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CAPITULO T

INTRODUCCION -



El término dextrana se da a una gran clase de homopolisacari
dos extracelulares compuestos exclusivamente de unidades -

D-glucopiranosa ligadas con enlaces a(1—6) en su mayor pro-
porcidén. La enzima responsable de su sintesis es la dextran

sacarasa (E.C.2.4.1.5.).

Fuentes de obtencidn

Se han obtenido una gran cantidad de dexﬁféﬁas'sintetiZadas
por bacterias de los géneros Streptococcus, Streptobacterlum
Acetobacter, Betabacterium y en especlal Leuconostdc; espe-

cies mesenteroides y dextranicum, tribu Streptococceae, fami

lia Lactobacillaceae. Las dextranas pueden distinguirse por

las proporciones de los diferentes tipos de enlaces o0(1—6),
a(1—2), a(1—3) y a(1—4), asi como por rotacién especifica
viscosidad intrinseca, solubilidad en agua y naturaleza del
producto s6lido. En la tabla I—1 se muestra la comp051c1on
de las ‘dextranas de los dlversos mlcroorganlsmos capaces .de
sintetizarlas. ‘ T '
Industrialmente se ha trabajado con. varlas cepas de Leuconos

toc mesenteroides y en partlcular-con la NRRL—B512F porque

es capaz de producir dextrana contenlendo 95% de enlaces

a(1—6) y solo 5% de enlaces deﬁramlflcac1on al1—3).

Aplicacidédn comercial

Debido al gran ntGmero de apllcaclones que se han encontrado

y modificaciones que se les han hecho, las dextrana )e con-
vierten en el polisacérido microbiano mas estudlad sﬁa.la
fecha. v
Atendieddo al peso molecular, las dextranas se div1dep,én:
a) Nativas o naturales ' L
b) Fraccionadas
Las primeras son producidas normalmente por fermentacidén o

sintesis enzimética y no han sufrido alteracién por hidréli-



Tabla I-1.- Composicién de las dektrahésnproduéidas
por diferentes microorganismos

(Lépez, 1979)

% de residuos glucopirandsidos

Microbrgaﬁismo -
isomaltosa 7m§1tg§é#;ﬁigerosa kojibiosa
a(1=6)  al(1—4)  a(1—3)  all—2)
Leuconostoc e '
mesenteroides _ R :
NRRL-B-512 - 95 ’;v° “ - 5 .
NRRL-B-7425 et 8 28 RN
NRRL-B-1299L 49 - 19 : 32
Streptococcus
mutans _ v
oMz 176 16 - 84 -
Ingbritt A 37.5 - 62.5 -
Streptococcus
sanguis o _
804 52 R a8 -

Complejo Tibi 90 ' 1.5 8.5 .




sis o fraccionamiento. El peso molecular promedio de la dex
trana nativa de la cepa NRRL-B512F es de 30 a 50 millones,
determinado por métodos de dispersidn de luz.

Las fraccionadas resultan de la hidrdlisis o fraccionamiento
de la dextrana nativa. También se pueden obtener dextranas
de bajo peso molecular a través de la sintesis directa con
aceptores (27, 39).

A continuacidn se enlistan algunos de sus usos:

* De la dextrana NATIVA

]

- Recuperaciodn secundarla del petroleo

- Capas protectoras para semillas

- Floculantes en productos de papel

- Procesos de chapado de metales

- Suturas quirdrgicas

- En alimentos:
. Estabilizador y viscosante en jarabes
. Cohcentrados de jugos citricos
; Proéesamiento de frutas

. Conservacidén de camarones

. Preservacién de alimentos (peiiéﬁlé*pgéiégﬁbra)

. Como conservador (en comb1nac10'5cdnqéntibi6ticos)

. Composicién de helados
- Produc01on de fibras
- Vecton de medicamentos
- Agentes de sedimentacidn
- Preparacién de lociones
- Purificacidén de sosa
-~ Preparacidén de dentrificos
- Fabricacidén de compuestos para recubrlmlento
- Preparacién de filamentos espec1ales '

- Fabricacidén de lapices de labios
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* De las dextranas FRACCIONADAS

- Sustituto o expansor del volumen del plasma sanguineo-
-~ Mejorador del flujo sanguineo

- Complejo hierro-dextrana

- Dextran-hemoglobina

- Dextran-sulfato con anticoagulante

* Otros

- Dextranas actlvadas. ;
. 0x1dac1on a pollaldehido dextrana por perlodatos

3,,Prepara01onvde azida- dextrana~

imido ' carbona

;;Actlva01on por cianatos organlcos a
to de dextrana:‘ .
L Preparac1on de ‘bromo-hidroxi-dextrana via

propil epox1doj‘

El peso molecular 70;660ﬂfﬁé intrbducido ha6é735 afios como
sustituto de plasma séﬁguiheb‘porque en solucién salina iso-
ténica al 6% p/v pféﬁeeJViScosidad, propiedades coloidales vy
osméticas equivalentes a las caracteristicas de las protei-
nas del plasma. Esta dextrana se excreta rapidamente via u-
rinaria sin provodérvreacciones colaterales. Asi mismo. su-
cede con el de 40,000 que se utiliza como mejorador del*flu-
jo sanguineo. '

En 1954, utilizando dextrana, se produjo la primera solucién
estable de hierro (Fe) que podia ser administrada via intra-
muscular en caso de anemia. El complejo Fe-dextrana conte—“
niendo 20%-p/v de hierro se ha difundido comercialmente tan-
to en el ramo clinico humano como en la medicina veterinaria.
Se ha estudiado la posibilidad de aplicar soluciones de hemo
globina con dextrana para abarcar el doble papel de expan-

sidn plasmatica y transporte de oxigeno.
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Por otro lado, las dextranas activadas pueden ser acopladas
con proteinas y enzimas. Recientemente muchos trabajos se
han destinado a la inmovilizacidn de enzimas a soportes de
polisacédridos insolubles y a la preservacidén de enzimas por

conjugacidén con dextranas.

Dentro de la industria fotografica se ha experimentado en
las peliculas de rayos X asi como en otras emulsiones foto-
graficas el uso de dextranas y se ha observado que economiza

Ag+ sin perdida en la finura del grano.



OBJETIVOS



zOptlmlzar la producc1on de dextrana de orden clinlco a ni

13

Optlmlzar las cond1c10nes de fermenta01on y produccxon en

"21mat1ca de las dextranas.

Estudiarflas:condicibhes de sintesis de dextranas, con el
objetd‘de,pbténer,un modelo para el disefio del sistema de

reaccién. =

vel laboratorlo por medlo,devhidrollsls ac1da.ifu

Establecer una tecnl

tificacién de dlcha dextrana." °ff'#'”‘A

Disefiar el‘prqcesoaéh‘fbrmaiglobai}ch,baSé'eh.lds datos

obtenidos.



CAPITULO II

‘GENERALIDADES
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Fermentaciones y caracteristicas del medio de cultivo para -

la déptima produccidén enzimatica

Tsuchiya (1952) descubrid los efectos de ciertos factores en
el medio de cultivo sobre la produccidén de dextransacarasa

de Leuconostoc mesenteroides. En primera instancia confirmd

que la sacarosa es esencial para la produccidén enzimética.
El organismo puede crecer en glucosa, fructosa o maltosa con
tenidos en el medio, pero sin induccidén de la dextransacara-
sa. Encontrdé también que al incrementar los niveles de saca
rosa progresivamente de 0.5% a 5% incrementaba el rendimien-
to de la enzima pero que a concentraciones mayores al 2% en
sacarosa las soluciones se tornaban muy viscosas dificultan-
do la separacidén de las células, debido a que la enzima una
vez en el medio y en presencia de sacarosa, iniciaba la pro-
duccidn de dextrana.

