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INTRODUCCION

En el siguiente informe de avance se muestran los resultados
obtenidos en la inmovilizaciéon de una preparacién comercial de B-

galactosidasa en derivado vidrio—titanic.

Inicialmente se determiné la relacion Optima entre
concentracisn de enzima (U/ml) y el peso de soportie {gr) en la

reaccion de inmovilizacion. Los resultados obtenidos mostraron

r

un valor maximo de 593.08 U/gr de enzima inmovilizada al emplear

ura ralacisn de 2184 Unidades por grams d& Soporie.

Igualmente; serééiudié el efecto de la ﬁgmocién del glicerol
(aditivo presente.en la preparaciodn enzimatica comercial) sobre
la inmoviiizacion de la enzima v la ac:zividad exorasada por el
bioccatzlizador. Se pudo observar gue . emplear una preparacion
enzimdtiza sin glicerol la actividad exaresada del biocatalizador

disminuye aproximadamente en un S0%.

En wna segunda etapa, se evalud 1ia estabilidad del
biocatalizador en operacién semi-continua an un reactor de lecho
empacado. LOs resul tados mostraron valores prometedores en cuanto
a la estabilidad vy la actividad de 1la enzima inmovilizada.
Efectivamente se encontrd un 0% de conversion del sustrato a

los 25 dias de funcionamiento semi-continuo.
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For otra parte, se determind la actividad del biocatalizador
sobre suero de leche hidrolizado vy leche pasteurizada. Los
resul tados indican que aungque el biocatalizador presenta
actividad sobre éstos sustratos es necesario mejorar la remocién
de trazas de proteinas y otros compuestos presentes en 21 suero
hidrolizado gque de alguna forma disminuyen la act:ividad de la

enzima inmovilizada.

Finalmente se caracterizé el biocatalizador en terminos de
pH 3 temperatura optima vy se evalud el valor dz las constantes
cinéticas km vy Ymax. Se encontrd un valor ge acti-1Jad optimc A
un pH de 6.0 y a una temperatura de 3? oC. Igualmente el
biccatalizador presenta un valor de Km de 0.1244 M y un VYmax de

16,45 pmol de glucosasmin ¢ 3.




Z2.MATERIALES Y METODOS

2.1 DETERMINACION DE LA RELACION OPTIMA ENTRE LA CONCENTRACION

DE ENZIMA Y EL PESO DE SOPORTE

2.1.1 INMOVILIZACION DE LACTOZYM 3000 L HP-G.

Con 1la finalidad de determinar la relaciton O6éptima
entre la concentracion de enzima y el peso de soporte en la
reaccion de inmovilizacidn se adicicnd en dn tubo de ensayo un
peso fijo (0,5 gramos) de scpor=e aciivadc (segun la metodologia

descrita en la secciér Z.& ce. inforae -z Avance dJdel mes o

1]

Diciembre de 1.990) vy 1,0 ml de solucién de enzima Lactozym

conteniendo 136, 1920, 365, S5&b6, 1092, 1555 y 2522 Unidades/ml.
rostariormante se realizs la rszaccidén de :nwmovilizacidn & una
temperatura de 4 8C por un peiodo de 18 koras. Al finalizar 1la
reacciéon de inmovilizacidn, se determirnd 1la actividad del

biocatalizador empleando lactosa al 207 (p‘v) como sustrato.

2.1.2 INMOVILIZACION DE LACTOZYM 3000L SIN GLICEROL.

Con el proposito de 2studiar el afecto de la remocién
del glicerol (aditivo presente 2n la preparacion enzimatica
comercial) sobre la inmovilizacion de la enzima, se utilizoé an
el experimento una solucién de tactozym sin glicerol. Para ello,
se realizd la precipitacion de la enzima adicionando lentamenie

(gota a gota) y en frio, un volumen de acetona equivalente al 177

W




del volumen total del extracto enzimatico. Seguidamente, el
precipitado de enzima obtenido (libre de glicerol) se resuspende

en buffer de fosfato de potasio pH 6,& con 0,1 mM de Mn.

