCCfON DE CELULAS OE K. FRAGILIS CON ACTIVIOAO DE 

ENZIMA a-D-GALACTOSIOASA. 

Materiales y Sustancias: 

- Los enlistados en la metodologfa para la producción de 

células de E. coli CSH-36 (punto B.O). 

- Microorganismos K. fragilis 55-61 (CIIGB/UNAM) 

- Medio de cultivo: 

Procedimiento: 

Lactosa 5 % 

Fosfato dibásico de potasio 0.3 % 

Extracto de Levadura 0.5 % 

Sulfato de amonio O. 1 % 

pH 5.4 

1. El crecimiento de celulas de K. fragilis dependiendo de 

la cantidad que se necesitara para inmovilizar, se rea­

l izó en matraces Erlenmeyer de 250 ml (con 100 ml de 

medio) y matraces Farmbatch de 2800 ml lcon 1000 ml de 

medio); 

2 •· Parámetros: 

Tempera tura 29ºC 

Tiempo 18 hrs 

Agitac16n de matraces 250 rpm 

3. La e~terilizaci6n del medio se llevó a cabo en un auto-
-+ 

clave de AMSCO de Mexico a 15 lb/in2 de presión a 12JºC. 

4. Los pasos suosecuentes son los correspondientes a la 

metodologfa para la producción de celulas de E. coli 
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CSH-36 (punto 8,0) a partir del paso No. 6. 

16,0 PERMEABfLIZACION DE CELULAS DE K. FRAGILIS. 

Material es~ 

- Espátula. 

- Matraz Erlenmeyer de 125 ml (Pyrex}. 

- Agitador magnético. 

- Parrilla con sistema de agitación (Corning}. 

- Centrífuga (Solvat). 

- Tubos de ensayo. 

- Probeta de vidrio de 50 ml (Pyrex}. 

- Centrífuga de alta velocidad (Sorvall) Dup~nt Instru-

ments, Co. 

- Rotor GSA con 6 compartimentos para botellas de plástico 

de 450 ml. 

- Cronómetro. 

Sustancias: 

- Tolueno (J,T. Baker}. 

- Fosfato· de potasio dibástco K2HP04 (J.T. Baker). 

- fosfato de potasio monob&sico KH 2P04 (J.T. Baker). 

- Agua bidestilada. 

- Preparación de solución amortt.guadora de fosfatos O. lM 

pH • 6.6: 

Pesar 0.1523 g de .K2HP04 y 1.2419 g de KH 2P04, ~olubili· 

zar y aforar con 100 ml de agua bidestilada. 
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Metodologfa: 

l. La pasta celular suspenderla con agitación constante en 

25 ml de agua bidestilada en un matraz Erlenmeyer de 

125 ml (Pyrex). 

2. Adicionar a esta suspensión 15 ml de tolueno y 10 ml de 

solución amortiguadora de fosfatos pH = 6.6 0.1 M. 

3. Agitar constantemente la suspensión durante 30 ~ 45 mi­

nutos. 

4. Transcurrido el tiempo. la suspensidn celular distri­

buirla en tubos de ensayo y centrifugar a 1000 rpm du­

rante 30 minutos. 

5. Decantar el sobrenadante. 

6. La pasta celular resuspenderla en 100 ml de agua bides-

tilada y centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos. 

7. Decantar el sobrenadan te. 

8. La pasta celular almacenarla a 4°C. 

17,0 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE ENZIMA a-D-GALACTOSIDASA 

DE CELULAS DE K. FRAGILIS. 55-61, 

17.1 FUNDAMENTO: 

El enunciado en la meto~olog1a correspondiente al punto 6, 

Materiales y Sustancias: 

- Los enlistados en la metodologfa correspondiente al pun­

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

KlUJVe_r:i>_mices fragilis con actividad de enzima a-D-galac­

tosidasa {CI IGB/UNAM), 

17.2 PREPARACION DE REACTIVOS: 

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

sar 0.1523 g de fosfato de potasio dibásico (K2HP0 4) y 

1.2419 g de fosfato de potasio monobásico (KH 2P0 4), 

aforando con agua bidestilada a 100 ml. 

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

c) Solución de B.-mercaptoetanol (3.36M). 

d) Solución de ONPG (0.068M). 

La preparación de las soluciones b, c, y d, son las in­

dicadas en la metodología correspondiente al punto 6.2. 

17,3 METODOLOGIA: 

l. Mezclar en un matraz Erlenmeyer de 50 ml; 

18.8 ml de soluci.ón (a) 

0.7 ml de solución (b) 

0.7 ml de solución (c) 

o. 1 ml de suspensión celular de concentración conocida. 
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2. Incubar durante 3 minutos a 37ºC y añadir 0.7 ml de la 

solución (d). 

3. Tomar una alícuota de 3 ml del sistema de reacción cada 

minuto, empezando por el tiempo cero que será el blanco 

de reactivos. 

4. Detener la reacción colocando la alícuota contenida en 

un tubo de ensayo en un baño en ebullición por espacio 

de 5 minutos. 

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

de reactivos a 410 nm. 

·Actividad total = m (pendiente de la regresión lineal) 

X Volumen de reacción. 

17 .4 CONCENTRACION DE CELULAS (C): 

l. Para concentración alta: dilución 1 : 1000 

(ABS 650 nm - 0.041)/0.3125 = g / ml 

2. Para concentración baja: dilución 2: 100 

(ABS 650 nm - 0.006J/0.084 = g / 1 
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18.0 SECADO A PRESION REDUC!DA DE CELULAS DE K-FRAGILIS 

55-61 CON ACTIVIDAD DE ENZIMA B·D-GALACTOSIDASA. 

Materiales y sustancias: 

- Espátula. 

- Matraz Kitasato de 250 ml (Pyrex) con tapón de hule. 

- Bomba de vacío con manómetro integrado. 

- Hielo. 

- Recipiente de plástico. 

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

Metodología: 

l. Colocar la pasta celular previamente permeabilizada 

!(punto 16.0) en el caso de K. fragtlisl en un matraz 

kitasato y taparlo con el tapón. 

2. Enfriar a lOªC, colocando el matraz Kttasato en un baño 

de hielo. 

3. Conectar el matraz a una bomba de vac1o a una presión 

de 5 mm Hg. 

4. Mantener el si~tema de secado bajo estas condiciones, 

hasta observar que las células no se adhieran al fondo 

del matraz (aproxim.adamente 15 minutos}. 

19,0 LEOFILIZAOO DE CELULAS DE K. FRAGILIS CON ACTIVIDAD DE 

ENZIMA 8-D-GALACTOSIDASA. 

Materiales: 

- Espátula. 
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• Matraz k1tasato de 250 ml (Pyrex) con tap6n de hule. 

~ Recipiente de pl&stico. 

- Probeta de vidrio de 50 ml (Pyrex). 

- Leofilizador Unitrap Mod. 10-100. Division of Cenco Me-

dical. 

Sustancias: 

- Etanol (J,T. Bakerl. 

- Acetona (J.T. Baker). 

- Hielo seco. 

Microorganismo: K. fragil is 55-61 (CIIGB/UNAM) 

Metodología; 

1. Colocar en un recipiente una solución 1 :1 de etanol-ace­

tona. 

2. Adicionar a esta solución hielo seco. 

3. Colocar en esta solución un matraz kitasato que en el 

fondo contenga una pasta celular de K. fragilis !previa­

mente permeabilizadas punto 16.0.j, hasta observar que 

la pasta se torna color blanco. 

4. Tapar el matraz kitasato. 

5. Conectarlo a un léofilizador a una presión de 0.8 µmHg a 

una temperatura de -40ºC por espacio de 12 horas. 

20,0 INMOVILIZACION DE CELULAS DE K. FRAGILIS CON ACTIVIDAD DE 
a-D-GALACTOSIDASA. 

Materiales y Sustancias: 
- Los enlistados en la metodología para la inmovilizaci6n 
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de celulas de E. coli CSH-36 (punto 14.0). 

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

Metodología: 

l. La pasta celular de K. fragilis, permeabilizada (punto 

16.0.) y secada (punto 18.0.) o leofilizada {punto 19.0.) 

inmovilizarla de acuerdo a la metodología establecida en 

el punto 14.0. 

21.0 Determinación de carbohidratos por el método de fenol-

acido sulfúrico: Dubois, M. et. al. ( 19) 

Materiales: 

- Balanza analítica (Sartorius) 

- Espátula 

- Tubos de ensayo l x 150 (Pyrex) 

- Gradi 11 a 

- Pipetas graduadas de 5 ml (Pyrex) 

- Válvula de seguridad para pipeta 

- Agitador (Vortex) 

- Micropipeta (Eppendorf) 

- Espectrofotómetro (Beckman) Mod. 35 

Sustancias: 

- Dextrosa (J.T. Baker) 

- Galactosa (Sigma) 

- Lactosa (Merck} 
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- Acido sulfúrico (J.T. Baker) 

- Fenol (J.T. Baker) 

- Agua bidestilada 

El fenal en presencia de ácido sulfúrico puede utilizarse 

para la microdeterminación cuantitativa de azúcares, me­

tilderivados, oligosacáridos, polisacáridos. El método 

~s particularmente rápido y sensible. Los reactivos son 

económicos y estables. El color naranja-amarillo es per­

manente, y no es necesario poner especial cuidado en ella. 

Las densidades ópticas medidas a 490 nm. cuando son refe­

ridas a una curva estandar, previamente construida, dan 

directamente la concentración del azúcar. 

Metodología: 

l. Tomar una alícuota de 0.1 ml de la solución de azúcar. 

2. Adicionarla en un tubo de ensayo que contenga 2 ml de 

una solución de fenal al 5%. 

3. Pipetear rápidamente 5 ml de ácido sulfúrico concentra­

do, adicionándolo directamente a la superficie del 

liquido. 

4. Agitar perfectamente en Vortex. 

5. Dejar en reposo por 'spacio de 10 minutos. 

6. Agitar en Vortex y colocar en un baño de agua mante­

niendo la temperatura a 25ºC 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 l80ug. Se reco­

mienda que por cada cambio de reactivos se prepare 

una curva estandar. 

22.0 Difusión de carbohidratos (galactosa, glucosa, lactosa) a 

través del soporte en una celda modificada. 

22. l Sin células inmovilizadas a diferentes temperaturas. 

Materiales y Sustancias 

- Los enlistados en la metodología para la manufactu­

ra del soporte con adición de proptlenglicol-gli­

cerol (punto 1 .3). 

- Celda modificada. 

- Vaso reactor de 250 ml (Pyrex) 

- Bomba de vacio. 

- Los enlistados en la metodología para la determina-

ción de carbohidratos (punto 21.0) 

Soluciones 

- glucosa al 2,5% 

- galactosa al 2.5% 

- lactosa al 5.0% 

Metodología: 

1. Preparar el soporte de acuerdo a la metodología 

descrita en el punto 1.3, adicionando 20 ml de 

propilenglicol y 15 ml de glicerol. 
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2. Eliminar burbujas de aire contenidas en el sopor­

te, mediante el uso de vacío por espacio de 30 

minutos, manteniendo constante la temperatura de 

45ºC para evitar que se induzca la gelificación, 

mientras se lleva a cabo esta operación, y llenar 

un volumen conocido de la celda modificada. 