El medio de cultivo usado le permitid obtener rendimientos
normales de dextrana con 0.25% de sd6lidos de remojo del maiz
como nutrimentos, sin embargo, al aumentar este porcentaje
al 2%, obtuvo progresivamente niveles més elevados de enzima,
solo si la concentracidén de fosfato aumentaba paralelamente.
En el estudio del efecto del pH sobre la produccidén enziméti
ca encontrd que el maximo rendimiento se logra a pH 6.7
(Fig. II-1) a pesar de que a este pH la enzima es inactivada
ripidamente a 25°c. Los iones NH: reducen el porcentaje de
dextransacarasa, prefiriéndose el NaOH para controlar el pH.
Dentro del intervalo de temperatura 20-2900, el maximo rendi
miento enzim&tico se encontrd a 23°C. Las concentraciones
de enzima fueron 40 y 70 UDS/ml (UDS = unidades dextansacara
sa). Hasta hace poco estas condiciones se consideraban como
las 6ptimas para la produccién de la dextransacarasa, sin em
bargo, los trabajos realizados por Schneider (1980) y por L&

pez y Monsan (1980) resultaron en niveles mucho mas elevados



Tiempo (hrs)

Fig. II-1l.- Efecto del pH sobre los rendimientos

de dextransacarasa.
- . pH 601, ° ° pH 6.4’ * *

———at

pH 6.7, © o pH 6.9,

(Tsuchiya, 1952)
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de dextransacarasa. En fermentaciones a gran escala basadas
en el método que lleva su nombre, Scheneider (1980) alcanzéb,
a nivel laboratorio, un rendimiento de 300 UDS/ml. Lépez y
Monsan (1980) reportaron 180 UDS/ml.

Las elevadas concentraciones de dextransacarasa se obtuvie-
ron gracias a la cuidadosa optimizacidén de las condiciones
del proceso y en particular el control de los niveles de sa-
carosa durante la fermentacidn. Dichas concentraciones se
mantuvieron alrededor de 0.5%-1.0% por adicidn continua de
sacarosa particularmente durante la fase del crecimiento ac-
tivo donde sucede la induccién y consecuente produccidédn enzi
matica.

A continuacidn se describen los factores que resultan rele-

vantes para dicha optimizacidén del proceso:

* El organismo

Leuconostoc mesenteroides (NRRL-B512F) es un miembro de la

familia Streptococcaceae, género Leuconostoc, son bacterias
de forma esférica o lenticular de 0.5-0.7 por 0.7-1.2 um.

Es Gram positivo, anaerobio facultativo, no es mévil ni for-
ma esporas. No es patogénico, es quimoorgandtrofo que re-
quiere de un medio rico. Necesita de factores de crecimien-
to como lo son el &cido nicotinico, la tiamina, el &cido pan
toténico y la biotina, junto con los amino&cidos valina y &-
cido glutamico.

El crecimiento depende de un carbohidrato apropiado que es
fermentado por la via hexosa monofosfato dando &cido lactico
CC, y etanol. También tiene lugar un metabolismo aerobio o-

2

xidativo produciendo CO dcidos lactico y acético. E1l cre-

2)
cimiento y la consecuente produccidon de biomasa puede ser me
dida por densidad 6ptica a 600 nm. La maxima cantidad de

biomasa es relativamente baja (9 g/l1) (Alsop, 1983).
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* pH del medio de fermentacién

Para establecer las condiciones 6ptimas de pH en la produc-
cidon de la enzima es necesario conocer la influencia del pH
en la produccién, actividad y estabilidad enzimatica. Koep-
sell (1952) encontrd que el pH 6ptimo'para la produccién en=-
zimadtica es de 6.5-7.0, para la actividad y estabilidad, 5.0
-5.2, ademis es relativamente inestable a 6.7.

La enzima cruda o purificada adicionada de dextranas es mu-
cho m&s estable que la enzima purificada. Esta enzima cruda
puede ser almacenada por varios meses en un refrigerador sin
pérdida significativa de actividad a pH 5, pero la enzima pu
ra perder& el 80% de su actividad en unos dias bajo las mis-
mas condiciones.

La influencia del pH sobre la actividad enzimdtica determina
da por Alsop (1983) se compara con los resultados obtenidos

por Kaboli (1980) (Fig. I1I-2),
* Temperatura

La regulacién de la temperatura durante la fermentaciodn es
también un paréametro critico e independiente del pH. Koep-
sell (1952) menciond un pH 6ptimo igual a 6.7 para la produc
cion enzimatica, sin embargo, solo puede ser aplicado a una
temperatura de 23°. Bergey (1974) reporta que la formacion
de dextrana a partir de sacarosa es favorecida a una tempera
tura de 20-25°C. E1 valor 6ptimo para el crecimiento es de
30°C (21), sin embargo, resulta demasiado alto para una maxi
ma produccidén enzimética. En la Fig. I1I-3 se representan
las diferentes actividades enzimaticas obtenidas por Alsop

(1983) a 19, 23 y 27°%.

* Aireacidn
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Fig. II-2.- Dependencia de la actividad enzim&tica
con el pH. % de actividad vs. pH en

solucidn de sacarosa 5% p/p y 25°C.
Alsop (1983), * Kaboli (1980).



23°C

200
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Fig. II-3.- Produccidn de enzima vs Tiempo a
diversas temperaturas. pH 6.7
(Alsop, 1983).

20



21

Segin Alsop (1983), en el medio de cultivo del proceso de
fermentacidn convencional no se requiere aireacidn. Foster
(1968) establecid que la aireacidén da un menor rendimiento
en dextrana, sin embargo Koepsell (1952) y Tsuchiya (1952)
notificaron que los niveles enzimdticos fueron mas elevados
en frascos agitados que en estdticos y Johnson (1957) cuan-
tificd los valores de crecimiento de diferentes cepas de

Leuconostoc mesenteroides obteniendo resultados similares

bajo las mismas condiciones.
Alsop (1983) realizd el estudio del grado de aireacién so-
bre las fermentaciones de produccidn enzimatica.
De la Fig. II-4, Alsop concluyd que:
1.- Con oxigeno puro y bioxido de carbono saturado el
crecimiento termina ré&pidamente.
2.- Con 0% y algo de aireacidn (50%) se incrementa el

crecimiento.

* Fuentes de carbono

Las cepas de Leuconostoc mesenteroides utilizan un gran nume

ro de carbohidratos (11), sin embargo, la sacarosa es el ani
co sustrato que induce la produccién de la enzima y también
es el Unico necesario para la sintesis de dextranas.

Como es sabido, en el caso de las enzimas inducibles, el sus
trato andlogo puede ser mejor inductor que el sustrato natu-

ral. Un ejemplo clasico es la B-galactosidasa de E. Coli

donde el isopropil-0-D-tiogalactdsido induce mayores cantida
des de enzima que la propia lactosa. Se ha demostrado que
el palmitato de sacarosa es un buen inductor de invertasa
(36). BAlsop (1983) probd mezclas tales como glucosa/sacaro-
sa, fructosa/sacarosa y glicerol/sacarosa para encontrar un
proceso econdmico libre de células donde el crecimiento bac-

teriano ocurriera con una fuente de carbono barata y poste-
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200+
UDS/ml
1007
0
Fig. II-4.-

Aireacibn en la fermentacibn
Rendimiento de enzima vs. crecimiento
bacteriano. Condiciones ( 0y,

- = = COps ++e.. CON aireacidn, -.-.-
sin aireacidn).

(Alsop, 1983).
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riormente la sacarosa fuera afiadida para inducir la produc-
cidén enzimdtica. Ninguno de estos experimentos fueron exito
sos. Para una produccién econdémica de la enzima con altos
rendimientos se encontrd que es necesario mantener un nivel
bajo en sacarosa (5-10 g/1) a lo largo de la fermentacidn
(42). Esto fué verlflcado al: muestrear el medio de cultivo
para analizar la sacarosa por HPLC con una columna adecuada

para carbohidratos.

Debido a que las bacterlas’:' prcductoras de é01dos y a 1a

nece51dad de: mantener los nlve effde sacarosa, puede'llevar-

se a cabo paralelamente el control‘de pH con la allment501on

de &lcali y sacarosa.

Si los niveles de sacarosa alcanzan el valor cero en cual-
quier instante durante la fermentacién; la producc1on enzima
tica es seria e irreversiblemente afectada. Lawford (1979)
reportd uhé discontinuidad similar en un lbte defact1v1dad
enzimatica dentro de un sistema intermitente y aunque obser-
vé un rapldo recobro en la act1v1dad de la dextransacarasa,

sus rendlmlentos fueron- bajos‘(s -7 UDS/ml)

Se muestra en la Flg,xII 6' a"var1a01on de la act1v1dad enzi

la fermentacidn.

bicho autor ha conflrmado.réCLe te ue el porcentaje de

la enzima es propor01ona entracién de sacarosa pre

sente.