Pazteriormente se adiciond a un tubo ce ensayo 0,3 g
de soporte activado y 1,0 ml de la preparacion =nzimatica  sin
gliceral conteniendo 50, 100, 200, 2350, S00, 1200 y 1614 U/ml. Se
realizé la reaccidn de inmovilizacidn a una temperatura de 4,0 2C
por un periodo de 18 horas y se determind 1la actividad del

biocatalizador obtenido empleando lactosa como sust-ato.

2.2 ESTABILIDAD DEL BIOCATALIZADOR EN OPERACION SEMI-CONTINUA EN

UN REACTOR DE LECHO EMPACADO.

Con =2l propdsito de 2valuar la actividad y =2=tabilidad 2Z2al
biocatalizadgor en un reactor de lecho empacadc se afadisron I3 g

(peso humedo) del biocatalizador en una columna d=2 vidrio de

27,0 X 4,0 cm eguipada con una camisa exterior para el contro. e

|
(i
L

temperatura. Se utilizé comoc alimentacidén, una so.UCLS

lactasa al (0% {(p/v} 2n el mismo buffer de fosfsi:z

3

2ATC en

il
ro
]

mo
las determinacicnes de actividad enzimatica. La alimentacidn se
incorporé al reactor a un flujo de 9,6 ml/min. a una temperatura
de I35 0OC. La operacion se realicd de forma semi-conbtinua Zon
intervalos de reposo donde la columna con la enzima inmovililzada

se mantenia a una temperatura ce 4 2C.
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Para evaluar el % de conversiéon de la lactosa en glucosa

obtenida por la accién hidrolitica de la enzima inmovilizada se
determind el contenido de glucosa del efluente proveniente de 1a
columna empleando el método de Glucosa-Oxidasa Peroxidasa

descrito =2n el informe anterior (Diciembre de 1.990).

r
e

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL BIOCATALIZADOR SOBRE

DIFERENTES SUSTRATOS.

C5- 2! propésito de evaluar la sctividad del biccatalizador

rr

sobre Ziferentes custratos, se estudid la actividad del

]

biocatalizador sobre suero de leche h%drolizado Y leche
pasteuricada y se compard con la actividad obtenida al eaplear

lactosa zZomercial.
2.7.1ACTIVIDAD SOBRE SUERO DE LECHE HIDROLIZADO.

La hidrélisis del suero de leche se realizéd por medio

de tres procedimientos diferentes:

PROCEDIMIENTO A: Se disuelve un peso de suero en polvo gue
proporcione un 10% de lactosa en agua destilada y se ajusta el pH
a un valor de 4,0 empleando para ello una solucién de Aacico
sulfurico 2N. Posteriormente, la solucidn Acida obtenida se
somete a 250 OF y 15,0 libras de presidn durante un periodo dJde

tiempo de 20 minutos. La proteina precipitada se separa por




centrifugacidér a 4.000 r.p.m. durante 135 minutos. Finalmente., se

ajusta el pH de la soluciétn a 6,6 empleando para ello una
solucidn de hidroxido de sodio 3N y se adiciona 1la cantidad

requerida de los iones Mc y Mnh para la actividad de la enzima.

FRCCEDIMIENTCG B: Se disuelve en agua destilads uan peso d=  suaro
en polvc que sroporcione un 104 (p/v) de lactosa y se ajusta el
pH a un wvalor de 4,0 con una solucidn de Acido sulfurico 2N. La

precipitacién y separacidn de la proteina del suero se realiza de

s
t

a
M

conformica

]
r

la metadologia utilizada &n el procediaientc A.

Fostzricrnentz sz ajusta 21 pH de 1a sslccidn & din valor Cs 5,8

con. una solucidén de hidréxido de scdio 3N y se adiciona EDTA en

una relacién ce 0,2 moles de EDTA por cade mol de calcio presente

il
[

2n su2ro s2 leche hidrolizado. Finalmante s incorporan los
iones ™Mc v M con la finalidad de determinar is actividad de 1la

enzima inmovi.izada en este sustrato.