3. 

4. 

5. 

Inducir la gel ificación a temperatura ambiente. 

Después de 12 horas adicionar a la celda agua bi-

destilada en igual volumen al ocupado por el ge 1 , 

y reposar 1 2 horas más. 

Retirar el agua contenida en la celda, y secar 

con papel absorvente la superficie del gel, cui­

dando que no quede residuo alguno. 

6. Colocar un agitador magnético en la superficie 

cuya longitud abarque el diámetro de la celda. 

7. Difundir el carbohidrato de concentración conoci­

da adicionando dicha solución en un volumen igual 

al ocupado por el gel. 

8. Cerrar la celda y mantener el sistema a tempera­

tura de (25, 32 o 37°C). 

9. Difundir el carbohidrato con agitación constante 

de 161 rpm durante 12 horas. 

10.· Cuantificar la concentración del carbohidrato en 

la solución cada 4 horas por el método descrito 

en el ~unto 21.0. 
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22.2 Con células inmovilizadas a 37ºC. 

Materiales y sustancias: 

- Los enlistados en la metodologfa para la inmovili­

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

- Los enlistados en el punto 22.l 

Metodología: 

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

100 ml de agua bidestilada. 

2. En ·un reactor con agitación inactivar las celulas 

a temperatura de 69-70ºC durante 24 horas. 

3, Determinar actividad enzimática de B-D-galactosi­

dasa de acuerdo a la metodologfa descrita en el 

punto 6.4. Si presentan actividad, repetir el 

paso anterior hasta total inactivación de las 

células. 

4. Inmovilizar células de E. coli inactivadas, de 

acuerdo a la metodología descrita en el punto 14.0 

en una relación en peso seco de 4:1 células:gomas. 

5. Los parametros subsecuentes son los descritos en la 

metodología 22. l a partir del punto número 2 co­

rrespondientes. , 



VI CALCULOS 
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CAL CULOS 

l. o Cálculo de la resistencia a la compresión. 
Peso Ar2a T Muestra (kg) (cm ) ( k~/cm 2 ) 

1 0.567 l. 3923 o. 4072 
2 0.572 1.4042 o. 4073 
3 0.426 l. 3225 0.3221 
4 0.425 1.5370 0.2765 
5 0.494 1.5780 o. 3130 
6 0.557 1. 4880 0.3751 
X (media aritmetica) o. 3 649 
s (desviación estandar) 0.04 
V (varianza) 10.96% 

2 
52 _ i:x 

--ir = j - x2 -

¡;~ / N = (0.4072)
2 

+ (0.4073) 2 
+ (0.3221) 2 + (0.3130) 2 + (0.3751) 2/5 X 

= 0.1347 

Ex/N = 0.4072 + 0.4073 + 0.3221 + 0.3130 + 0.3751/5 

0.3649 

52 = 12~ x
2 = o.1341 - o.1331 = o.o4 

V S/x 0.04 / 0.3649 = 0.1096 
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2.0 Determinación del fenómeno de sinéresis. 
Perdida en peso en por' ciento. 

Para la formulación A de la tabla (11) de la sección de 

resultados, se tienen los siguientes datos: 

Día O Al = 0.8767 g 

Az = 0.8261 g 

Día 2 Al = 0.7600 g 

A2 = 0.7274 9 

Día 3 Al = 0.6173 g 

A2 = 0.6513 g 

Para el día 1 se tiene una pérdida de: 

(0.8767 + 0.8261) 

(0.7600 + 0.7274) 

(1.7028 - 1.4874) 

= 12. 64% 

1.7028 

l. 487 4 

0.2154/1.7028 + 0.1264 X 100 

Para el día 2 se tiene una pérdida de: 

(0.6173 + 0.6513) = 1.2689 

(l.4874 - 1.2689) = 0.2185 + 0.2154 = 0.4339/1.7028 

= 0.2548 X 100 

= 25.48% 
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3.0 Preparación de solución amortiguadora de fosfatos 0.2M 

pH 7.5 mediante el uso de la ecuación de Henderson-Hasselbalch. 

pK2 = 

Ka 2 = 

Ka2 = 

V = M 

M 

l. 24 X 

l. 24 X 

l. 24 X 

7.21 a 

6.2 X 

25ºC 

io- 8 

H+ + H PO 2-
4 

[H+] [HP04 2-1 
[H2 P04-l 

HPO 2-4 

H2Po 4- = 0.2 - V 

[H+} = lo-7.5 

lo-8 - 6.2 X io- 8 = 1 X 10-7.Sy 

lo- 8 = 1 X 10- 7' 5v + 6.2 X 10-8 

lo- 8 = 9.3623 X 10-8V 

V = 1.24 X 10-8/9.3628 X 10-8 

V = o .1325 

[Hro/-1 = 0.1325M 

CH 2Po4-1 = 0.2-Y 

= 0.2 - 0.1325 

= 0.0675M 
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Preparar 100 ml. de una solución amortiguadora de fosfatos 

0.2 M pH = 7.5: 

0.11. X 0.2 M = 0.02 MOLES TOTALES 

0.1.e. X 0.1325 M 

0.0675 M 

= 0.01325 MOL H PO 2-4 

O. l.!. X = 0.00675 MOL H2Po 4-

n = PESO = 0.01325 PESO 
174.183 

PESO K2 H P0 4 2.3879 g 

n = PESO 0.00675 = PESO 
P.M. K H2 P0 4 136.091 

PESO K H2 P0 4 0.9186 g 

4.0 C§lculo para: 

a) Concentración de células de E.coli CSH-36 en suspensión 

a 560 nm. contra blanco de medio Luria. 

A .. partir de la figura 23 de ,la sección de resultados se 

tiene la siguiente ecuación: 

Concentración g/ml = Absorbancia - 0.4790 
764 

= 0.793 - o.4790 / 764 

m 0.00041 X 5 (dilución) 

= 0.00205 g peso seco/ml 

.. 20.5 g / 10 l. 
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b} Concentraci6n de proteina de E. coli CSH-36 en suspensi6n 

a 590 nm. contra blanco de reactivos. 

A partir de la figura22de la sección de resultados se 

tiene la siguiente ecuaci6n: 

Concentración mg/ml = 

= 
= 

= 

Absorbancia + 0.002475 
0.00241 

6.0062 J.19 0.1 ml. 

0.006 mg 0.1 ml. 

0.0540 mg 0.9 ml. 

:: 0.054 mg proteina X 25 {dilución) 

= 1.35 mg proteina/ml 

c} Actividad enzimática de células de E.coli CSH-36 a 410 nm 

contra blanco de reactivos. 

A partir de la ecuación del punto 6.5 de la sección de 

Me~odologia se tiene: 

UNIDADES ONPG/g = Absorbancia {30) {3)/3.5 x g 

Para la obtención de la pendiente, los datos se analizaron 

utilizando una calculadora Texas Instruments Mod. 57-.II 

obteniéndose: 

t Abs correlación {c) = .0.9865 
o o pendiente (m) = 0.1476 
o.s 0.074 intercepción (i) = -0.007 
l. o 0.129 
l. 5 0.188 
2.0 0.312 
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UNIDADES ONPG/ g célula = 0.1476 (30)(3) / 3.5(D.OD2052) 

= 1849.62 

UNIDADES ONPG/mg célula = 1.8496 

d) Actividad enzimática específica: 

UNIDADES ONPG/mg proteina = 0.1476(30)(3) 
3.5 

= 2.8114 

1 1.35 mg 

4;1 Cálculo de la actividad enzimática del soporte con célu­

las inmovilizadas de E. coli CSH-36 

Para la relación en peso seco 1 a 1 (células:gomas) 

se tiene para la obtención de la pendiente los datos 

se analizaron utilizando una calculadora Texas 

Instruments Mod. 57-II : 

t Abs correlación (c) 

o o pendiente (m) 

0.5 . o. 028 intercepción (i) 

l. o 0.059 
l. 5 0.067 
2.0 0.102 

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

.. 2.4994 

= 0.9970 
= 0.0486 
= 0.0026 
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Porcentaje de actividad enzimática expresado: 

94.00 g agua 
3.40 g gomas 

+ 0.90 g NaCl 
37.84 g poli oles 

136.14 g soporte 

136.14 g soporte + 3.40 g células E.coli CSH-36 = 139.54 g 

139.54 g 4214.19 u ONPG inmovilizadas 

0.5 g 15.1182-uONPG inmovilizadas 

.15.1182 u ONPG 100% 
2.4994 u ONPG expresadas 16.53% 

4.2 Cálculo de actividad enzimática de células de K.fragilis 
55-61. 

A partir de la ecuación del punto 17.4 de la sección de 

Metodología. 

Concentración células = Abs 560 nm - 0.041/0.3125 

0.003185 g/ml. 

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

zaron utilizando una calculadora Texas Instruments 

Mod. 57-11 

t Abs correlación (c) = 0.994 
o o intercepción (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 reacc'f6n 

0.16 X 21 = 3.36 U ONPG/ml 

Actividad/g = 3.36 uONPG/ml/0.003185 g/ml. 

1054.28 u ONPG/g célula. 

4.3 Actividad de células k'.fragilis 55-61 inmovilizadas. 

+ 

Para la obtención de la pendiente, los datos se anali­

zaron utilizando una calculadora Texas Instruments 

Mod. 57-II 

t Abs correlación (e) = 0.99 

o o intercepci6n (i) = 0.0098 

0.5 0.100 pendiente (m) = 0.1784 

LO 0.190 
1.5 o. 310 
2.0 0.341 

Actividad total = m X vol de reacción 
= 0.1784 X 21 = 3.7464 u ONPG/ml. 

ACtividad/g soporte = 3. 7464/0.5 = 7 .4928 u ONPG/g. 

Porcentaje de actividad enzim§tica expresado. 

94.00 g agua 
3.40 g gomas 
0.90 g NaCl 

37.84 g poli oles 
136.14 g soporte 
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136.14 g soporte + 3.4 g c~lulas k. fragilis = 139.54 g 

139.54 g 3 584.55 u ONPG inmovilizadas 

o.so g 13.84 u ONPG inmovilizadas 

la.84 u ONPG inmovilizadas 100% 
7.49 u ONPG expresadas . 58.33% 
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5.0 Ejemplo del cálculo del Coeficiente de Difusión ( DAB 

x10-lO m2/s ) para Galactosa ( 2.5%) a través del soporte 

( K-carragenina:algarrobo 3.4% ): 

A. De la curva estandar para Galactosa ( Fig. 25 ): 
m= 0.0031908 

b= 0.02626 

B. Para la difusión a una temperatura• 19 ºe 
y.. mx+b 

ya 0.0031908 x+0.02626 

x= Absorbancia a 590nm. - 0.02626/0.0031908 

tiempoa O 

x 1- 0.106 - 0.02626/0.0031908 

= 24.991 ~X l0-6 g 

ml l ug 

= 24.991 x lo-6 g/ml ( 100 > e 1000 > 

.. 2.4991 g/100 ml 

tiempo= 14 288 s 

X2= 0.098-0.02626/0.0031908 
= 22.483 ug/ml 

= 2.2483 g/100 ml 

tiempo= 28 924 s 

x3- 0.095-0.02626/0.0031908 

.. 21 .543 ug/ml . 