* Fuentes de nitrégeno‘z,factorea de crecimiento
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Fig. II-5.- Produccidn de dextransacarasa por
cultivo de Leuconostoc mesenteroi
des NRRL-B-512.

Fuente de carbono: Sacarosa 20 g l—l
con adicidn continua de una solucidn
de sacarosa de 1 Kg/l, a razdn de 20

g/lh.
(A. LOpez, 1979, 1980).

24
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Figa II"G .t

T . T
0.5 k : S1.0
D.0. 590

Productividad celular en dos valores
de adicidn de sacarosa. Rendimiento
de enzima vs. crecimiento bacteriano
( 20g/1 de sacarosa al inicio
de la fermentacibn, ~------ 5 g/1 de
sacarosa al inicio y 15 g/1 durante

la fermentacién).
(Alsop, 1983).
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Normalmente las fuentes de nitrégeno fundamental que se han

utilizado para el crecimiento. de Leuconostoc mesenteroides

han sido el "liquido de remojo del maiz" y el "extracto de
levadura". Estos materiales complejos proveen los factores
de crecimiento requeridos. La bacteria no es proteolitica y
y no reduce los nitratos (11).

El nitrbégeno en forma de 1ones NH

4

parece tener un efecto ad
verso en la produccxén de la enzima (48) :

Alsop (1983) reporto la dlflcultad de obtener uﬁ

yor a 9° g/l y determ1n6 las p081bles causas

4.- El estado flSlOlOglco del medlo de cu

cerca del final de la fermenta01on
adicién de medio fresco, no meJoro
do que 1la 11m1tac10n de blomasa ‘es ¢

gicas.
* Fosfato

Ha sido utlllzado usualmente en forma de K2HP04 como ingre-

diente tanto ‘en la prepara01on del 1n6culo como en la produg

cidn de la enélma y de la dextrana, ‘en cantldades que van de
0.1 a 20%

,5Proporclona capac1dad amortlguadora al medio de
cultivo.v Rorem (1955) demostrd que‘las,celulas.agtlvas aso-
ciadas con polisacarido utilizan fosfato en muCha/mayor can-
tidad que las células inactivas, por lo tanto,'es‘necesario
calcular la cantidad de fosfato a utilizar en las fermenta-

ciones para la produccién de dextransacarasa.
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* Elementos traza

El uso de extracto de levadura o liquido de remojo del maiz
supuestamente’pfoporcionaria los elementos traza necesarios,
sin embargo,'en los medios de fermentacidn reportados en la
literatura existe una suplementacidn de ciertos elementos.
Se trata de una mezcla de Mg2+, Na+, Fe2+ y Mn2+ conocida co
mo "sales R" y Koepsell fué el primero en utilizarla (25).
En afios recientes se ha hecho hincapié en la importancia del
calcio en la preparacidn y accidn de la dextransacarasa. '
Itaya (1975) demostrd que la enzima purificada es estable en
dialisis contra agua desionizada y que la adicién dé,EDTA
causd la inactivacidén de la enzima. Posteriormente fué reac
tivada con iones de métales alcalino-térreos y el calcio fué
el mejor. Obtuvo résultados negativos con otros iones. Se
concluyébque“la”dextransacarasa es una alcalino-térreo meta-

lo- enzimai"Robyt (1979) reportd que la produccién de dex-

transacarasa es incrementada al doble en presencia de 0.05%

 ‘perb esta sustancia no afecta el creciente valor

en la produccmon de ‘acidos durante la fermentacibén. Sin em-.

bargo, algan bajos niveles enzlmétlcos (28 UDS/ml) en pre-'

sencia.d§5 ,3qomparados con-los de Jeanes (1948) lesuff
chiya_(1§i onsiﬁerablemente‘béjos respecto a loS'dEtéhi 
dos por-Sc r‘(1980) en sus re01entes trabajos donde no‘
adicioné* ‘

Kaboli (TQ&

a sus fermentac1ones.

eporto que la establlldad de la dextransacara’

sa purificad 'uéde ser-s;gnlflcatlvamente mejorada por la a

dicidén de*

70% de‘laiaq

Vpr4;5:y‘T‘¥ 27.5% aproximadamente el
dédfgéfperdié en soluciones carentes de cal-
cio en 5- H} é&icién de Ca2+ en concentracidn 50 mM redu-
ce esta perdlda a 25%. Monsan (1978) establecid que la pre-
sencia de 0.05% de CaCl2 estabiliza las soluciones enzimati-
cas. A. Ldopez (1980) demostrd que el medio de fermentacién

preparado con 0.005% de CaCl, no presenta ninguna modifica-

2
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cidén en actividad, ni aln aumentando a 0.05%, empero, la ac-
tividad de la enzima purificada es notablemente afectada.

En consecuencia, una solucién purificada incrementa su acti-
vidad desde 12.6 a 33.9 UDS/ml adicionando 0.05% de CaC12.
Lawford (1979) demostrd que la enzima es irreversiblemente
desnaturalizada por incubacidn prolongada en ausencia de
Ca2+. En todos estos estudios es necesario verificar la na-
turaleza del sistema amortiguador en qug‘sg encontraba la en

zima, ya que en citratos, el calcio puede acomplejarse.

La enzima

La dextransacarasa'(E.C.2.4.1.5}),(saéafosa: 1,6-0-D-glucan
6-0-glucosil trahsférasa) es uhé;ﬁrahsglucosidasa que catali
za la s;ntésis de dextranas a'partir de sacarosa. En la
Fig. II77fse/répresenta la reaccidn global '‘en la que inter-

viene dicha enzima.

CHZOH
0 DEXTRANSACARASA
n ) . >
(sacarosa) + H.O
N _ 2
CHZOH CH,OH CHZOH CHzOH

OO//-C{ o/ O\ + 0

N__ﬂ/ !
CHZOH

(n-2)

Fig. II-7.- Reaccidn global de sintesis de dextranas
por accidon de la dextransacarasa.



29

Se considera una glicoproteina en cuya fraccién carbohidrato
estd constituida principalmente por D-manosa (40)

Su peso molecular es de 280,000 (15, 16)-' Parece razonable
pensar que la enzima posee un cofactor,cuyo‘pgso molecular

se encuentra entre 5,000 y 30,000 (28)

fiaéﬁtfo

Los valores de Km reportados para_la sacarosa esta
del intervalo 0.02-0.03 M. L i ‘ .
La energia de activacién de la re veles de tempe-
ratura de 15 a 30°C es de 6.9 Kca o
* Mecanismo dg’acciéhfb ‘

En contraste con lo e blosinte51s de po
llsacarldos, la pr ' ‘dextransacara

sa no requxere nlngu

car.. La’ energla‘requ

des glucqsilo5éé p:

de acc16n catalit ca de la dextransaca
”fhace 1nterven1r un complejo enzlmétlco
la glucosa y la dextrana.

Un grupo'nucleo del sxtlo activo de la. enzima llbre a-,

taca-a la sacarosatentre'el carbono 1 de la glucosa v el oxi
geno 1nterglucosld1co, hldrollzandola formando un complejo
glucosil-=- -enzima. v L ' 'i

El ox1geno ligado. al carbono 6 de esta glucosa replte el me -
canismo atacando al carbono 1 de la dextrana. : o
Dicho mecanismo implica en la enzima la existencia de»é gru-
pos cataliticos equivalentes x1 y x2 Inicialmente IoéVdos
grupos atacan a la sacarosa dando 2 complejos g1u0091d1cos

tal como se muestra a continuacién (Fig. II-8)
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Fig. II-8.- Meéanismplde;accién;dé la Qextransdcafasa'

Enseguida, el oxigenb:ligado al carbono 6 de ﬁno de estos 2
grupos, efectila un ataque nucleofilico sobre’élfcarbono 1
del otro grupo formando el enlace o(1—6). . Se propaga al

mismo tiempo otro .ataque nucleofilico a una nueva molécula
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de sacarosa;: de tal manera que 1a cadena en cr901m1ento va

desplazandose ‘upos catalltlcos al re-

petlrse nuevame’ no del carbono 6, en

esta oca81on3 ad de glucosa sobre el carbo

no 1 dé'iéﬂée

| \ CH, O
RON

Fig. II-8
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Terminacidén de la cadena

Robyt y:TahigﬁChi’(T976) demostraron que la sintesis de enla

“e la”dextrana de Leuconostoc mesenteroides NRRL
B512F ocurre cuando el 'SH OH de las moléculas de dextrana

libre atacan nucleofillcamente al C1 del grupo glucosil y/o

al del grupo dextran051l ‘desplazandolos del complejo.

x—O x—-O

<000 —
K@%

OHOLOHOXO owggg
CIOLHOI0  OHORHOKO
/OH
X~ O —_— X

X— O—QO');O X OfO?bO

Fig. II-9,.,- Formacidén de enlaces a(1—3) en la reaccién de
terminacidén de la cadena de dextrana.
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* Unidades de actividad enzimétiéaf

Koepsell, Tsuchlya y col boradores (1952) establecieron las
condlclones de produ0016 de la dextransacarasa, posterior-
mente Jeanes (1965) las; epllco. Una unidad de actividad
dextransacarasa (UDS) fue deflnlda ‘como la cantidad de enzi-
ma capaz de convertlr 1‘mgvde sacarosa a dextrana en una ho-
ra liberando 0.52.mgfde fructosa a 30° y una concentracidén
de sustrato (sacaroéa) del 10% en amortiguador acetatos. pH
5.2, La determlnac1on de fructosa se realizd por el metodo

Somogy1 para azucares reductores.