FROCEDIM.ZNTG C: Se procede igual que gl procedimients B hasta la
separacizn = 1a proteina y posteriorwenie s2 adiciona gota a
gots une 33i.-id5n de hidroxido de sodio IM, haste la obtencion de
un  abuncants arecipitado blanco. Luego de el.u, sz centrifuga a
4500 r.o.m. durante 15 minutos y se descarta el precipitado.
Finaimer 2, ze ojusta el pH a 6,6 y s2 adicicnan 105 iones M3 vy

Mn necesarics para ia actividad de la enzima.
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] 2.3.2 ACTIVIDAD SUBRE LECHE PASTEURIZADA

] Se determiné la actividad del biocatalizador empleando

como sustrato leche pasteurizada con un 6.3 %L (p/v) de lactosa

] sin ningan tipo de aditivo o suplemento. La actividad del
3 bioccatalizador se de*ermind ce conformidad a la seccién (2.4).

-

1 2 _4DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La determinacicn de la actividad de la enzima libre e

inpmovilizada se realizd cuantificandc la alucosa generags &

partir de una solucidn de lactosa empleando para ello el meétodo
1]

de Glucosa-Oxidasa Feroxidasa descrito 2n el informe de Avance

orevio (Diciembre 1.39903.
-~ . SCARACTERIZACION DE LA ENZIIMA INMOVILIZADA.

—.5.1DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE LA ENZIMA INMOVILIZADA.

— e e o U

=0 la detaerminacion del pH dsSptimo de la enzima
inmovilizada se evalud ls actividad de un peso de biocatalizador
. (seccién 2.4) bajo diferenzes pH de reaccion ( 4,05 4,353 9,03

5,9; 6,036,535 y 7.,0). Igualmente, para efactos de comparacion, se

(-

determind la actividad de la en:zima soluble bajo las m.smas

condiciones de pH.

l e baw




2.5.2DETERMINACION DE LA TEMPERATURA OPTIMA DE LA ENZIMA

INMOVILIZADA.

En la determinacién de la temperatura dptima de la enzima
inmovilizada, se evaluéd la actividad de un peso de biocatalizador
Bajo aiferentes temperaturas de reaccion (10, 15, 20, 2%, 30, 35,
30, 45, S50, 5% y &0 QC). Tambieéen, se determinéd la actividad de la

enzima soluble bajo las mismas condiciones de temperatura.

~.5.ZDETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ENZIMA

INMOVILIZADA.

Con la finalidad de calculsr las constantes de
Michaelis—Manten para la higrdiisis a2 lactosa enpleando la
enzima inmovilizada, se detsrmind la velocidad inicial d=
reaccién para diferentes concentraciones de lactosa ( ©.163,
0.100, ©0.080, y 0.025 Molar) =n "buffer” fosfato de potasio ©.1i

Molar bajo las condiciones de pH v temperatura dptimas

L]

establecidas en las Secciones Z.5.1 vy Z2.3.2. La determinacidén 4

1a actividad enzimAatica para cada corcentiracion de sustrato s

i)

realizé de conformidad a la metodoloogia descrita en el informe 32
Avance previo (Diciembre 1.790) v se tomaron muestras de ls

fraccion liquida al cabo da 1,0, Z.0 vy +,0 minutos de reaccion.
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3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DETERMINACION DE LA RELACION oPTIMA ENTRE LA

CONCENTRACION DE ENZIMA Y EL PESO DE SOPORTE

En la Fiqura No 1 se muestran los resultados obtenidos al
evaluar el efecto de la concentracién de enzima {(empleando un
peso constante de soporte) sobre la actividad del biocatalizador.
Al analizar los resultados se encontrdé un valor maximc de 593
Unidades de enzima Inmovilizada por gramo de soporte al utilizar
una relacién inicial de 2184 Unidades de enzima por gramo en la
reaccion de inmovilizacion. Bajo estas condiciones experimentales
se obtuvo un valor en el rendimiento de la inmovilizacién de

aproximadamente del 27%4.

Illanes A. y col {(1990) estudiaron la inmovilizacidr ge
B-galactosidasa obtenida mediante el cultivo de A. niger sobre
guitina vy encontraron un valor maximo de 400 Unidades por gramo
de soporte vy un rendimiento en la inmovilizacién del 3220  al
emplear una relacidn enzima—-soporte de 1200 Unidades por gramo

de guitina activada.

Por otra parte, se pudo observar que el glicerol tiene un
efecto estimulante sobre la expresion de la actividad del
biocatalizador obtenido, Efectivamente se encontrsd que la

remociéon del glicerol del extracto enzimdtico disminuy2 ern  up
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50% la actividad de la enzima inmovilizada, alcanzandose s6lo un

valor maximo de 300 Unidades por gramo de soporte.