= 2.1543 g/ioo ml 

tiempo=· 43 285 s 

~4- 0.091-0.02626/0.0031908 

"'20.290 ug/ml 
• 2.0290 g/100 ml 
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C. Cálculo de la función V experimental: 

v1 2.4991-2.2483 = 0.2508/2.4991-= o.10036 

V2 m 2.4991-2.1543 = 0.3448/2.4991 = 0.13797 

V3 2.4991-2.0290 = 0.4701/2.4991 = 0.18811 

o. Cálculo de DAS : 

al Utilizando el programa del Apéndice I: 

Datos: 

a2 (m2 ) t (s) V 

0.0004 14 288 0.10036 

0.0004 28 990 0.13797 

0.0004 43 285 0.18811 

b) A partir del módulo de Fourier: 

T = DAB·t/aZ 

ºAs= T.az /t 
a2 = O. 0004m2 

t (s) V 

14 288 0.10036 

28 990 0.13797 

43 285 o .18811 

e) Valor promedio 

T 

0.00905 

0.01885 

0.03860 

D x10-lOm2 /s AB 

2.53499 

2.60090 

2 .56710 

D x10-lOm2 /s AB 

2.53499 

2.60090 

2 .56710 

DABI Galactosa (2.5%)= 2.901 x10-lOmz/s 
19 oc 



VI 1 RESULTADOS 
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FIGURA 22: CURVA ESTANDAR DE PROTEINA (Met. Lowry) a 590 mm. 

CUiiCENTRACION 

o 
25 
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100 
200 

25 !>U 75 100 
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ABS 

o 
0.059 
0.113 
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0.479 

Ec. línea recta: y = mx + b 

m = 0.0024 
b = 0.002475 
r = O. 999 

200 

CONC. PROTEINA (µg/ml) = ABS. 590 nm + 0.002475/0.0024 
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FIGURA 23: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION EN PESO SECO(g) 
DE CELULAS DE E.coli CSH-36 CON ACTIVIDAD DE 
ENZIMA B-D-GALACTOSIDASA. 

3.0 

e( ~ - / u 
z 
e( 2.0 <XI 
o:: 

t;t/ 

~ o 
Vl 
<XI 
e( 

t;t,/ 
l. o t;t/ 

o l 2 
PESO (g) X l0-4 

X y 

0.0002 o. 780 
0.0005 l. 1720 
o.oooa l. 3360 
0.0017 1.5450 
0.0021 2.0900 

E. lfnea recta: y= mx + b 
m a 764 
b = 0.4790 
r = 0.9070 

CONC. GRAMOS SECOS/ml ~ A0S 560 nm - 0.4790/764 

3 
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FIGURA 24: CURVA ESTANDAR DE LACTOSA 5% (METODO FENOL -ac. 
sulfúrico) DUBOIS ET. AL (19) 
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CONCENTRACION 

o 
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90.0 

180.0 

Ec. 1 ínea recta: 

m = 7.2677 X 10~ 3 

. b = 0.0366 
r = 0.9840 

ABS. 

o 
0.247 
0.455 
0.545 
l. 389. 

y = mx + b 

200 

CONC. LACTOSA "' ABS 490 nm - O. 0366/7 .26 X 10·3 µg/ml 
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FIGURA 25: CURVA ESTANDAR DE GALACTOSA (2.5%) (METODO FENOL­
ac. sulfúrico) DUBOIS, ET. AL. {19) 
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b = 0.02626 

/ • 
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r = 0.9960 
CONC. GALACTOSA = ABS 490 nm - 0.02626/3.1908 X 10-3 = 119/ml 
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FIGURA 26: CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA (2.5%) (METODO FENOL -ac. 
sul fúr1co). DUBOIS ET. AL. ( 19) 
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z .4 < 
al 
et: Q o .3 V'J 
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CONCENTRACION ABS. 

o o 
22.5 0.134 
45.0 0.239 
90.0 0.280· 

180.0 0.563 

Ec. 1 ínea recta: y= mx + b 

m = 2.5294 X 10-3 

b = -6.2727 X 10-3 

r = 0.9886 
CONC. GLUCOSA = ABS 490 nm + 6.2727 X 10- 3/2.5294 X 10-

3 = µg/ml 
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TABLA 9 FORMULACIONES PROPUESTAS PARA EL SISTEMA DE INMOVILI­
ZACION 

SISTEMA K-carraJenina goma de algarrobo 
(g ( g) 

F-1 2.897 0.965 
F-2 2.510 l. 350 
F-3 l. 930 l. 930 
F-4 l. 350 2.510 
F-5 0.965 2.897 

SISTEMA I I K-carraJenina goma gua r 
(g ( g) 

F-1 2.897 0.965 
F-2 2.510 1.350 
F-3 l. 930 1.930 
F-4 l. 350 2. 510 
F-5 0.965 2.897 

Las formulaciones se basaron en tomar 3.4 g. peso seco como 
100% para establecer las relaciones, cantidad reportada por Tosa 
et.al. (51). Se consideró el 12% de humedad para las gomas de 
acuerdo con las especificaciones del proveedor, para realizar 
l~s formulaciones. 
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TABLA 9-1 RESISTENCIA A LA COMPRESION DE LAS FORMULACIONES 
PLANTEADAS COMO SOPORTE EN LA TABLA 9.0 SIN V CON 
ADICION DE GLICEROL AL 3.4% v/v 

(kg/c~2 ) (kg/cm 2) (kg/cm 2) (kg/cm2) 

TKCSP 0.3632 
TKCCP 0.3649 

SISTEMA I SISTEMA SISTEMA II SISTEMA II 
SP CP SP CP 

FORMULA 1 o. 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---. 0.1-6.14 * * 

TGSP y CP * 
TASP y CP * 

ABREVIACIONES: 

TKCSP = 

TKCCP = 
TGSP = 
TGCP = 

TASP = 
TACP = 

SP = 
CP = 

* = 
SISTEMA I 

Te~tigo de k-carragenina sin poliol. 
Testigo de k-carragenina con glicerol al 3.4% v/v. 
Testigo de goma guar sin glicerol. 
Testigo de goma guar con glicerol al 3.4% v/v 
Testigo de algarrobo sin glicerol. 
Testigo de algarrobo con glicerol al 3.4% v/v. 
Sin glicerol. 
Con glicerol al 3.4% v/v. 
No present! resistencia a la compresi6n detectable. 

= k-carragenina - algarrobo. 
SISTEMA II • K-carragenina - guar. 
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TABLA 9.2 RESISTENCIA A LA COMPRESION DE LA FORMULACION SELEC­
CIONADA PARA LA MANUFACTURA DEL SOPORTE CON ADICION 

% v/v 
Po 1io1 

3.4 
10.0 
20.0 
30.0 
40.0 
50.0 

. 
DE GLICEROL Y PROPILENGLICOL A DIFERENTES CONCENTRA­
CIONES. 

TKCCPG TKCCPPG KCGACPPG KCGACPG 

(k~/cm 2 } ( k~/ cm 2} (k;/cm2} ( k;/ cm 2} 

0.3649 o. 2077 0.4356 0.4379 

* * 1.1970 0.5539 

* * * 0.8723 

* * * 0.8935 

* * * 0.5474 

* * * * 

NOTA: La formulación pertenece al sistema I (k-carragenina­
algarrobo}. Formulación 4 TABLA 9.0 

ABREVIACIONES 

TKCCPG 
TKCCPPG 
KCGACPPG 
KCGACPG 

* 

Testigo de K-ca rrageni na con glicerol . 
Testigo de K-carragenina con propilenglicol. 
K-carragenina-algarrobo con propilenglicol. 
K-carragenina-algarrobo con glicerol. 
No presentó resistencia a la compresión detectable. 
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FORM - A 

FORM - B 

FORM c 
FORM - D 

FORM - E 

FORM - F 

* = No 
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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 ~LICEROL PROP I L ENGLI COL 

A D 1 FEREN TES CONCENTRACIONES. 

't 

GRAMOS j 
Gl 1 CE ROL l OO ML 

GRAMOS ¡Í 
PROPILENGLICOL lOO ML (Kg/cm2l 

32.659 5.180 0.4688 

27.479 10.360 l. 2612 

22.299 15.540 l. 2395 

17.119 20.720 1.4916 

11. 939 25.900 * 
6.759 31. 080 * 

presenta resistencia a la compresi6n detectable. 

Las formulaciones se basaron en considerar que al 30% v/v 

de glicerol se tiene una concentración de 37.839g (en base a 

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



TABLA 11. Cuantificación del fen6meno de Sinéresis. 

TIEMPO o 1 2 3 (DIAS) 
% % % % 

PESO PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA 
(g) EN PESO (g) EN PESO ( g) EN PESO ( g) EN PESO 

FORM-A 1.7028 o 1.4874 12.64 1.2689 25.48 1.0863 36.21 

FORM-B 2.0425 o l. 6706 18.21 l. 4429 29 .36 l. 2304 39.76 

.... 

..... 
FORM-C l. 7677 o 1.3054 26. 15 1.1036 37.57 0.9151 48.23 .¡:. 

FORH-0 1.7211 o 1.1772 31. 60 1.0345 39.90 0.9050 4 7. 41 

TKC l. 5550 o 0.7049 54.66 l. 1706 89.03 0.1004 93.54 

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

TKC = Testigo de K-carragenlna sin poliol. 



TABLA 11 Cuantif1cacf6n del fenómeno de Sinéresis. 

TIEMPO 6 15 30 65 (DIAS) 

PESO 
% % % % 

PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA ( g) EN PESO ( g) EN PESO (g) EN PESO (g} 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 
,.... ,.... 
UI FORM-C 0.6851 61. 24 0.4934 72.09 0.4745 73.15 0.4419 75.00 

FORM-0 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 o. 1004 93. 54 

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

TKC = Testigo de K-carragenfna s1n po1iol. 



TABLA 11 Cuantificaci6n del fen6meno de Sináre~is. 

TIEMPO 6 (DIAS) 15 30 65 

PESO 
% % % % 

PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA PESO PERDIDA (g) EN PESO (g) EN PESO ( g) EN PESO (g) 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 
1.11 

75.00 

FORM-0 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 en11stadas en la TABLA 10. 

TKC Testigo de K-carragenina sin poliol. 
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FIGURA 27 Cuantificación del fenómeno de sinéresis. 
Las formulaciones empleadas en este experimento son las 
enlistadas en Ja Tabla 10. 
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RESISTENCIA A LA COMPRESION EN FUNCION DEL pH 

DEL SOPORTE 

' ' 
pH (k~/cm 2 ) pH (kg/cm2) 

4.0 3.2360 7.0 * 

5.0 2. 0718 7.5 0.7418 

. 5. 5 1.1770 a.o 1.2760 

6.0 0.5445 8.5 * 

6.5 * 9.0 * 

* = No resisti6 a la compresión. 