Se han sugerldo unldades5alternat1vas.r Lawford (1979) expre

sa la act1v1dad en21matlc
01do/m1n/ml ‘a. pH 5 5 y 30

obtenemos, 10 pg ‘de azucar

unidad

D-glu-

Entonces

Kaboli 'y Rally (1980) de inieron. 1'un1dad (u) como la canti-
dad de en21ma que llbera\,ﬁﬂmol de azucar reductor en un mi-
nuto a pH 5.2 y- 30'C.r Es lo mismo que descrlbleron Robyt .y

Walseth excepto el pH y la temperatura.

La comparacidn de las unidades es dificil-pof}la yariaci6n
de las condiciones usadas. Para uso industfiél} UDS.‘es el

mas conveniente.
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Obtencidén de los pesos moleculares de interés

Existen 2 métodos para producir dextrana nativa:

10-

Directo. La dextrana es producida en el mismo seno
del crecimiento bacteriano y de la produccidén enzi-
matica. En la Fig. II-10 se ejemplifica lo obtenido
por Alsop (1983).

Indirecto. Como la enzima es extracelular en va-
rias especiesfde bacterias antes mencionadas, puede
ser‘aisladaﬁﬁara.sintetizar el polimero en ausencia

del microorganismo (Fig. II-11, segin Alsop, 1983).

Existen algunas cepas de Leuconostoc (por e]emplo,_NRRL -B=-

1299) que producen dextranas insolubles: y cuya enzlma se en-

cuentra ligada a la pared celular durante 1af51nteals. Otro

tipo de dextrana es la producida por la cepa NRRL-B1355 y:ha

sido demostrado recientemente que contiené?enlaces alterna~

dos a(1—6) y a(1—3).

Como puede observarse, el tipo de dextrana dependéfdévla ceL

pa utiliZada.’

" Se ha propuesto con base en varias investigacioneSJSOb:eﬁla

produc01on satlsfactorla de dextrana cllnlca E cepa.

NRRL - B512F, de

es la mé&s utll,y rel

La secuencia’ para producir dextrana cllnlca'es.“*'

1""

3-""
40"
5.-

Fermenta01o

a) Crec1mlento celular

b) Producclén enzimatica

c)'Produc01on de dextrana nativa,(enbpresehcia o au
gencia de microorganismos)

Hidrdélisis

Fraccionaciébn

Separacidn sdlida (secado en spray)

Formulacidén de las dosis farmacéuticas
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Fig. II-10.- Cambios en los parémetros de

fermentacidn durante la pro-
duccibn convencional de dex-
tranas.

(Alsop, 1983)
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Fig. II-11.- Condiciones Optimas en fermentacidn

intermitente para la produccién de
dextransacarasa (el pH y la tempera
tura se conservaron constantes, 6.7

y 23°C respectivamente)
(Alsop, 1983).
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Con anterioridad se ha descrito el inciso No. 1, A continua
cidén se trataran aspectos generales de los puntos 2 y 3. En
lo referente al inciso 5, se reproducirén algunas particula-
ridades de las patentes sobre la composicidn y preparacidn

de las formulaciones farmacéuticas:
* Hidrdlisis

La deXﬁfané'nativa o dextrana de alto peso molecular puede
ser hidfolizada de 3 formas:
a) Acida.  La hidrélisis &cida parecé ser el método mas
-atractivo, debido a que no precisa instalacidn com-
pleja y se puede regular f&cilmente. Coiin.y Belval
(1940) describieron la hidrdlisis parcial de la dex-
trana con 4cido y la precipitacién del producto hi-
drolizado con alcohol.: Sohns et al. (19545‘estable—
cieron el tratamientd en instalacién piiptofdel dex-
trano purificado por ‘una precipitaciodn pfeiia a la
hidrélisis, la cual la llevaron a cabo a pH 1 (HZSO4)
y 80°c.
b) Enzimatica. La hidrdlisis enzimitica de la dextrana
es llevada a cabo por la enzima dextranasa. Dicha
enzima es producida por cieftas bacterias aerdbicas

y por hongos de los géneros Penicillium y Aspergi-

llus. La familia de las dextranasas esta clasifica-
da en endbégenas y exdgenas. La accidn de las ‘dextra
nasas sobre la dextrana ha sido muy estudiada.

Charles y Farrell (1957) estudiaron la enzima de Pe-

nicillium lilacinum para obtener dextrana clinica a

partir de la dextrana natural de Leuconostoc mesente

roides NRRL-B512F. E1l producto cumplia con las di-
rectrices de la Food and Drug Administration y fué u
sado clinicamente.

Alsop (1983) experimentd con enzimas de Beckman y
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Calbiochem demostrando que las de accidédn- endbégena
producen una pequeﬁa‘cantidad de oligdsaééridos al
inicio de la hidrdlisis originando una distribucién
similar a la obtenida en la hidrélisis &cida. En
contraste, la dextranasa Sigma grado I usada por Ba

Sedow (1980), aunque dexcrita como enddgena, produ-

.ce oligOsacéridos, maltosa e isomaltosa al princi-
;pib dé”lé'reaccién. Una seleccidén de enzimas comer
701almente apropiadas producen diferentes distribu-
;01ones de peso molecular sobre el mismo tipo de dex
‘ trana, obviamente actGan de diferente forma en,relg

‘cidn al ataque sobre la molécula de dextrana y a su

comportamiento cerca de ambas ligaduras, G(1—6) y
0(1—3) en el polimero. Economicamente estas enzi-
mas ofrecen algqunas ventajas sobre el proceso &cido

a menos que puedan ser inmovilizadas y/o recupera-

das 'y re@éadas. Tales técnicas se han descrito tam

- bién. para purificaf'jarabes azucarados contenidos

i de dextranas contamlnantes.

c).

'numeroso’

Ultrasonlca.3 Esta H1drol1s1s ha sido- estudlada por

J 1gadores. En partlcular, Basedow

trana preferenteﬁentefenﬁsu:punto‘me-

vés de un analisi's de GPC, mostré que u-

;fiac01on de dextrana '40' (peso molecu-

"lar, 40 000) se produce después de -sucesivas hidré-

lisis obteniéndose también distribuciones de pesos
moleculares cercanos a 10,000 y 20,000. ©Este estu-~
dio se llev6 a cabo a nivel laboratorio y no se ha
reportado hasta la fecha nada acerca del escalamien

to a los niveles piloto e industrial (10).
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* Fraccionacidn

Convencionalmente las dextranas con distribuciones caracte-
risticas de peso molecular son fraccionadas, después de la
hidrélisis, por medio de precipitaciones sucesivas con disol
ventes. Estas consumen tiempo y son caras, paricularmente
en relacidn a los costos de recuperacidn del disolvente.
Recientemente se ha propuesto para la fraccionacién de las
dextranas a escala industrial la ultrafiltracidén seguida de
una cromatografia (4-8).  Barker y colaboradores (1978) en
la Universidad de Aston escalaron la*seﬁafacién'Continua de
dextranas de alto peso mdlecﬁlar de i§§fhidro1izados indus-
triales usando empaques de Porasil~en7colﬁmnéé.de.acerd ino-
xidable de 2" de diametro operandova:GOOC yVZQdfﬁéig} La e~
ficacia de la separacién iguala a.la producidéRéh;1a‘fraccig

nacién con solventes a escala industrial.
* Preparacidén de las dosis farmacéuticas
- Composicidén y preparacién de la dextrana clinica destinada

para sustituir el plasma sanguineo, segilin las patentes

2,708,174 y 2,784,143 de la Oficina de Patentes de los Es-

tados Unidos de Norteamérica (USOP)

La dextrana clinica es un material que posee ciertas propie-
dades quimicas y fisicas que la hacen apropiada para su uso
en el cuerpo humano. Generalmente es empleada en una solu-
cidén salina inyectable al 6%. El peso molecular debe tener
un intervalo de 75,000 + 25,000, con no menos de un 5 a 10%
de 25,000 ni més, con el mismo porcentaje, de 200,000. La
viscosidad de una solucion élngﬁ‘ndbdebe ser menor a 2.5 ni
mayor a 3.5 centipoises a 25°C,’y el pH no menor a 5 ni ma-
yor a 7. En cuanto a las condiciones salinas, no menos de
0.85 g de NaCl ni méas de 0.95 g por 100 ml de soluciédn.