En la Figura No 2 se observa que los valores obtenidos en

el rendgimiento de la inmovilizacidn son similares

independisntemente si la soluciétn de enzima presenta o nNo

glicerol en su composicion. Efectivamente, a pesar de observar

una reduccién del 50%Z en la actividad expresada al emplear la
enzima sin glicerol no se observa para eésta preparacion una
reducciér equivalente en el rendimiento de 1a immovilizaciodn.

Esto sugiare gue aunque la cantidad de enzima “:ja al saporte es

.

aproximadamente 1la misma (al emplear la enzima con O sin |
* i

glicerol) parte de ésta posiblemente adquiera una configuracion

inactiva cuando se remueve el glicerol del e-tracto enzimatico

~

(Informe 4= Avance Abril de 1.990, seccion 2.2°.

t a5 resultados indican que es necesarid mejorar aun mas
la calidad del biocatalizador no sélo en térm:nos de la cantidad
de enzi-a inaovilizada por gramo de soporte si: ~GC tambien en

relacién a =21 rendimiento de inmovilizaci¢énr obtanido en la

operacior.

~.2 ESTABILIDAD DEL BIOCATALIZADOR EN OPERACION SEMI-CONTINUA

PRC

EN REACTOR DE LECHO EMPACADO.

_os resultados obtenidos en el estudiz de la estabilidad

11
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del biocatalizador a nivel de un reactor de lecho empacado se
muestran en la figura No 3. Se puede observar que el 7% de
conversion del sustrato se mantiene estable en el tiempo
alcanzando un valor de aproximadamente 9257 a los 36 dias de
funcicnamiento semi-continuo. Es interesante mencionar que el
alto X de conversién se obtuvo utilizando una tasa de flujio

también elevada de 576 ml /hora y a una temperatura de 352 C.

Illanes A. y col (1990) Al estudiar la estabilidad de una
preparacién de B-galactosidasa inmovilizada sobre quitina sn un
reactcr de lechoc empacado. encontrd un valor promedic de 83%% ce
conversién del sustrato a los 15 dias de fuqcionamiento continuo.
En el experimento los autores emplearon una alimentacién d=
permeado de suerc (con un X%,7%Z de lactosa) a un flujo de 72 al:n

y a una temperatur-ra de 3400C.

Los resultados obtenidos en cuanto a la estabilidad del
biocatalizador son prometedores si se considera el 7% de
conversioén obtenidoc para el elevado flujo utilizado en la
realizacion del esperimento. Es necesario realizar en un futuro
experiencias similares pero empleando suero de leche hidrolizaco
como alimentacien vy un sistema gue permita la incorporac:en
continua sin 1nterrupcionzs del sustrato. Estos experimerntos
permitiran evaluar de manera mas acertada el posible escalamiento

del proceso y su factibilidad econémica.

12
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL. BIOCATALIZADOR SOBRE SUERO DE

LECHE HIDROLIZADO. .

3.3.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD EMPLEANDO SUERO DE LECHE

HIDROLIZADO.

En la figura Noc 4 se auestran los resultados obtenidos
al evaluar la actividad de la enzima sobre suero de leche
hidrolizado. Al analizar los valores de actividad relativa, puede
observarse qua =2n términcs generales la actividad expresada del

4 biﬁfqtalizador sobre suero de leche es menor a la obtenida
embi;ando lactosa comercial como sustrato. Bsto indica que existe
en el suero hidrolizado =zlementos o compuestos que afectan la
actividad de 1la enzima. For otra parte la adicién de EDTA
(procedimiento utilizadc =n la elaboracidén del suero hidrolizade
B) no mejord la actividac expresada. Efectivamente, al incorporar
EDTA a la solucidn de suer-o s6lo se alcanzd un valor de 11.377% en
la actividad relativa. Pcsiblemente al adicionar EDTA (compuesto

quelante) se disminuyd el contenido libre de los iones Mg y Mn en

solucioén afectando la act:vidad enzimAtica.