La composición de la formulación del soporte es: 1.25g 

K-carragenina, 2.51g algarrobo, 0.9g NaCl, 17.1199 glicerol, 

20.72g propilenglicol aforados a 100 ml. 
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FIGURA 28:: Resistencia a la compresión en func16n 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 l.25g - algarrobo 2.519) 

MOLARIDAD 
AMORTIGUADOR 
FOSFATOS 0.2 0.1 o.os 
pH AMORTIGUADOR 8.08 8.08 8.08 

pH AMORTIGUADOR 
+ POLIMEROS 
S/AGITACION (20ºC) 8.07 8.06 8.04 

pH (45ºC) 
30'DE AGITACION 7.99 8.00 7.90 

pH (20ºC) 
C/ AGITACION 8.06 8.06 8.03 

pH (20ºC} 
S/AGITACION 8.08 8. 08 8.04 

pH polímeros (20ºC) con agitación = 8.08 

pH c~lulas de· E.coli CSH-36 (20ºC) e/agitación s 6.65 

pH soporte geliftcado (20ºC) = 8.15 

0.01 

8.08 

8.00 

7.88 

8.01 

8. 03 
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TABLA 13.2 CAPACIDAD OE AMORTIGUAMIENTO EN FUNr.ION DE SU 

CONCENTRACION EN PRESENCIA DE CELULAS DE E.COLI 

CSH-36 (3.4% p/v) 

MOLARIDAD 
AMORTIGUADOR 
FOSFATOS . 0.2 o. 1 0.05 0.01 

pH AMORTIGUADOR 8.15 8. 15 8.15 8.15 

pH AMORTIGUADOR 
C/CELULAS 
S/AGITACION (20ºC) 8.13 8.13 8. 11 8.08 

pH SOLUCION (45°C) 
30 MIN.AGITACION 8.05 7.98 7.98 7.93 

pH SOLUC ION (20ºC) 
C/AGITACION 8.11 8.11 8. 06 8.02 

pH SOLUCION (20ºC) 
S/AGITACION 8.12 8.11 8. 09 8.04 

pH Células E. Coli (3.4% p/v) (20ºC) = 6.65 

pH soporte gelificado (20ºC) = 8.15 
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TABLA 13.3 EFECTO DE LAS SOLUCIONES AMORTIGUADORAS EN LAS 

PROPIEDADES DEL SOPORTE 

RELAC ION EN PESO ACTIVIDAD 
CELULAS GOMAS ENZIMATICA T EROS ION 

( g) (g) pH M u ONPG/g (kg/cm2) 

1 1 8.15 0.1 2.51 l. 1153 MEDIA 

1 1 8.08 0.1 2.45 1.0167 ALTA 

1 1 8.15 0.01 2.49 1.1512 BAJA 

1 8.08 0.01 2.47 l. 0872 BAJA 

ESCALA EROS ION: ALTA, MEDIA, BAJA 

El soporte se someti6 después de 1 semana de inducido al 

estado de gel a agitación de 200rpm a 37ºC durante 30 minu­

tos, para detectar la erosión. Las pruebas de resistencia a 

la compresión se efectuaron después de 12 horas de haber indu­

cido la gelificaci6n del soporte, asf como la determinación 

de la actividad enzimática siendo las dimensiones del soporte 

cilindros de long= 1.0 cm.y diam = 0.5 cm. Cantidad coloca­

da O.Sg húmedvs. 
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RESISTENCIA A LA COMPRESION, CAPACIDAD DE ATRA­

PAMIENTO Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL SOPORTE 

RELACION ACTIVIDAD 
T ENZIMATICA PESO SECO . PESO SECO 

( k~/cm 2 ) CELULAS ( g) • GOMAS ( g) (U ONPG/ g) 

1 1 l. 0903 2.4994 

2 1 1.1131 l. 5257 

3 1 1.1534 6.1000 

4 1 1.1305 9.1028 

5 1 0.4054 6.0370 

6 1 0.3796 3.6020 

Para cuantificar actividad enzimática se colocaron ci­

lindros de O.Sg. hQmedos cuyas dimensiones son longitud 1.0 cm, 

diámetro 0.5 cm. 
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Resistencia a la compresi6n, capacidad de atrapa­
miento y actividad enzimática 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 

PESO SECO PESO SECO 
CELULAS GOMAS 

( g) ( g) 

1 1 2.4994 4.8623 

3 1 6.1000 12.0864 

4 1 9.1028 18.1517 

Se ~alocaron cilindros de diámetro= 0.5 cm en todos los 

casos. Cantidad de soporte colocado para medir actividad 0.5 g. 

hOmedos. 
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TABLA 14.2 PORCENTAJE DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EXPRESADO 

ACTIVIDA:P ACTIVIDAD % 
PESO SECO . PESO SECO ENZIMATICA ENZIMATICA Ex pre-

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 diámetro. Cantidad de soporte 0.5 g hamedos. 
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TABLA 15. TRATAMIENTO QUIMICO DE CELULAS DE E.COL! CSH-36 

ACTIVIDAD NATIVA CELULAS 1 849.62 uONPG/g 

AGENTE QUIMICO u ONPG/g 

CLORURO FERRICO (FeC1 2 6H 20) al 0.02% SIN ACTIVIDAD 

YODATO DE POTASIO (Kl03 ) al 0.02% SIN ACTIVIDAD 

PERMANGANATO DE POTASIO (KMn04) al 0.02% 544.96 

DICROMATO DE POTASIO (K 2cr 2o7) al 0.02% 269.26 

GLUTARALDEHIDO al 0.02% 1 814.30 

Se colocó 3.4 g peso seco de células en 100 ml. de solución 

para el tratamiento químico. 
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ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA AL ALMACE­

NAMIENTO DEL SOPORTE EN CONGELACION (-lOºC) 

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 diámetro 0.5 cm. y longitud 1.0 cm¡ 

para medir actividad se utilizan 0.5 g. húmedos. 



FIGURA 30 
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Estabilidad de la actividad enzimática al almacena­
miento del soporte en congelaci6n.(-10ºC) 
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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 Concentración 
Eseectrofotómetro (g/100 ml l 

1.1 A l9ºC: o 0.106 2.4991 
14 288 0.098 2.2483 
28 990 0.095 2.1543 
43 283 0.091 2.0290 

1.2 A 25ºC: 0' o. 106 2.4991 
14 580 0.097 2.2170 
28 924 0.094 2.1230 
43 372 0.089 1.9663 

1.3 A 32ºC: o 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 25ºC: o 0.137 2.4925 

14 582 o. 130 2.2536 
28 869 0.124 2.0488 
43 465 0.122 1.9805 

2.2 ~: o 0.137 2.4925 
14 490 0.130 2.2536 
29 009 0.123 2.0147 
43 297 0.119 1.8782 

3. Lactosa (5%} 
3.1 A 32ºC: o 0.395 4.9314 

14 590 0.389 4.8489 
28 987 0.385 4.7938 
43 380 0.382 4.7525 

B) SOPORTE CON CELULAS {13.6 g} INMOVILIZADAS 

l. Galactosa (2.5%) 
a 37ºC o 0.106 2.4991 

14 555 0.099 2.2797 
29 004 0.095 2.1543 
43 357 0.090 l. 9976 

2. Glucosa (2.5%) 
2.4925 a 37ºC o 0.137 

14 604 0.132 2.3218 
28 907 0.128 2. 1853 
43 329 0.125 2.0829 

3. Lactosa (5%) o 0.396 4.9452 
a 37ºC 28 941 0.387 4.8213 

43 265 0.385 4.7938 



A) 

B) 

Cl 

TABLA 18: RESULTADOS DEL PROGRAMA DE CALCULO P.ARA T Y DAB· 
COEFICIENTE DE DIFUSION PARA CARBOHIDRATOS A TRAVES 
DEL SOPORTE SIN CELULAS INMOVILIZADAS 

Galactosa ( 2. 5%) T"' 19 OC 
tiempo (s) T V DAax10-10m2 /s D x10-10m2 /s AB 
i4 200 0.009055 0.10036 2.5350 
20 990 0.01085 0.13799 2.6009 2.901 
43 285 0.03860 0.18811 3 .5671 

Galactosa ( 2. 5%) T= 25 ºe 
14 580 o .01190 o .11290 3.2647 
28 924 0.02300 0.15050 3.1780 3.749 
43 372 o .05210 0.21320 4.8049 

Galactosa (2.5%) T= 32 ºe 
14 390 0.0152 0.1254 4. 2112 
28 950 o ,0328 o .1756 4.5350 5.026 
43 260 0.0685 0.2303 6.3330 

,_. 
w 
o 



D) Glucosa (2.5%) T= 25 oc 
tiempo (s) T V D x10-10m2 /s DABxio-10m2 /s AB 

14 582 0.008122 0.09584 2.2200 

28 869 0.033902 0.17801 4.6974 3.3B3B 

43 465 0.047615 0.20541 4.3819 

E) Glucosa (2.5%) T= 32 ºC 

14 490 0.008122 0.9584 2.2421 

29 009 0.040364 0.19169 5.5657 4 ,8977 
...... 
w ..... 

43 297 0.07453 0.24645 6,8855 

F) Lactosa (5.0%) T= 32 ºC 

28 907 o .000131 0.02790 0.01877 

43 300 0.000571 0.36270 0,05265 
0.035364 



A) 

B) 

C) 

TABLA 19:RESULTAOOS DEL PROGRAMA DE CALCULO PARA T Y DAG• 
PARA C~RBOHIDRATOS A TRAVES DEL SOPORTE (3.4%) CON 
CELUtAS (13.6 g) DE E. COLI CSH-36 INMOVILIZADAS 

Galactosa (2.5%) T= 37 ºC 
tiempo (s) T V D XlO-lOmz /s AB D x10-10ml/s AB 
14 555 0.006585 o .08799 1.8097 

29 004 0.01884 0.13796 2 .5982 2 ,8540 
43 357 0.04502 0.20067 4.1542 

.Glucosa (2.5%) T= 37 •e 
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 

Lactosa (5 .0%) T= 37 •e 
28 941 o .00001 0.02501 o. 0013 
43 265 o .00026 0.03062 0.0243 0.0128 

.... 
w 
N 
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS 

1.0 Interacción entre k-carragenina y galactomannanas 

Como objetivo general de este trabajo de investigación 

se estableció mejorar la resistencia física de un sopor­

te de k-carragenina reportado por Tosa et. al. ( 51), me­

diante su interacción con galactomannanas y uso de polio­

les. 

Para ello se estableció primeramente, dos sistemas de 

diferentes formulaciones de k-carragenina -galactomanna­

nas (algarrobo y guar) y que aparecen en la tabla 9. 

Las cuales tienen una composición total en peso seco de 

3.4g aforados a un volumen de 100 ml. 

"El criterio de selección se basó en la determinación de 

la resistencia a la compresión de cada una de las formu­

laciones establecidas, después de 12 horas de haber in­

ducido la gelificación. Cabe recalcar que el volumen de 

aforo, la composición en peso, y el tiempo para cuanti­

ficar la resistencia a la compresión, se fijan como 

constantes y prevalecen para estudios de este tipo. 

La resistencia a la compresión promedio para las formu­

laciones de la tabla 9 puede ser estimada de acuerdo al 

punto 1.0 de la secci~n de cálculos. 