Stavely, autor de la primera patente antes mencionada, dis-
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tingue su dextrana clinica de otras preparaciones, esencial-
mente con base en el porcentaje de enlaces a(1-+6) en el po-
limero que alcanza un valor de 95%, el resto, son enlaces di
ferentes, por ejemplo a(1—3).

Anteriormente las soluciones al 6% de dextrana clinica con
un pH de 6 a 7 después del proceso de esterilizacidn, presen
taban un pH alrededor de 3. Cuando el pH era ajustado a un
valor de 9.5 con NaOH antes de la esterilizacidn, aparecia
después de esta un color café en la solucidn que no podia
ser eliminado con filtracidn ni con centrifugacién;

Wieman, autor de la segunda patente, describié su proceso y
consiste prlmordlalmente en de51on1zar las soluclones de dex
trana a traves de una monocapa de re31nas 1ntercamb1adoras
de iones; a las solu01ones obtenldas se- les adlclono de 0.05

a 0.2 g de una mezcla'de Na HPO y K HPO por lltro de solu-

27 2 4
cidén de’ dextrana. .Las‘preparac1ones asi: esterlllzadas eran

1ncoloras y aproplad

péra el uso como sustltuto del plasma.
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Equipo

Autoclaves vertlcal y horlzontal

Incubadoras ‘ ’A: »
Fermentador con capa01dad de 1 l
Fermentador con: capa01dad para 4, 7Ty 14 1~
Potenciometros e

Centrifugas

Espectofotometros de uno y dos»haces

Bafio de agua con: termostatoﬂ
Bafio de agua con. termostato"

Agitador de tubos

Parrilla de calentamien '>m§§h§£i¢bs,
Estufa con vacio S
Balanzas digital YTéyéha
Cromatdgrafo HPLC'.F:l
Registradores B

Equipo Millipore'bafa{fiitra¢ién’déﬁégua
Sustancias

Bactéfiaiémpleada.- Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512F,

cepa: pertenec1ente al: Depto de Alimentos de la Divisidn de

Posgrado, mantenlda en forma liofilizada en ampolletas de

Extracto de levadura’

stal- ""I"qﬂ;fejdiehtes' Es-
peciales, S. A, de @. V;yga.-

(Cosmocel, s. A )

4

Fosfato dibdsico de potasio, K2HP0
Cloruro de sodio, NacCl :

Sulfato de magnesio, MgSO4

Sulfato de manganeso, MnSO,
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Sulfato ferroso, FeSO4

. Cloruro de calcio, CaCl2

Acido fosférico, H3PO4

Acido sulfirico, HZSO4

Hidréxido de sodio, NaOH

Dextrana utilizada como materia prima para la elaboracién

de hierro-dextrana (FisonS‘de;MéXiéd)]s; A.)

- Grado farmacéutico
Alcohol etilico °96

- Grado reactivo

. Reactivo DNS
Preparacidén.- 10 g de &cido 3, 5 dinitro salicilico se sus
penden aproximadamente en 200 ml de agua destilada; se afia
de una solucidn de sosa (16'g'en‘150’m1'de agua)‘gota a go

ta bajo una buena agitaciéﬁ, calentando un poco se es nece

sario; se anaden poco:a poc’ ‘e;tartrato’de sodlo y

potasio aforandose flnalm nte:a Un

tro.. - qe mantlene en

la oscuridad.

Fructosa, C6H1206

. Acido sulffiirico (conc ) Hés04‘

. Hidréxido de sodlo,‘NaOH e
. Dextranas de pesoé moleculares 104, 4 x,104, 7;gf104'y
2 x 106, como azul de dextrana (Pharmacia.Fine[@hemicals AB
Uppsala Sweden) o
. Glucosa, C6H1206
- Etilen glicol '
. Azida defs§di§: NaN,
* Métodos empiéados‘

En la tabla III-1 se presenta la composicién del medio de cul
tivo utilizado tanto en la preparacidn de'inécuIOS‘como en

las fermentaciones.
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Tabla III-1.- Composicién del medio de cultivo tradicional

(%)
Sacarosa - L L H,  Zt;ﬁ
Extracto de levadura . ,k »2
Fosfato dibdsico de potasio, KZHPO4 2>  N
Sulfato de magnesio, Mgso4 O.sz'
Sulfato de fierro (II), FeSO4 0,001
Sulfato de manganeso (II), MnSO 0.001

4’.

El cloruro de sodio, que en este medio de cultlvo pertenece
a los elementos traza 1ntroduc1dos al 0 0011,‘no fue inclui
do en la formulacidn debido a. que el;extracto de levadura

contiene altas cantidades del mismo-segiin se muestra en la

siguiente tabla (III-2).

Tabla III-2.- Contenido de NacCl

de los extractos de levadura disponibles

Extracto de levadura % Cl_
ST R (base seca)

‘Bioxon 3

Yestal-400 - | 4
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Preparacidn de indculos

En volﬁmeh,fél,inédulojdé todas-laéﬂfermehtaéiOhes'fué'del

10%. -

Voluﬁe:;déiférﬁéptaciéh, 0 5 1.- Una ampolleta 'dﬁfehiéndo a
1c ‘Giidfiiiéada, se puso-.en contacto con750 ml de me
dio fféééo,fposterlormente se 1ncubo 16 ' '
para la’ hldratacmon y méximo cre01mlent

vas. ..

Volum fermentac10n,_4 0 1.

el volumen.d

Volume 13 5 l.— Se. propago el 1nok_lb‘aéb£
do a- magnltud‘d 3v&iumen. Se tomaron 50 ml de 1n6culo

destlnado ‘051 dqﬁférhentac1on, se vertleron;enfl.BS_l y

se 1ncubqﬁduran_ diféé:1€th.

Fermentaciones

Se experimentaron' dos variaciones:

Controlando so o 1a tem

la bacterla consumlera la

:~661£i96} esquematlzandose 1as var a‘lones eJ el cre
‘cimiento y en el pH. .'ﬁ;‘ _ “ e
2.- Fermentacidn retroallmentada.’ Partlendo con el mis
mo porcentaje de sacarosa que en la fermentacién
convencional, se.experlmento:la adicidén intermiten-
te de sacarosahqqhtrplando el pH y la temperatura.
Paralelamente‘éé'Siguié la evolucidn del crecimien-
to.
En la Fig. III-1 se muestra el diagrama de flujo para la ob-

tencidn de la enzima cruda.



Ajuste a pH = 5 l

Adicidn de CacCl

Fig. III-1.- Diagrama de flﬁjbfﬁéfag  :bténci6n de

la enzima cruda.

2

LY
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El crecimiento bacteriano se detecto por turbimetria en un
Spect:onic 20 a 600 nm utilizando diferentes diluciones se-
gin iaicéntidad de biomasa presente, desde 1/10 para el ini-
cio de las fermentaciones hasta 1/100, en particular, al fi-

nal de las fermentaciones con adicidén de sacarosa.
Actividad enzimltica

Revisando el mecanismo de accidén de la dexffénsacarasa (Fig.
II-8), se observa que después de hidrqlizar a la sacarosa,
esta enzima polimeriza unidades de glucoéa iiberando unida-
des de fructosa cuyo poder reductor puede detectarse con el
método del DNS, por lo tanto, la velocidad inicial es propor
cional a la cantidad de fructosa liberada.