Al emplear el suero hidrolizado obtenido mediante el
procedimiento C (suero £Z), se obtuvo un incremento en la
actividad expresada pcr 2l biocatalizador alcanzando un valor
maximo de 44.9 %. Los res.ltados indican que es necesario mejorar

la remociodn de proteinas v otros compuestos presentes en el suero

15
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hidrolizado de leche. Estos compuestos aparentemente interfieren

en la expresiéon de la actividad del biocatalizador.

3.4DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL BIOCATALIZADOR

SOBRE LECHE PASTEURIZADA.

En la Figura No 5 se presentan los resul tados
preliminares obtenidas al emplear leche pasteurizada con un
contenido de lactosa del 6.3% como sustrato. Si bien el % de
actividad relativa es bajo ( 15.5%) debe considerarse gue el
tiempo de contacto sustrato-biocatalizador es 3Je apenas 4
minutos. La completa ;egrédacién de la lagtosa presente en la
leche pasteurizada puede realizarse si se emplean tiempos de

contacto mayores.
2.5 CARACTERIZACION DE LA ENZIMA INMOVILIZADA.

3.5.1 DETERMINACION DEL pH VY TEMPERATURA OPTIMA DE LA ENZIMA

INMOVILIZADA.

Al evaluar el pH y temperatura oOpti:ma de la enzima
inmovilizada se encontrdé que el biocatalizador presenta una
actividad maxima a un pH de 6,0 y a una temperatu;; de 35 =2C.
(Figura No &6 y 7 ). Si se compara los valores 6ptimos de pH vy

temperatura de la enzima inmovilizada vy la enzima libre (enzaima

en solucién) puede observarse que la enzima inmovilizada adquiere
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una mayor estabilidad a los cambios de pH (Figura No 6

- presenta una actividad superior a temperaturas inferiores a los

] 35 ac.

‘ Roodpeyma. S. y col. (1983) al caracterizar la enzima

- lactasa obtenida a partir del cultivo de A. niger inmovilizada en
- alumina encontraron que la enzima inmovilizada presentaba un pH

T 6ptimo de 3,5 mientras que el pH de maxima actividad de la enzima

en solucién era de 4,6. Igualmente observaron diferencias en

cuanto a la temperatura Sptiaa de la a2nzima libre e inmovilizada

obteniendo valores de S0 y 55 2C respectivamente.

z.5.7 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ENZIMA

INMOVILIZADA.

Al evaluar los ocarametros cineéticos Km vy Vmax de 1la
enzima inmovilizada se encontro que el biocatalizador presenta un

valor de Km de 9.1244 M vy una Vmax de 16,45 umol de

glucosa/minuto x grano (Figuras No 8,9,10 y 11). El valor de Vaa:
sbtenido es superior al observado por Roodpeyma S. vy col (19872 .

Estos autores al estudiar los parametros cinéticos de la enzima

B~galactosidasa inmovilizada en alumina encontraron un valor de

Vmax de 7,85 pmol de glucosa /minuto x gramo y un Em de ©,262 M.

Los resultados indican que el biocatalizador ootenido poOr
nosotros en el Laboratorio presenta una mayor afinidad por el

sustrato ya que requiere una menor cantidad de sustrato peara
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alcanzar la mitad de la velocidad maxima de reaccion.
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4. CONCLUSIONES

1. Al inmovilizar B-Galactosidasa en derivado vidrio—-titanio
empleando una relacién de 2184 Unidades por gramo en la reaccion
de inmovilizacién, se obtiene ur maximo de 593 Unidades de enzima

inmovilizada por gramo de sopor:ze.

2.— Los resultados obtenidos en cuanto a 1la estabilidad del
biocatalizador muestran un porcentaje de zonversion del 95%Z al

cabo de 3S dias de funcionamiernto semicontinuo.

I.- La disminucion de la actividad enzimatica de 1la enzima
inmovilizada al emplear su=ro hidrolizado de leche vy 1leche
pasteurizada, aparentemente sugiere lia necesidad de remover las

proteinas y otros compuestss Srasentes en este tipo de sustrato.

4.- En la caracterizacién de 1z enzima inmovilizada, se encontroé
que el biocatalizador opresentz .n marimo de actividad a un pH de
6,03 ¥y a una temperatura 3z 7€ 2C. Igualmente, el biocatalizador
presenta un ¥m de 00,1283, . un3 Vmax de 16,45 umcl de

glucosa/min x . Qg.