La resistencia a la compresión promedio para un testigo 

de k-carragenina es de 0.3632 kg/cm2, los testigos de 

goma guar y algarrobo no presentan resistencia a la com­

presión detectable. Para el Sistema I (k-carragenina-
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algarrobo) la resistencia a la compresión promedio se 

incrementa al disminuir la cantidad de k-carragenina 

con respecto a la goma de algarrobo, hasta un lfmite 

como se aprecia en los datos que aparecen en la tabla 

9.1, el valor máximo obtenido para este Sistema es de 

- 0.4015 kg/cm 2, 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 

compresión máximo obtenido corresponde a la formulación 

2 siendo de 0.1824 kg/cm3 (tablas 9.0 y 9.1), siendo el 

componente mayoritario k-carragenina de dicha formula­

ción; este valor máximo promedio obtenido para el Sis­

tema II es inferior al presentado por el testigo de 

k-carragenina (0.3632 kg/cm 2). 

Los geles tanto del Sistema I y 11 como el testigo de 

k-carragenina, son rígidos y poco flexibles. 

Como se estableció en el punto 5.0 de la Revisión de 

la literatura, Dea, I.C.M., et.al. ( 16) plantea que 

existen zonas especfficas de asociación entre las héli­

ces de k-carragenina y la región lisa de las galacto­

mannanas (Figura 14), estas últimas presentan una rela­

ción estructural específica entre sus monómeros de ma­

nosa (región lisa) y de galactosa (región ramificada). 

En 1 a tabla. 4 se establece que 1 a relación manosa/ga 1 ac­

tosa es mayor para algarrobo (3.35/1), mientras que para 

goma guar es menor (1.5/1) 
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REGION RAMIFICADA 

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 lo tanto la goma de algarrobo al tener una relación 

manosa/ galactosa mayor que la de goma guar tendrá una 

región lisa más definida, favoreciendo la asociación 

con k-carragenina; ya que la goma guar debido a su es­

tructura al experimentar posibles cambios rotacionales 

cerca de los enlaces 1,6-D-galactosa presentará impedi­

mentos de tipo estérico para asociarse con k-carragenina 

al perder el lado liso de su estructura (Figura 9).(37,44) 
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1.1 Interacci6n entre k-carragenina y galactomannanas. Uso 

de polioles. 

De acuerdo con las características que presentan los po­

lioles tales como humectancia, rehidrataci6n, solubili­

zantes, etcétera y que aparecen en las tablas 7 y 8 de 

la revisi6n de la literatura; se seleccionó el uso de 

glicerol y propilenglicol para aportar al soporte carac­

terfsticas de flexibilidad, retención de agua y plasti­

cidad. 

1.1.1 Uso de glicerol al 3.4% v/v 

La resistencia a la compresión promedio puede 

ser calculada de acuerdo al punto 1.0 de la 

sección de cálculos. 

La ~abla 9.1 reune los datos obtenidos para de­

terminar el efecto de la adición de glicerol al 

soporte. En ellos se aprecia que el testigo de 

k-carragenina no presentó un aumento en su resis­

tencia a la compresión promedio (de 0.3632 kg/cm2 

a 0.3649 kg/cm2). El comportamiento tanto para 

el sistema I (k-carragenina-algarrobo} como del 

sistema II (k~carragenina-guar) es el mismo pre­

sentado sin la adición de poliol, siendo en par­

ticÚlar para el sistema I (k-carragenina-algarro­

bo) la formulación 4 que nuevamente presentó en 

el valor promedio un leve incremento de 0.4015 

kg/cm2 a 0.4379 kg/cm 2 (9.1% de incremento). 
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El aumento observado en la resistencia a la com-

presión tanto por el sistema I y II puede deberse 

a que el glicerol facilita la dispersión de di-

chos sistemas, dado que la viscosidad que presen­

tan en solución es muy elevada dificultando su 

dispersión en comparación con las características 

de la de k-carragenina cuya viscosidad en solución 

es mucha menos y se facilita su dispersión; de 

ahí que los datos promedio para la resistencia 

a la compresión de k-carragenina son similares 

con y sin adición de glicerol siendo 0.3649 y 

0.3632 kg/cm 2 respectivamente. Aparte de aportar 

al soporte características de elasticidad por 

adición del glicerol. La concentración de glice­

rol al 3.4% v/v se fijó de una manera arbitraria 

con el fin de establecer que características se 

observarían por adición de glicerol. 

1.1.2 Variación de la concentración de glicerol. 

Una vez que se seleccionó la formulación 4 del 

sistema I (k-carragenina-algarrobo) (tabla 9) 

para la manufactura del soporte, se procedió a 

variar la concentración de glicerol en un inter­

valo de 3.4 al 50% v/v para dicha formulación 

cuya composición es de 1.35 g de k-·carragenina 

y 2.519. de algarrobo. 
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Los datos estimados de la resistencia a la com­

presi6n promedio aparecen en la tabla 9.2. A par­

ti~ de ellos se aprecia que la mayor resistencia 

a la compresión promedio es 0.8935 kg/cm 2 corres­

pondiente a una concentración de glicerol al 

30% V /V. 

1.1.3 Uso de propilenglicol 

La adici6n de propilenglicol se hizo en un in­

tervalo de concentraciones del 3.4 al 50% v/v 

para la formulación del soporte cuya composición 

es 2.Slg. de algarrobo y 1.359. de k-carragenina. 

Los datos de la determinación de la resistencia 

a la compresión aparecen en la tabla 9.2 de la 

sección de resultados, en ella se aprecia que el 

valor promedio estimado más alto es de 1.1970 

kg/cm 2 para una concentración de propilenglicol 

al 10% v/v. 

Analizando los datos de la tabla 9.2, la adición 

de propilenglicol aporta una mayor resistencia 

a la compr~sión promedio de 1.1970 kg/cm 2 que la 

presentada por el soporte con igual com.posición 

de k-carragenina (l.25g) y de algarrobo (2.Slg) 

y con adición de glicerol (de 0.8935 kg/cm 2), 

siendo una conc~ntración mayor para este último 

(al 30% v/v) en comparación con el primero (al 

10% v/v). 



- 139 -

Los polioles son surfactantes, es decir materia­

les de superficie activa en donde sus moléculas 

anfifflicas (que consisten de partes polares y 

no polares) se ordenan y orientan en la interfase 

sólido-líquido, en donde sus grupos hid~offlicos 

(-OH y -co 2H) localizados en la fase acuosa [o 

grupos lipofílicos usualmente -CH, -CH=, -CH
2 

o 

-CH 3 , son localizados en la fase aceitosa], dis­

minuyen la tensión interfacial sólido-liquido 

facilitando su solubilización. Por lo tanto, el 

propilenglicol al tener un segmento terminal -cH3 
será menos hidrofíl ico en comparación con el gli­

cerol; esto explicaría en parte la tolerancia de 

una concentración menor de propilenglicol con 

respecto a la de glicerol por parte del soporte, 

en medio acuoso (17). 

1.2 Adic16n de una mezcla de glicerol-propilenglicol 

Se tomó como constante una concentración aÍ 30% v/v de 

glicerol, que corresponde en peso a 37.839 g/100 ml; 

variándose en base a esta concentración la relación 

glicerol -. propilenglicol, planteándose las formulacio­

nes que aparecen en la· tabla 10 de resultados. En los 

datos experimentales de dicha tabla se aprecia que el 

valor máximo promedio de resistencia a la compresión 
+ 

calculado es de 1.4916 kg/cm2 correspondiente a la for-

mulaci6~ o. En base a lo anterior se establece que la 
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formulaci6n 6ptima para el soporte, es la que presenta 

la siguiente composición en peso: 2.51 g. de algarrobo, 

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

de propilenglicol. 

2~0 Cuantificación del fenómeno de sinEresis 

El fenómeno de sinEresis puede estimarse co•o se indica 

en el punto 2.0 de la sección de c!lculos. Bas!ndose 

en lo anterior se calculó la tabla 11 de resultados. 

En ella se muestra que el soporte que contiene polioles 

es menos suceptible a exudar en función 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 que aparecen en la tabla 10 y 

que presentaron resistencia a la compresión) para el 

mismo período de tiempo elimina en promedio el 50% de 

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

el 75% en peso. 

Los sistemas hidrocoloidales conformados por redes es­

tructurales, al asociarse entre ellas constituyen un 

esqueleto básico que contiene atrapada la fase continua 

de agua. Al aumentar-la temperatura, las mol~culas dis­

persas en solución tienden a desdoblarse (dentro de cier­

tos lfmites, pues un exceso de temperatura puede depoli­

merfzar la molEcula} para conformar estructuras defini­

das para asociarse; a medida que se reduce la tempera-
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tura se induce la formación del gel. Los geles presen­

tan el fenómeno de histéresis durante su formación y 

licuefacción ya que el perfil de temperaturas a las que 

llevan a cabo estos dos procesos son diferentes (punto 

5.0 Revisión de la Literatura). 

El fenómeno de sinéresis implica una contracción del gel 

ya que su estructura es electrocrática (es decir se es­

tabiliza por cargas), lo que origina un rearreglo ffsico 

de las estructuras que lo conforman provocando un ajuste 

en la interacción soluto-solubilizante, reflejada en la 

exudación. 

~.o Resistencia a la compresión con respecto al pH. 

Las pruebas de resistencia a la compresión se efectuaron 

después de 12 horas de haber inducido la gelificación, 

como se ha efectuado en pruebas anteriores. La resisten­

cia· a la compresión promedio con respecto al pH puede 

ser estimada de acuerdo al punto 1.0 de la sección de 

cálculos. Los datos estimados aparecen en la tabla 12. 

La resistencia a la compresión presentada por los geles 

de pH ácido (4.0-5.0) es mayor que la presentada por los 

geles de pH alcalino (7.0-8.0). A pH ácido los geles 

son duros y poco elásticos en comparación con los geles 

alcalinos que son flexibles y elásticos. Despu6s de 7 

dfas de inducido el ~stado de gel, se efectuó el aná-

1 i sis de los geles, observándose que los geles de carác­

ter ácido presentan fen6meno de sinéresis marcado con 



- 142 -

contracción del gel y pérdida del tamaño y rigidéz ini­

cial; al extruir cubos (de lxlxlcm) de estos geles y 

someterlos a agitación continua (200rpm, 37ºC, 10 min) 

en solución acuosa estos se erosionan. Los geles de pH 

alcalino son flexibles y elásticos, con poca sinéresis 

y no se erosionan al agitarlos en solución a 200rpm 37ºC 

10 min. 

La resistencia máxima promedio para un gel de carácter 

alcalino fue a pHa8.0 de 1.2760 ltg/cm2 y para un gel de 

carácter ácido fue a pH=4.0 de 3.2360 kg/cm2• 

Para pH ácido se sugiere que las interacciones electros­

táticas entre los polfmeros al conformar y asociarse en 

estructuras definidas son muy drástica.s por 1 a presen­

cia de 'iones hidronfo en solución (H+); no ~onformando 

estructuras estables, lo que implicará rearreglos de 

tipo estructural (fig. 9 Revisión de la literatura) mul­

tiples, lo que tenderá a desestabilizar este tipo de 

asociación electrocrática. Para pH alcalino Ogawa K. 