Metodologia.- A 10 ml de sobrenadante de fermentacién conte-

nido de enzima a pH S5 y con 0.05% de CaCl se le adicionan

}
2 ml de una soluciénfde sacarosa al 60% dZ tal manera que la
concentracidn fihéi:dé sacarosa sea del 10%. Sévhombgeniza
e incuba a 30°C. Se”foman muestras a intervalos de tiémpo
bien definidos, por ejemplo, cada 3 min., siendé-auficigntes
12 min. de reaccién. ‘:L;v' i
Reaccidn del DNS.- El volumen de muestra fué‘dé~0,5 mi'y~no
de 1.0 ml como lo indica la técnica tradicibhal,'por 2'razo-
nes:

1.- E1 pH = 5 del sobrenadante donde se encuentra la en
zima provoca la precipitacidén del acido DNS, que es
estable a valores de pH fuertemente alcalinos donde
se efecta la reaccidn con el grupo reductor.

2.- En el caso de concentraciones enzimaticas elevadas,
las lecturas en el espectofotdmetro revasarian los
limites establecidos por la ley de Beer.

Por otro lado se tienen listos los tubos con 1 ml del reacti
vo DNS y 0.5 ml de NaOH 5 N (soluciona el problema planteado

anteriormente en el punto No. 1). Inmediatamente después de
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poner en-contacto la muestra con dicho reactivo se homogeni-
zan para soﬁeterlos 5 min a temperatura de ebullicidn en ba-
fio maria. Al finalizar este tiempo medido con crondmetro,
se suspende la reaccidén en bafio de hielo. Por Gltimo, se di
luye con 10 ml de agua destilada y después de 10 min de repo
so se lee en el espectofotdmetro a 540 nm (regidn visible).
Como la fructosa es el azicar con poder reductor que nos in-
teresa detectar, previamente se determina una curva patrdn
de Absorbancia (540 nm) vs. concentracidén de fructosa (g/1)
(de 0.2 a 2.0 g/1).

La actividad enzimdtica puede calcularse mediante la expre--

sidén:

_ M (1.9) (1.2) (60) (2)

m

UDS/mL

Donde M

]

penﬁiénte de la curva de accién enzimatica
1.9 = factor estequeométrico de conversién"g; ‘
=.PM sacarosa/ PM fructosa .
1.2 = 12/10 » :
,= 10 ml del sobrenadante con. enz1ma + 2 ml de la so-

ﬂluc1on de sacarosa 60 Brlx/ 10 ml del sobrenadante

‘"con_enz1ma. .“

60 =’conver51on de m1n ‘ahri
2'=_0 5 ml- de muestra en vez de 1.0 ml.
m =fpendlente de la curva patrdn (Absorban01a vs. ‘con-~-

‘centracién de fructosa (g/l)).

Sintesis enzimatica

Se adiciond la sacarosa al sobrenadante contenido de la enzi
ma, se controlaron la temperatura (BOOC) y la agitacién en

el incubador. El liquido incrementa su viscosidad conforme
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evoluciona la sintesis de dextranas. Para mantener la homo-
geneidad, se aumentd gradualmente la velocidad de agitacién
a intervalos de tiempo definidos. :

El transcurso de la reaccidén se cuantificéd- en termlnos f* la
conversidén de sacarosa a dextrana. Deflnlendo X como la con

versidén, se tiene que:

lSacl1
X = —————— x 100
sacy

i}

Donde ’Saclo conCentracién de sacarosa al inicio de la re-
: _acc1on en g/l.

fconcentracxén de sacarosa transformada a dex-

‘n;

| sac)q

'ftrana en el tiempo 1.

lFru'1 (g/l) x 1. 9 (factor estequeométrico de

conver51on entre sacarosa y fructosa).
La concentracién de fructosa se determiné con el método dél
DNS detallado en la metoddlogia para calcular la actividad
enzimdtica. i

Hidrélisis &cida

Se siguid el método de Sohns et al. (1954) para hidrblizar”

la dextrana nativa. Con91ste en someter a una solucién de

dextrana nativa prec1p ﬁda y redisuelta al 5 6% p/p, a

80°c y a un pH. de 1 (HZSO ) durante aproximadamente 6 h.

Precipitacidén con alcohol. Fraccionaciodn

Precipitacidén de la dextrana nativa
{(previa al tratamiento hidrolitico)
Revisando lo reportado por H. M. Tsuchiya (1954) (Fig. III

-2), se observa que hasta aproximadamente el 46% de etanol,
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Dextranas de alto Dextranas de bajo

peso molecular peso molecular
100 . , ' R
90 / 2% SACAROSA
80 - S 10% SACAROSA

 1501 -"8% SACAROSA

40

30.
204

10

0s

70% SACAR

[ 1 U [} }

T N
40 44 48 52 56 60 64 68

ETANOL %

Fig. III-2.- Rendimiento de la fermentacidn de
dextrana a diferentes concentra-
dones de sacarosa. Rendimiento

de precipitacidn vs. concentracidn

de etanol (Tsuchiya, 1954).
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precipita la dextrana de alto peso molecular, independiente-
mente de la concentracidn de enzima y de la cantidad de saca
rosa utilizadas en la sintesis. A porcentajes mayores de al

cohol, precipitan las de bajo peso moléqular.

Precipitacién de las dextranas hidrolizadas.

Se modifidévla segunda fase del'mé§d§§: et al. ya que

se utiIiié?étanol y no metanol.‘véé;frq las cﬁrvas de»
precipiféciéh de los patfonea'7076bdf 10,000,
como la de la dextrana destlnadafa"l

dextrana (Fisons, S. A. ). Enrléi?i@@fIIi._‘se'muestran 1as

curvas de preclplta01én, % de dextrana preczpltada vs. % de
etanol v/v a dlferentes concentrac1ones 1nlclales de dextra-

"II‘4 se ‘representa en- forma de dlagrama de

na y en la Flg.:

flu;o, el meto o Sohns ‘et al.
Anélisiéyppt*cfomatografia Liquida de Alta Presién

Se deéarfolléguna técnica para el andlisis y cuantificacién
de las dextranas hidrolizadas y fraccionadas. Esta se llevd
a cabo en un cromatégrafo BECKMAN Modelo 332. »

Se requirieron dos columnas conectadas en serie cuyas carac-
teristicas se enlistan-en la tabla: III 3.,%‘-

Las dextranas patrones, la glucosa y el azul de dextrana (es
tos ﬁltlmos utlllzados para la determ1nac1on de los limites
de exclu31on) ge disolvieron en agua con 0,02% de azida de
sodio (BXvél 2% p/v.

La concentrécién de las muestras no fué exactamente 2%, pero
si un valor aproximado y definido.

El agua con azida de sodio se utilizdé como fase mdovil del
sistema; el flujo de esta Ultima, el volumen de inyeccidn,
el indice de refraccién asi como la sensibilidad del regis-

trador y la velocidad del papel en el mismo, se detallan en

los cromatogramas del Cap. IV (resultados).



%
DEXTRANA

PRECIPITADA

100~
75
500

25

% ETANOL v/v

Fig- III-3 a-

T
100

Curvas de precipitacibén % de dextrana pre-

cipitada vs. % Etanol v/v de los estandares

con pesos moleculares de 70,000, 40,000 y

10,000.

Condiciones: Concentracién de dextrana = 10%
T = 19°C.
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DEXTRANA

PRECIPITADA
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25 -

1 ] {
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25

Fig. III-3b~ Curvas de precipitacidén % de dextrana pre-

cipitada vs. % Etanol v/v de los esténdares
con pesos moleculares de 70,000 y 40,000 a

diferentes concentracicnes iniciales de dex
trana.

T = 19°C.

% ETANOL v/v
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SE DISUELVE EN AGUA AL 5-6%,

SE HIDROLIZA CON HZSO4 A pH 1

SE AJUSTA LA SOLUCION AL 5% Y SE FILTRA

SE DISUELVE EN AGUA PARA DAR DISOLU
CION AL 5%; SE ANADE MeOH HASTA EL
41 %
I

SE ANADE MeOﬁ HASTA EL 49%

|

SE DISUELVE EN AGUA PARA DAR DISOLU
CION AL 5%; SE ANADE MeOH HASTA EL
42 %

CHOHRENEDENE

SE ANADE MeOH HASTA EL
!