BIBLIOGRAFIA

1.— Illanes, A.; ZuRiga, E. y Luis, A. (1990). Inmovilizacion de

Lactasa microbiana. Arch. Biol. Med. 23: 159-164.

2.- Roodpeyama, S.: Hill, C. y Amundson, C. (1282). use of
immobilized Lactase in proccessing cheese Whey ultrafiltrated.

Journal of Food Proccess Engineering, 6: 113-134.







LACTASA. ESTOFP |
£ Actividad Residual = (Actividad Final/ Actividad Imicial)X 100

4

g

.4

-

-5-*

4
|
|
|

.
|
}
|
|
!0‘— -
ll||1:||1||||-||||1|'|||||Iﬁ
L] 19 29 e 408 9
(horu‘?

LACTASA. TIEMPO4

ESTABILIDAD OPERACIONAL DE L4 ENZIMA IMMOVILIZADA SCBRE VIDRIO




A
L1
'

4

1

L

196

(horas)

LACTASA. TIEMPO4

ESTABILIDAD OPERATIVA DE LA ENZIMA INMOVILIZADA SOBRE VIDRIO




g i i ‘
3 {ndals! R e !
N : R
a n\“i

Reqréssion Analysis — Linear model: Y = a+bX .

>~

_;-.;'.:-‘vf..;_.-,;‘—.:_._.,,. . N oL E L . .
* Dependent variabler LACTASA.ESTOP2 .. . Independent ;variable: LACTASA.’

- . e o Standard .:,‘1’- - - Prob.
Parameter Estimate _ - Error Value® . . Level

Intercept =~ 1.992i5 . : 1.0646E-3 . 1871.26° - ~ . .00000
Slope ~4.842311E-5 " "5.265956-6 : . .~B.40325 . . .00000
; - '_:_"_‘:A;_\alysié of'-Vai'iat;c_e Teis :

Source " Sum of Squares Df Mean Square = F-Ratio Prob. Le
’ Model T - 001483 1 -001483  70.61461 « O
H Error T . 000798 38 - 000021

Total (Corr.) - .002282 39
. Correlation Coetficient = —0.806312 R-squared = 65.01 percent
Stnd. Error of Est. = 4.58327e-3 . . ' -

. > *
-l s

Expresedo como log (X Actividad Besidual) vs. tiempo

% Actividad Residusl =%(actividad final/ actividad inmicial ) x 100 . .
ECUACION DE I& HECTA: Y = -4,42511 x 10 "X+ 1,915  ° |
siendo Y = log (fActividad R:s:l.thnl) y X= tiempo (bores)
TIDPO DE VIDA MEDIO= 276 dfas ( Devrnaro: \acvesa)
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Regression Analysis - Liﬁeﬁr model: Y = a+bX s . 1o
i‘w,-;_’ - ;,' ;_ f.'—‘ - T
‘Devendent variable- Chcr ESTAI!- e “Independent._.‘ya‘a'b‘
: : : 1', .Standard - . -
B Parameter :o- ErrFor o YR
Intercept - ° ";."b 112915-3"1:_'. ;
g Slope : - 2.08321E~4
g b 13 r‘Aﬂalye-..:.s of Varlancb
Source ' . Sum’ p_f_ Squaires Df Mean Square - ff—Ratib " Prob. Leve
Model = = - - 0026823 1 - 0026823 8.944148 - - -0104:
g Error : .003899 13 - 000300 : :
Total (Corr.) - : J-j0065B1 - 1a -
Correlation Coeff:.c:l.e'n: ‘;-o 638425 - - R-squared = *‘VQO 76’ percent -
Stnd.. Error of Est. 173175 T S il

ESPABTLIDAD BAJO mcmm:m{ '

Expresado como log_ (S Actividad Bosi&ml) vs. tiempo .
$ Actividad Residuval = (aeuuua final / actividad imicial )x 1oo

R

ECUACTON DE LA RECTA: Y = - 6,11059 x 10 2 X + 1,978

siendd Y = log(% Actividad Residual) y X= tiempo (dfas)

[ and -‘v'os

TIEMFO DE VIDA MEDIO= 457 dfas aprox. C Svergom: \\‘-““”3