(40) establece que las interacciones de polfmeros elec­

trocr!ticos con los iones en solución son de tipo coor­

dinado, lo que permite una conformación y asociación 

estructural ordenada, confiriendo una mayor estabilidad 

del sistema (figura 31). 

4.0 Capacidad de amortiguamiento y efecto de las soluciones 

amortiguadoras de fosfatos 

El objetivo de este estudio fue el de estudiar la efec­

tividad de las soluciones amortiguadoras de fosfatos 
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Fig.31:Modelo de interacción entre cadenas de k-carragenina 
(galactana) (a) y algarrobo (galactomannana) (b): 16, 37. 

(a) .k-carragenina 

(a) (b) 

(b) algarrobo 
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para mantener el pH de la solución constante y de la 

fase continua de agua que contenga el soporte atrapada 

cuando este contenga células inmovilizadas, debido a 

que las enzimas presentan un perfil de actividad en fun­

ción del pH asf como de la osmolaridad de la solución 

(o fuerza iónica), es decir que la actividad enzimáti­

ca corresponderá a un intervalo de pH definido, Kuby, A. 

y Lardy, S. ( 29) reportan para la enzima B-0-galactosi­

dasa de E. coli un pH óptimo 7.0-7.3 a una concentra­

ción 0.14M constante de amortiguador de fosfatos; Mori­

si, F. et.al. (36) reporta para la misma enzima de h 

coli pero inmovilizada en acetato de celulosa un pH en­

tre 6.5-7.5 y para B-0-galactosidasa de levadura entre 

6.0-7.0 a una concentración constante 0.05 M de amorti­

guador de fosfatos. Existen varios ejemplos más, pero 

no es posible hacer mención de todos ellos. Cabe acla­

rar, que tanto el pH como la osmolaridad son factores 

que influyen en la expresión de la actividad enzimática 

dado que pueden producir cambios en el comportamiento 

de la enzima, como son cambios conformacionales de la 

enzima, restricción 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 solución en pre­

sencia de entidades de pH diferente al de ellas (pH cé­

lulas de E.coli CSH-36 a 20ºC=6.65 y pH polfmeros a 

20ºC=8.08) se mantien~ constante, tanto para una con-
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centración de amortiguador de O.OlM como para 0.2M; lo 

que implica que su capacidad es definida y eficiente, 

por lo 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 O.OlM) sobre las propiedades del 

sistema, las afectan en forma directa; esto se refleja 

en fu n c i ó n de 1 ti em p o en un a des es ta b i 1 i za c i ó n de 1 si s -

tema, aunque la actividad de la enzima no le afecta (pH 

óptimo a-o-galactosidasa de E.coli 7.0-7.3). La deter­

minación de actividad enzimática se efectuó en el tiem-

po O y después de 7 días trascurridos no observándose 

variación alguna, (tabla 13.3). La desestabilización 

del soporte se debe a la fuerza iónica aportada por las 

soluciones amortiguadoras de fosfatos, que no es otra 

cosa que la medición de la concentración de cargas en 

solución. La relación entre la fuerza iónica y la mola­

ridad de una solución de sales ionizables dependerá del 

número de iones producidos y de su carga neta. Es decir 

que para pH alcalino entre 6.5-8.5 tendrá una sal de 

fosfato una disociación: 

si la fuerza i ón i ca está dada por: 

r = 1 ¡; M¡ z¡ T 2 
M molaridad del i6n. 
z carga neta del ión (in-

dependiente del signo) 
t = sumatoria de. 
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Una solución O.lM tendrá una fuerza iónica de 0.3, y 

para una solución O.OlM la fuerza iónica será de 0.03. 

Esto traerá como consecuencia que los solutos en la fa­

se continua de agua tenderán a aumentar los rearreglos 

de tipo estructural entre polímeros asociados, debido 

a que contribuirán a interacciones electrostáticas con 

las estructuras conformadas poliméricas (estructuras 

electrocráticas). 

5.0 Capacidad de atrapamiento, resistencia a la compresión 

y actividad enzimática 

Los datos experimentales que aparecen en la tabla 14 

pueden ser estimados de acuerdo a los puntos 1.0 y 4.1 

de la sección de cálculos. En ellos se muestra que en 

el soporte se pueden inmovilizar células de E.coli. 

~SH-36 con actividad de B-0-galactosidasa hasta seis 

veces su relación en peso seco. Pero en contraparte la 

actividad enzimática máxima calculada corresponde a una 

relación de 4 a 1 (células:gomas} siendo de 9.1028 

UNIDADES ONPG/g, así como la resistencia a la compre­

sión promedio es de l.1305 K~/crn2 • Esta capacidad de 

atrapamiento de 4 a 1 (células:gomas} se seleccionó como 

la más viable para ei soporte, y se procedió a corrobo­

rar este dato de resistencia a la compresión obtenido 

para dicha relación 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 kg/cm 2; 

lo que hace confiable ambos métodos de medición (2.l y 

2.2 de Materiales y Métodos). Figura 32. 



FIGURA 32 
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Prueba de resistencia a la compresi6n del soporte con 
células inmovilizadas 4 : l (peso célu1as:peso gomas) 
utilizando un compresor universal de materiales (Instron) 
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5.l Porcentaje de actividad enzimática expresada de células 

de E.coli CSH-36 relacionado con las dimensiones del so­

porte en dicha expresión. 

Como los datos estimados en el punto 4.1 de la sección 

de cálculos se construyeron las tablas 14.l y 14.2; en 

ellas se observa con lo referente a las dimensiones del 

soporte que al disminuir a la mitad su tamaño en longi­

tud de 1.0 cm. a 0.5 cm. aumenta la actividad enzimáti-

ca. Si se considera que la velocidad de transferencia 

de masa está dada por: 

Velocidad de 
transferencia 
de masa 

Na 

= 
Coeficiente de X A rea X Fuerza 
transferencia directriz 
de masa 

al mantener constantes la fuerza directriz y el coefi­

ciente de transferencia de masa, al aumentar el área de 

contacto aumentará la actividad enzimática. 

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 la ve­

locidad del proceso difusional de las especies que par­

ticipan, que puede determinar el comportamiento global 

del sistema, aunado a posibles efectos en el micro-am­

biente y complicaciones cinéticas (inhibición por pro­

ducto o sustrato) (32). 

6.0 Modificación qufmica de las células de E.coli CSH-36 con 

actividad de enzima ~-D-galactosidasa. 
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6.1 Con agente bifuncional (glutaraldehído} 

El glutaraldehído es un agente bifuncional porque en 

condiciones de pH ácido o básico produce una condensa­

ción aldólica con los grupos amino de las proteinas, en 

cambio en condiciones de pH neutro favorece la forma­

ción de una base de Schiff, aprovechándose esta última 

característica para aumentar la estabilidad de las cé­

lulas con actividad enzimática por períodos amplios de 

tiempo como lo describe Tosa et.al. (51) para varias 

enzimas inmovilizadas en k-carragenina. Pero algunas 

protefnas son susceptibles a la inactivación por expo­

sición al glutaraldehído ( Wasserman y Hultin (55) ], 

sin embargo cuando se emplea este y otros agentes modi­

ficantes es importante minimizar las concentraciones 

así como sus tiempos de reacción. Los resultados se 

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

glutaraldehído afecta poco a la actividad de la enzima 

a una concentración de 0.02% v/v durante 7 minutos de 

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

CSH-36 cuya concentración fue de 3.4g células peso seco/ 

lOOml. 

6.2 Con agentes oxidantes inorgánicos 

También se optimizó tanto su concentración siendo de 

0.02% v/v como su tiempo de reacción de 5 minutos a pH 

neutro {6.0-7.0) para una concentración de células de 

E.coli CSH-36 de 3.4g peso seco/100 ml. de solución. 
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Los datos estimados para la actividad enzimática apare­

cen en la tabla 15, en ella se observa que el agente quf­

mico inorgánico menos agresivo es el permanganato de po­

tasio (KMn04), pero en función del tiempo se pierde la 

actividad enzimática de las células debido posiblemente 

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

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

'sitio activo de la enzima. 

7.0 Estabilidad al almacenamiento de la actividad enzimática 

de células inmovilizadas de E.col i CSH-36 

La tabla 16 reune los datos obtenidos para la actividad 

enzimática del soporte; la cual es estable por un perío­

do estimado de 6 meses hasta la última determinación de 

actividad enzimática. Además el .soporte bajo almacena­

miento a lOºC conserva sus caracterfsticas de flexibi-

1 idad y elasticidad aparte de la actividad enzimática 

antes mencionada. 

B.O Inmo~ilización de células de ~.fragtlis 55-61 con acti­

vidad.de enzimas-o-galactosidasa 

Con el objeto de probar la universalidad del soporte se 

procedió a inmovilizar una levadura. La inmovilización 

de K.fragilis presentó varias dificultades: 

a) Se permeabtliza con tolueno las células de l<.fragilis 

para que la actividad enzim4tfca se exprese. 
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b) El tolueno es un solvente orgánico que no permite que 

el estado del gel del soporte se material ice al inten­

tar inmovilizar las células. 

c) El tolueno es un tó~ico y su uso no se permite en la 

elaboración de alimentos. 

d) La enzima B-D-galactosidasa de k.fragilis se inactiva 

a·40ºC de acuerdo con lo reportado por Morisi, F. et. 

al. (36). 

Para solucionar los tres primeros puntos se planteó eli­

minar el tolueno una vez permeabilizadas las células, 

secándolas a presión reducida o leofilizándolas (punto 18 

y 19 de Materiales y Métodos) reteniendo su actividad 

inicial después de este tratamiento, estimándose su va­

lor de 1054 u ONPG/g célula (punto 4.2 de cálculos). 

Una vez eliminado el tolueno se procedió a la inmovili­

zación segan la metodologfa del punto 20.0 correspon­

diente a materiales y métodos; determinando posterior­

mente la actividad enzimática en el soporte siendo el 

valor estimado de 7.4928 u ONPG/g soporte para una rela­

ción en peso seco de l a 1 (células-gomas). Esta reten­

ción de actividad se debe a la presencia de polioles en 

el soporte, ya que Schmid, R. (45) reporta que estabi­

lizan la actividad de varias enzimas en presencia de 

aumentos de temperatura por encima de su temperatura óp­

tima de actividad evitando su desnaturalización (tabla 8 

Revisión de la Literatura). 

Durante la determinación de la actividad enzimática en 

células de K.fragilis se estableció una prueba cuyo fin 
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era determinar si el soporte es capaz de retener la 

enzima 6-D-galactosidasa evitando su salida; la cual 

consisti6 en el momento de tomar una parte alicuota de 

la mezcla de reacción enzima-sustrato, una parte se co-

locaba en un tubo de ensayo y se dejaba a temperatura 

ambiente, mientras que la otra fracción se colocaba en 

otro tubo de ensayo y se fnhibia por temperatura a 90°C 

durante 10 minutos. Observándose que la primera de ellas 

aumentaba su intensidad en la coloraci6n en función del 

tiempo, en comparación con la correspondiente inhibida 

por temperatura. Es decir que el soporte no es capaz de 

retener las enzimas dado que las células inmovilizadas 

que las contienen están permeabilizadas permitiendo su 

salida. El soporte en las condiciones de determinación 

de actividad enzimática no se erosiona. 