VA Y DESHIDRATA . B
SE LA | Fig.I11~4.- Método Sohns

et al. para la produccidn
de dextrana de magnitud
clinica.
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Denominacidn : | Sphef¢gel - L
TSK-5000 PW -~ TSK-3000. SW
Lugar en 1la , , '

. s . o o : o
coneccidén en serie . e co R 2
Diadmetro x : SR
Longitud (mm x mm) . : 2ﬂ§;x‘300 7.5 x 300
Tamafio de o i
particula 17 um 10 um

- .o = 6 5
Limite de exclusidn 1% 10 1.5 x 10

Nimero de platos S
tebdricos o ©10,000

Tabla III-3.- Caracteristicas de las colum
nas utilizadas en el an&lisis por cromato-
graffa lfiquida de alta presiédnm.



CAPITULO v

RESULTADOS
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FERMENTACION. -~ 'PRODUCCION DE LA ENZIMA
DEFINICION DE LAS CONDICIONES DE FERMENTACION

Tomando como base el medio optimizado empleado por Lépez
(1980), se procedid a la sustitucidn de las materias primas
no disponibles ‘en el pais, por aquellas de produccidn nacio-
nal. Las:férmentaciones se efectuaron en un volumen de 0.5
1 manteniendo constantes las condiciones de agitacién (300
rpm) y‘la temperatura (28-29°%C). ‘

Se analizé la influencia de la aireacién, efectuando varias
pruebas a diferentes gagtoside'aire incorporado al medio de
fermentaciédn. EstOS‘résnlﬁados se muestran en la Fig. IV-1
donde se observa_que’é partir de 0.1 VVM (volumen de aire/vo

lumen de medio)lla bacteria Leuconostoc mesenteroides NRRL-

B512F crece mejor y por ende, segrega mayor cantidad de enzi
ma.

Se analizd también la influencia del tipo de extracto de le-
vadura efectuando fermentaciones a diferentes concentracio-
nes. Los resultados de este estudio se muestran en la Fig.
IV-2 de donde se desprende un valor dptimo para el extracto
de levadura YESTAL-400 de 2%. En . la misma figura sé observa
que el YESTAL~400 contribuye a una mejor prodhcciéh de la en
zima a pesar de ser un producto industrial de gfado técnico
con un alto contenido de sales, en particular, de cloruros.
Por el contrario; el extracto de levadura de BIOXON, normal-
mente utilizado a nivel laboratorio para la preparacidn de
medios de cultivo destinados a andlisis microbioldégicos, re-
sultd de menor eficacia.en la produccidn de dextransacarasa.

En la tabla III-1 (Cap. III) se resume la composicidon del me

dio de cultivo empleado.

OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE LA ENZIMA



UDS/ml

40-

30

20+

10

—— R

4 §
)

3
i

0 0.1 0.2 0.3 0.4

Volumen de aire por volumen de medio
(VVM)

Fig. IV-1.- Influencia de la aireacibn en la
produccidn de enzima.
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ubs
¥ESTAL*400_"
a0 2 ‘
30; R
» BIOXON '
20, -
104
% de extracto
de levadura
T [ [ ] I
0 1 2 3 4 5

Fig. IV-2.- Seleccibén del tipo y porcentaje 6ptimos
de extracto de levadura.
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En el presente trabajo, tomando como referencia los resulta-
dos obtenidos por Ldépez y Monsan (1980) en fermentacidén re-
troalimentada (Fig. II-5), se efectud una fermentacién en vo
lumen de 0.5 1 con regulacién de pH partiendo con una concen
tracidén de sacarosa del 2%. Iniciando la fase de crecimien-
to se adiciond en forma intermitente 1% en peso de azilcar es
tandard con respecto al volumen de fermentacidén por hora.
Este porcentaje va de acuerdo a lo reportado por Scheneider

(1980) sobre el consumo de sacarosa por Leuconostoc mesente-

roides NRRL-B512F que es de 1QLT1 g/1lh.

Los resultados de este experimento se reportan en la Fig.
IV-3 donde se observa que la produccién de enzima alcanza
170 UDS/ml. .

La finalidad de efectuar las adiciones en esta forma es de
produci: un mejor crecimiento bacteriano y un alto nivel de
induccién:enzimética sin permitir‘la sintesis del polimero,
ya quevsu‘presencia dificultaria la posterior separacidn en-

zima~-biomasa debido a la alta viscosidad del medio.
ESCALAMIENTO DEL PROCESO'DE FERMENTACION

Fermentacién de-3 1
A este nivel se estudid el crecimiento de la bacteria y se
cuantificd la actividad final alcanzada bajo las mismas con-

diciones: de fermentacibnﬁﬁue a nivel de 0.5 1:

T(°c) =26 - .
rpm. = 300
|s§§|° = 2% w/v

© 8in adicioneag con el fin dekbfqbar inicialmen-
te el sistema en las condiciones tradicionales
de fermentacidn.

Los resultados se muestran en la Fig. IV-4, donde se alcanza

una actividad enzimdtica de 30 UDS/ml en comparacién a 40



D.O. (600 nm) UDS/ml
. 160
pH
7 - 120
6 =
- . 80
B 40

Tiempo (h)

Fig. IV-3.- Fermentacidn retroalimentada en volumen
‘ de 0.5 1 con control de pH.
T = 27-28°C.
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D.0. (600 nm) UDS/ml

6.0 -

CUENTA
VIABLE

30

20

10

‘Tiempo,(hyf

Fig. IV-4.- Fermentacién convencional en volumen
de 3.0 1.
T = 27-28°C.
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UDS/ml obtenidas en 0.5 1 de fermentacidn.
Para encontrar las posibles causas de esta baja en la produg
cidén de enzima se compafardn las velocidadgsf@gfqﬁecimiento

en ambos procesos. IR . el

El crecimiento microbiano responde a un mode de:. primer or-

den, con respecto a la conéentradié

Ec. IV-1

Donde | corresponde a la velocidadfesbecificé de crecimiento
Esta velocidad es funcidén de la concentracidn de susfrato 1i
mitante (generalmente la fuente de carbono) de acuerdo al mo
delo de Monod:

Ec. IV-2 H=U

méx Ks + S

Considerando que la sacarosa se encuentra en exceso al ini-

cio del cultivo, puede suponerse para esta etapa*QQé:*k.
S » PKs
La ecuacidn IV-2 quedaria simplificada de la siguiente forma

Ec. IV-3 H= Uopay

De cualquier forma, la evaluacidn puntual de la velocidad de
crecimiento puede estimarse tomando intervalos discretos de

tiempo y considerando de la ecuacién IV-~1 que:

*

o1 Ax
W= "% At
X
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En la Fig. IV-5 se describe el comportamiento de la veloci-
dad especifica de crecimiento a lo largo de las fermentacio-
nes de 0.5 vy 3 1. De esta figura se puede observar que el
inicio de la fermentacién es muy similar alcanzéandose sin em
bargo, una'ﬁaybr velocidad de crecimiento para el cultivo de
0.5 1. Esfé gituacién puede deberse a limitaciones en el su
ministro de oxigeno, por deficiencias ya sea en la aireacién
o en la agitacidn. v

Sin embargo, se decidid efectuar en aproximadamente_él mismo
volumen (4 1), el sistema de fermentacién reﬁrpaliméntado ba
jo las mismas condiciones del proceso. Los:resultados se
muestran en la Fig. IV-6, donde se alcanza“ﬁna‘produccién de

dextransacarasa de aproximadamente 140 UDS/ml;-

Criterios de escalamiento

Dada la capacidad de los fermentadores disponibles, se deci-
didé efectuar un escalamiento a nivel semi-piloto, con el fin
de definir el posible criterio de escalamiento que definiese
los criterios de disefio para el proceso de fermentacién a ma
yores capacidades.

Los criterios de escalamiento disponibles mas adecuados a
procesos de fermentacidén son:

a) Potencia por unidad de len constante

b) Coeficiente de tfané'e délmésaFCOnstante
c) Namero de Reynoldsicons '  '  o v ‘
d) Velocidad en la punta gitaddfzconstante

e) Tiempo de mezclado Cdnétanté

Se analizd para este proceso especificamente cada uno de es-
tos criterios, encontrdndose que el més adecuado dadas sus
caracteristicas fué la potencia por unidad de volumen cons-

tante ya que ofrecia las mejores perspectivas. Los demas
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velocidad
especifica
de

crecimiento _
y 1.0

Tiempo (h)

Flg. IV-S - Comparacién de la velocidad especifica
de crecimiento en los volumenes de fer

mentacidn (convencional) 0.5 1 (*__ %)
y 3.0 1 (o__ o).



pH

D.

o.