9.0 Difusión de galactosa, glucosa y lactosa a través del 

soporte. 

9.1 Difusión de galactosa (2.5%) a través del soporte sin 

células inmovilizadas. 

El coeficiente de difusión de galactosa en soluciones 

acuosas, a dilución infinita y a 25ºC se ha reportado 

en 7.947 X 10-lO m2/s por Don Juan (18.). Es de esperar­

se que el valor para la difusividad de galactosa a tra­

vés del soporte (k-carragenina-algarrobo, polioles), sea 

menor que el reportado arriba a la misma temperatura. En 

el presente trabajo, se encontraron valores para la difu-
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siv1dad de galactosa (2.5%) a través del soporte de: 

2.901 X io- 10 m2 /s~ 3.749 X io- 10 m2/s y 5.026 x io-lO m2/s 

para 19°C, 25ºC y 32ºC respectivamente. 

La teoria de la existencia de dos fases; liquido-sólido, 

podria explicar estos resultados. Se asume en esta teoria, 

que la difusión de soluto ocurre a través del liquido en 

los poros del gel. Esto generaria tres posibles causas 

de la disminución del coeficiente de difusión molecular: 

(a} la parte sólida de la estructura del gel (soporte), 

reduce parte del área da transferencia disponible, (b) en 

tanto que la difusión ocurre a través de poros de diáme­

tro reducido, la fricción entre las moléculas del soluto 

y la pared del poro, reduce el movimiento molecular y 

(c) la viscosidad del líquido contenido en el gel (sopor­

te) podrfa ser diferente de la del agua, a 1 a misma tem­

peratura. Friedman (20) observó en sus resultados difu­

sionales de varios solut~s a través de geles, que los 

coeficientes de difusión eran, en todos los casos, meno­

res a los observados en agua. 

El orden de magnitud e.s comparable a valores reportados 

en la literatura. La tabla 20 muestra algunos de los po­

cos datos de. difusión de solutos a través de geles mis­

mos que se emplean. con fines comparativos y de discusión. 

Como se observa en esta tabla, el único sistema más seme-

jante al empleado en este trabajo es el de glucosa-gela­

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



TABLA 20 Valores de Coeficientes de 01fus16n a través de Geles reportados en la 

Literatura 

S I S T E M A TEMPERA- o Xlo-10 (m2/s) 
REFERENCIA 

TURA AG 
(ºC) 

UREA-GELATINA (l. 0%) 41 8.59 BOLLMEIR, et.al. (1979) 

GLUCOSA-POLIACRILAMIDA 37 1.2 MATSUNAGA, et.al. (1980) 

GLUCOSA-AGAR 37 0.5 11 11 

GLUCOSA-COLAGENA 37 1.0 11 11 

GLUCOSA-ALGINATO-Ca (2.0%) 25 6.83 TANAKA. et. al. (1984) 

GLUCOSA-GELATINA (5.0%) 5 2.55 FRIEOHAN ( 1930) 

LACTOSA-GELATINA (5.0%) 5 1.44 11 

LACTOSA-AGAR (l. 5%) 5 7.39 11 

GALACTOSA-K-CARRAGENINA:ALGARROBO (2.5%) 19 2.901 ESTE TRABAJO 

GAl.ACTOSA-K-CARRAGENINA:ALGARROBO (2.5%) 25 3.749 11 

GALACTOSA-K-CARRAGENINA-ALGARROBO (2.5%) 32 5.026 11 11 

GLUCOSA-K-CARRAGENINA:ALGARROBO (2.5%) 25 3.769 11 11 

GLUCOSA-K-CARRAGENINA:ALGARROBO (2.5%) 32 4.B98 11 

LACTOSA-K-CARRAGENINA-ALGARROBO ( 5.0%) 32 0.0353 

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

... 
U\ .... 
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mental por temperatura de 19ºC a fin de comparar con los 

resultados del presente trabajo se obtiene un DAG (19ºC} 

= 2.6784 X io- 10 m2/s. Este valor es muy comparable al 

obtenido para la difusión de galactosa a 19ºC a través 

del soporte DAG (19ºC) = 2.901 X 10· 10 m2/s. 

Un aspecto importante de resaltar, es el análisis de los 

coeficientes de difusión para galactosa con respecto a la 

temperatura. La relación entre DAG y la temperatura es 

di rectamente proporciona 1, y en este caso sigue una rel a­

ción lineal como lo muestra la figura 33. Friedman (20} 

observó un comportamiento similar para el caso del siste­

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

9.2 Difusión de glucosa (2.5%) a través del soporte sin célu­

las inmovilizadas 

Los valores para la difusividad de glucosa a través del 

soporte obtenidos en este trabajo son: 3.769 X 10·10 m2/s 

y 4.898 X 10· 10 m2/s a 25ºC y 32ºC respectivamente. La 

difusividad de glucosa en agua se reportó de 6.981 X io·lO 

m2/s a 25ºC por Don Juan ( 18}. 

Los valores corregidos por temperatura para el sistema 

glucosa-gelatina, reportados por Friedman (20) son 2.7335 

X io·lO m2/s a 25ºC y 2.7977 X 1o·lO m2/s a 32°C. En este 

caso la comparación entre ambos sistemas: glucosa-k-carra· 

genina: algarrobo y glucosa-gelatina, es acertada en cuan­

to al orden de magnitud y al intervalo de valores. Las di-
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FIGURA 13: DEPENDENCIA DEL COEFICIENTE DE DIFUSION DE GALACTOSA 
(2,5%} A TRAVES DEL SOPORTE K~CARRAGENINA~ALGARROBO 
(3.4%) CON RESPECTO A LA TEMPERATURA 
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ferencias entre los resultados de este trabajo y el sis­

tema glucosa-gelatina, deberán comprenderse dentro del 

marco de la teoría de las dos fases, explicada anterior­

mente. Además, se debe señalar que aunque los sistemas 

son parecidos no son iguales. 

Con los dos valores de· difusividad para glucosa a través 

del gel (soporte) sin células inmovilizadas reportadas 

en este trabajo, no es posible establecer la dependencia 

de OAG con respecto a la ~emperatura. Sin embargo, es 

claro que OAG aumenta conforme aumenta la temperatura, 

como lo demuestran 1-0s datos experimentales. 

9.3 Difusión de lactosa (5%) a través del soporte sin células 

inmovilizadas 

El valor del coeficiente de difusión de lactosa a 32ºC 

en este trabajo es de 3.536 X io- 12 m2/s. La difusividad 

de lactosa en agua a 32ºC es de 4.9 X io- 10 m2/s. En este 

caso, el valor experimental de difusión de este disacarido 

a través del gel (soporte) no se compara con los valores 

reportados en la literatura. La diferencia en la estruc­

~ura porosa de los geles, podfia ser una causa que expli­

carfa estas diferencias. El valor más cercano al obtenido 

en este trabajo, es el del sistema glucosa-agar reportado 

por Matsunaga {35). 
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9.4 Difusión de galactosa, glucosa y lactosa a través del 

soporte a 37ºC con células inmovilizadas de E.coli. CSH-36 

Los resultados de difasividad de los solutos empleados en 

el presente trabajo a través de un gel de k-carragenina: 

algarrobo (3.4%) con células inmovilizadas (13.69) de 

E.coli CSH-36 a 37ªC son: Galactosa 2.854 X 10-10 m2/s, 

Glucosa 1.862 X io- 10 m2/s y Lactosa 1.285 X io- 12 m2/s. 

En todos los casos, los valores son menores que los obte­

nidos utilizando el gel (soporte) sin células. Esto signi­

fica que el coeficiente de difusión molecular se reduce 

por la presencia de las células. 

Para el caso de la galactosa, la reducción en el coefi­

ciente de difusión molecular es del 50.8%, para la gluco­

sa, la reducción de DAG es de 62.6% y para la lactosa, la 

disminución es del 64.2%. 

Los resultados anteriores son explicables de acuerdo a 

la teoría de las dos fases. Las células reducen el área 

disponible a la difusión y posiblemente el diámetro de 

los poros del gel, constituyéndose así en una resistencia 

adicional a la difusión de los solutos. 

Sin duda, los resultados anteriores pueden ser utilizados 

en la ev.plicación de los fenómenos de transporte de masa 

'de reactores enzimáticos que utilizan enzimas atrapadas 

en geles. 
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Como se ha observado en esta parte, resulta muy difícil 

comparar los resultados experimentales con datos de la 

literatura ya que estas no son abundantes. Si se acep­

tan como válidos los enunciados de la teoría de las dos 

fases, se comprenderán 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 albúmina, todos ellos con pesos molecu­

lares menores a 2 X 104 daltones se difunden de y hacia 

esferas de alginato de calcio independientemente de la 

estructura del gel. Esto significa, que los valores de 

difusión de estos solutos a través del gel son similares 

a los de difusión a través del agua. Por lo tanto, sin 

duda este campo del conocimiento aún tiene innumerables 

incógnitas por resolver. 



IX CONCLUSIONES CExTRACTOS) 
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CONCLUSIONES (Extractos) 

El objetivo general de este trabajo de investigaci6n como se 

mencion6 anteriormente fue mejorar la resistencia ffsica de un 

soporte de k-carrage~ina reportado por Tosa, T. (51) mediante 

su interacci6n con galactomannanas y uso de polioles. Por lo 

tanto, este trabajo se dividió en dos partes: primero desarro-

1 lar la composición de la formulación del soporte, y segundo 

caracterizarlo. 

De los resultados experimentales de la primera parte se extrae 

que: 

1 La resistencia ffsica a la compresi6n promedio para 

un soporte de k-carragenina es de 0.3632 K;/cm2• 

2 La resistencia ffsica a la compresión promedio para el 

soporte encontrado como más resistente es de 1.4916 

kg/cm2, y cuya composición en peso es: 2.51 g de al­

garrobo, 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 correspondiente a la caracteri­

zación de la formulación del· soporte ya mencionado en el punto 

anterior, se establecieron para tal fin los objetivos parciales 

(p.40); de los cuales se extrae que: 

1 El soporte formulado en este trabajo (k-carragenina, 

~lgarrobo-polioles), es menos suceptfble a presentar 

fenómeno de sin~resis con respecto al de k-carragenina 
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reportado por Tosa, T. (51) ya que este último elimina 

en tres días el 95% en peso, en comparación con el pri­

mero que sólo elimina el 25% para el mismo período 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 conformación y aso­

ciación entre k-carragenina y algarrobo aunado 

a una dispersión más facilitada por los polio­

les. es más estable que la k-carragenina sola 

[Dea, I.C.M. (16)]. 

2.0 El soporte (k-carragenina-algarrobo) presenta una 

mayor resistencia a la compresión promedio cuando 

se induce su gelificación en medio ácido, en compa­

ración con la que presenta en condiciones alcalinas 

(máxima promedio en condiciones ácidas a pH 4.0 de 

3.2360 ki/cm2; máxima promedio en condiciones alca­

linas a pH 8.0 de 1.2760 kg/cm 2). 

2.1 Este soporte gelificado en condiciones alcali­

nas presenta las siguientes características: 

es flexible y elástico.· al almacenarlo a lOºC 

no presenta sinéresis; estable a la agitación 

no presentando erosión alguna. 
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2.2 Gelificado en condiciones ácidas presenta las 

siguientes características: es duro y poco 

elástico, al almacenarlo a lOºC presenta siné­

resis con contracci6n de tamaño, inestable a 

la agitaci6n después de almacenarlo. 

2.3 Por las caracterfsticas anteriores es más via­

ble inducir a estado de gel el soporte en con­

diciones alcalinas. 

3.0 Las estructuras de polímeros (k-carragenina-algarro­

bo} que conforman el soporte por asociaci6n entre 

ellos y cuyo carácter es electrocrático (estab1liza­

ci6n por cargas}, aunado a la fuerza ionica aportada 

por las soluciones amortiguadoras de fosfatos, pro­

pician modificaciones en las estructuras del soporte 

que lo desestabilizan por lo que no se recomienda su 

uso para este caso en particular. 

3.1 Aunque cabe señalar y dejar bien establecido 

que el uso de soluciones amortiguadoras de fos­

fatos obedece a mantener un microambiente _pro­

picio para ·1a enzima; para que la acttvidad 

enzimática no se vea afectada, tal y como lo 

recomienda la literatura (ver punto 4.0 de 

Discusi6n). 

3.2 Aunque existe la posibilidad de utilizar otro 

tipo de amortiguador el criterio que se deriva 
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del punto 3.0 anterior, se 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

mática se conserva estable a lOºC y -4ºC por 

espacio de ·6 meses o más (período que corres­

pondió a dichas pruebas), sin necesidad de 

utilizar solución amortiguadora alguna. 

4.0 La capacidad de atrapamiento óptima del soporte es 

de llJ. (peso seco células: peso seco gomas). Basa­

do en los datos de actividad de S-D-galactosidasa 

de E. coli CSH-36 de 9.1028 uONPG/g y una resisten­

cia a la compresión promedio de 1.1350 kg/cm 2. 

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 expresión de la actividad enzimá­

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 

e-D-galactosidasa de E.coli CSH-36, tal y como 

lo demuestra la estabilidad de dicha enzima 

inmovilizada en él, por espacio de 6 meses a 

lOºC y -4ºC (en condiciones de congelación el 

soporte no presenta cristalización alguna que 

dañe al soporte). 
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5.0 Para la modificación qufmica de las células e E.coli 

CSH-36, de los agentes qufmicos probados, el gluta­

raldehfdo resultó el más adecuado para dicho trata­

miento en una concentración al 0.02% v/v durante 

7 minutos de reacción a pH 7.0 para una concentra~ 

ción 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. 

6.0 Si bien es cierto que la inmovilización de células 

de levadura k.fragilis 55-61 presentó varias difi­

cultades (p. 150 Sección Discusión), sirvió para 

reafirmar: 

a) Que el empleo de polioles aporta estabilidad a 

las enzimas por incrementos de temperatura por 

encima de ·su temperatura óptima de actividad 

[Schmid, R. (45)] tal y como se demostró al lo­

grar inmovilizar la levadura k-fragilis 55-61 en 

este trabajo conservando su actividad enzimática. 

b) Que el método.de'atrapamiento el cual rige el 

soporte desarrollado en este trabajo sólo es via­

ble para inmovilizar células y no enzimas. Porque 

el tamaño del poro del soporte es definido y lo 

suficientemente grande para no retener las enzi­

mas. 
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c) Que es bien importante establecer de antemano que 

si se desea utilizar este soporte (k-carragenina 

algarrobo) para inmovilizar enzimas purificadas 

se utilizar~ conjuntamente con esta técnica, otra 

técnica o método de inmovilización de los ya seHa­

lados (punto 4.0 Rev. de la literatura). 

7.0 Con respecto a la caracterización difusional del so­

porte se extrae que~ 

a) El coeficiente de difusión de galactosa (2.5%) 

a través del soporte (k-carragenina-algarrobo 

3.4%) sin células inmovilizadas, se determinó 

experimentalmente utilizando una celda de difu­

sión modificada. La dependencia de este coefi­

ciente con respecto a la variación de tempera­

tura es lineal y se expresa a través de la si­

guiente correlación: 

DAG X 10-lO m2/s = 1.6398 X lO~ll TºC -2.6227 X 10-ll 

Los valores obtenidos se comparan favorablemen­

te con datos reportados en la literatura para 

sistemas semejantes. aunque no iguales. 

b) Los valores para el coeficiente de difusiór. de 

glucosa (2.5%) a través del soporte sin células 

para las temperaturas 25ºC y 35ºC fueron 3.769 

X 10-1o· m2/s y 4.898 X io- 10 m2/s respectiva­

mente. No se determinó dependencia de la dif~-
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s1vidad co~ respecto a la temperatura, aunque los 

resultados obtenidos presentaron comportamiento 

con respecto a la variaci6n de temperatura simi­

lar a los de galactosa. Esto es, la difusividad 

es directamente proporcional con la temperatura. 

los valores son muy comparables con datos de li­

teratura para difusi6n de glucosa en otros geles. 

c) El resultado para la difusión de lactosa(S.0%) 

a través del soporte sin células inmovilizadas y 

a 32ºC es de 3.53 X 10-12 m/s. Este valor no se 

pudo comparar con valores en la literatura ya 

que: (1) El sistema lactosa-k-carragenina : al­

garrobo no se ha reportado, (2) Las caracterfs­

ticas de cada gel son las que determinan los va­

lores de difusividad. Lo anterior es explicado 

en base a la teoría de la existencia de dos fa-

ses: lfquido-s6lido. 

d} En todos los casos anteriores, los valores del 

coeficiente de difusión de los so1utos estudia­

dos a través del soporte, son menores que los 

valores de difusión de los ·mismos a través de 

agua. Este hecho se había reportado ya en la li­

teratura y los resultados del presente trabajo, 

lo corroboran. 
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e} La presencia de celulas de E.coli CSH-36 inacti­

vadas .Previamente en la formulación del gel en. 

una relaci6n de 4 a 1 (peso células : peso gomas), 

da como resultado una relación significativa e 

importante del coeficiente de difusión. La dis­

minución observada fue del 50.8%, 62.6% y 64.2% 

para la difusi6n de galactosa, glucosa y lactosa 

respectivamente a 37°C. 

f} La difusión de solutos a través de geles, es un 

proceso complejo en donde intervienen varios fac­

tores. La forma de fabricación de un gel, segura­

mente define la estructura interna del mismo, el 

tamaño del poro y la porosidad. La temperatura 

influye significativamente en el coeficiente de 

difusión, así como la concentración del soluto a 

difundir. Todas las variables mencionadas ante­

riormente merecen ser estudiadas con más detalle. 

Esto permitirfa comprender más los fenómenos de 

transferencia de masa y catálisis en sistemas 

Perspectivas: 

de enzimas inmovilizadas en geles u otros sopor­

tes sólido-porosos. 

1 El presente trabajo de investigación inserto en la realidad, 

otorga una posibilidad en el desarrollo y mejoramiento de 

técnicas de inmovilización encaminado a satisfacer las prio-
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ridades planteadas dentro del contexto de la Tecnologfa Enzi­

mática. 

2 La manufactura del soporte planteado en este trabajo para la 

inmovilización de células y/o enzimas, es técnicamente via­

ble mediante la aplicaci6n de una metodología detallada y sim­

ple que no requiere.de personal especializado ni equipo cos­

tosa, aunado a que las materias primas están disponibles en 

el pafs. 

3 Es factible estudiar con más detalle los fenómenos de trans­

ferencia de masa en catalizadores enzimáticos, ya que los 

datos de coeficientes de difusión son muy escasos en la lite­

ratura y son muy importantes para el correcto diseño de Reac- · 

tores Enzimáticos. 
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lLIST 

5 REM ESTE PROGRAMA CALCULA EL 
COEFiClENTE DE DI~USION DE UN 
SOLUTO A TRAVES DE UN GEL. 

6 REM PROGRAMA ELABORADO POR 
FERNA~DO DOMINGtJEZ JUl.IAN 
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•;: INPUT EPSI 

31 PRINT • THE TIME VALUE •;: INPUT 
T 

35 PP.INT • THE V VALUE •;: INPUT 
V 

38 PRINT " THE LSGlUARE VALUE, AS 
GR" 1: INPUT AC 

40 REM CALCULATE FCDl AND FP<Dl 

50 REM F<D> IS CALCULATED BY PA 
RTS 

60 P.EM SET THE CONSTANTS 
70 A = 0.327:B = 0.0766:C = 0.030 

6:D 0.0160 
90 E1 = - 4.117:E2 = - 24.14:E3 

- 63.68:E4 = - 123. 
90 01 = 1.34626:D2 = 1.94912:03 = 

1.94861:04 = 1.9680 
100 PtSra a 9.9696 
110 REM SET THE COUNTER K FOR .T 

HE ITERATIONS 
120 K = O 
130 REM CALCULATE THE FIRST FOU 

R TERMS 
140 FOURT = (A * EXP CEl * DO * 

T I ACl > + <B * EXP <E2 * D 
O * T ¡· ACl > + ce * EXP CE3 
* DO * T I ACl l + ID * EXP 

CE4 *DO* T / AC>> 
150 REM COMPUTE THE SUM TERM 
160 SUM ,. O 
170 FOR N "' 4 TO 15 
190 SUM1 o: <8 I PISO * ( 12 * N + 

1J ... 2)) * EXP ( - ((2 * N + 
1) " :?l * PISGl * DO * T I 4 I 
AC> 

190 SUM "' SUM + SUMt 
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200 NEXT N 
210 REM COMPUTE FIDl 
220 FD 2 V - 0.3 + FOURT. + SUM 
230 REM COMPUTE FPIDl BY PARTS, 

FIRST FOUR TERMS 
240 FOUOP = - <Dl * T I ACl * EXP 

( - Et * DO * T I AC) - tD2 * 
T I ACl * EXP ( - E2 * DO * 
T I ACl - <D3 * T I ACl * EXP 
{ - E3 * no * T / ACl - ID4 * 
í I ACl * EXP ( - E4. * no * 
T / ACJ 

250 REM COMPUTE THE SUM TERM SE 
TTtNG SUMD=O 

260 SUMO = O 
270 FOP. N = 4 TO 15 
290 SUMD1 = (2 * T I ACl * EXP 1 

- <<2 * N + ll ~ 2l * PISQ * 
DO * T / 4 I AC> 

290 SUMD a SUMD + SUMDl 
300 NEXT N 
310 FPD e FOUDP - SUMD 
~20 REM THE NEWTON'S METHOD 
330 DN • no - !FO I FPt)) 
340 FtDI • ADS <DN - DO> 
350 !F FtDI < Q EPSI THEN 400 
:160 no .. ON 
361 PRINT "DN •1nN 
362 PRINT "K • !K 
36:5 IF I< > 50 THEM 400 
370 l<=t<+ 1 
390 GOTO 140 
400 PRINT "THE VALUE OF D"IDN 
410 PIUNT "THE NUMBER OF ITERATI 

ONS I<= • ¡t< 
420 ENl3 
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