(600 nm) . UDS/ml

204 | - 200
6 - 160

120

80

40

Tiempo (h)

F1g IV-6.— Fermentacidén retroalimentada en volumen
de 4.0 1 con control de pH.
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criterios fueron descartados por las siguientes razones:

b) k, = cte.
(coe%1c1ente de transferencia
de masa constante)

c) N o= cte.
(ndmero de Reynolds constante)

d) NDi= cte.

(velocidad en la punta del agl
tador constante)

e) Q/V= cte.
(tiempo de mezclado constante)

Al ser el proceso microaero

filico, la disponibilidad

de oxigeno no resulta limi-

tante.

Ocasiona disminuciones muy
drédsticas en la potencia su
ministrada y en la veloci-
dad de agitacién.

El microorganismo no esta

" sujeto a dafios por esfuer-

zos cortantes en los rangos
de operacibn.

Los resultados de un proce-
so disefiado con estas carac
teristicas serian altamente
costosos en términos energé
ticos.

En estas cond1c1ones se sele001onaron como: crlterlos de dlse

fio los: 51gu1entes.;>; .

S a) Simiiithd §
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El fermentador disponible con capacidad de 14 1 fué entonces
"disefiado", bajo este criterio, con el fin dé détérminar las
condiciones de operacidén. De esta forma se encontréd quevda-
dos los bajos consumos de potencia en los sistemas a nivel
laboratorio, las condiciones resultaban muy similares a las
de la fermentacidén de 0.5 1 (0.11 en iugar de 0.15 VVM y 264
en lugar de 300 rpm). i
Los resultados de la fermentacidn en 14 1 se muestran en la
Fig. IV-7. Puede observarse que la actividad obtenlda es

practicamente igual a los resultados de laboratorlo, (170

uDsS/ml), lo que permite aseverar que el criterio de-
miento selecc1onado es el adecuado, fac111tand.
tlempo, el dlseno de 51stemas de produ0016n se'v ria
Un ensayo’ a nlvel de 500 700-1 es 31n embargo eqomgﬁdab;é

para este tlpo ‘de.’ procesos.

SINTESIS ENZIMATICA

Se procedié a establecer un modelo matematico que describie-
se el comportamiento cinético de la dextransacarasa produci-
da. ‘ ‘

Se observéd que solomobedece el modelo de Michaelis-Menten en
zonas de baja concentrac1on de sustrato, estando sujeta a un
proceso de 1nh1blclgn,_a concentrac1ones superiores al 10%
Estos resultados se presentan en la Fig. IV-8. LUk > 
Ante esta situacién se postuld un modelo que incluyeééldiéha
inhibicién considerando que su mecanismo es:"u ey

E + SS,ES—>E + P

+

S

1l

ESS



pH

D.0. (600 nm) - UDS/ml

Tiempo (h)

Fig. IV-7.- Fermentacidn retroalimentada en volumen
de 13.5 1 con control de pH.
T = 26-27°C.
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Vi

(g 171 min™%)

0.41

003'

0.2

% Sacarosa

Fig. 1IV-8.- Estudio cinético de la dextransacarasa.
Velocidad inicial vs. % sacarosa
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El modelo corfespondiente resulta ser:

Vméx S

Ec. IV-4 v o= 3
Km + S + Kis

Donde Ki es la constante de inhibicién.

Dicha ecuacidén es la de Michaelis-Menten adicionada del tér-
mino KiS2 que se refiere a la hipdtesis planteada.

Para la obtencidén de los parametros de dicho modelo, se ana-
lizaron por separado las zonas de baja y alta concentracidn,
de tal forma que el inverso del modelo puede simplificarse

para la zona de baja concentracidén (Ki S/Vméx—*o):

1 1 Km 1
Ec. IV=-5 v =TV + v s
max max

De donde se obtiene el valor de Km = 5.12 ¢ l"1 y el de

T B
vméx = 0.4859 g 1 min (Fig. IV-9a).

Para la zona de alta cpncentracién (Km/VméxS—+0):

Ec. IV-6 R 1 B8

De donde un valor de Ki = 2,118 x 107> 1 g"1 fué calculado

(Fig. IV-9b).

Contando ya con un modelo adecuado para la descripcidn del
comportamiento de la enzima con base en las velocidades ini-
ciales, se procedid a la obtencidén de una ecuacidn de disefio
para un reactor intermitente agitado. Esta resulta ser la
alternativa mas adecuada puesto que dadas las caracterfisti-
cas de la reaccidn, es practicamente imposible concebir un
sistema continuo, al menos para la sintesis de dextranas de

alto peso molecular.
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4 4

1/% Sacarosa

1 ¥ ) ] v

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Fig. IV-9a.- Obtencion de Km y V . -



- % Sacarosa

1/vi
-1
(g 17t ™)
i
3
2 -
1 A
I LB l T
0 10 20 30 40

Fig. IV-9b.~- Obtencién de Ki.
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En las operaciones por lotes (estado‘nQ cgnstante),no hay co

rrientes entrando y saliendo del reagtqu”ﬁSéféupﬁne que el

sustrato limitante sufre sélo unajréa¢ci§d 1Sifmﬁes la masa

del sustrato correspondiente a una.co

ersion cero y Ax es
la conversidén en el tiempo At, la acumulacidn-del sustrato
en el tiempo At es m Ax. i '

Entonces, el balance de masa pﬁédejsef'éxpresédo como: -
Ec. IV=7 vV At = m Ax

Las propiedades de la mezcla de reaccidn variarén con el tiem
po, por lo que el balance de masa se trahéforma en’uﬁa7ecua-
cidén diferencial. Si se divide entre At y se toma el limite
como At — 0, 1la ecuacibn»IV-? adquiere la forma: |

dx . v V
Ec. IV~-8 dt om

v, es la velocidad de desaparicidn del sustréto'ﬁ¢r-unidad
de volumen, ‘ o

Para operaciones isotérmicas, v depende solo de la composi-
cibn (o de la conversidén para una sola reaccidn), de manera
que la solucidén para la conversidn con respecto al tiempo,
puede obtenerse de un solo balance de materia. Se puede re-
presentar el resultado resolviendo la ecuacidén IV-8 para dt

e integrando formalmente se obtiene que:

dx m X dx
Ec. - = ) = 25 SX_
c. IV-9 t =m x1"2 o 2 }{1 b -5

Donde x, es la conversidn inicial y x, la conversidén en el

tiempo t. La segunda iqgualdad expresa el volumen de la mez-

cla de reaccidén en términos de su masa total mt y densidad.
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La importancia de arfeglar la expresidén en esta forma radica
en que el tiempo, varia' le designada como independiente en
el disefio, esté separada de las variables dependientes carac
teristicas de la reaccién quimica. Si la velocidad y 1la den
sidad de la mezcla de reaccidn son conocidas como funciones
de conversidn, el valor de la integral para cualquier conver
si6én deseada puede ser evaluada sin referencia al equipo de

reacciodn.

Si la densidad o el volumen de reacc1on son constantes, la e
cuac1on IV 9 puede ser escrita en forma 51mple en términos
de la concentrac1on., S§i So es la. concentrac1on inicial y es

igual a m/V, 1aﬂecuac1on.adqulereﬂla.slgulente forma :

Be. IV-10 ~ t=80 [
| : R

Deflnlendo v éy- dS/dt como la ve1001dad de desaparlclon del
sustrato, en este caso sacarosa, se puede 1ntegrar la ecua=~
cién IV- 4 rearreglandola 1n1c1almente de la 91gu1ente manera
. 2
Km 4+ S + KiS

Ec. IV-11 v . dt = - das
max - 5 _

Si los limites son S = lSacarosa] en el tiempo t y
So= lSacarosal al inicio de la reacciédn
Se tiene finalmente que:
Ec. IV-12

+ (50-8) + =2 (50°-5%)

max ] 2

Esta ecuacién puede expresarse en términos de conversidn par
tiendo de la siguiente premisa
So-8

Ee. 1IV~-13 X = e S
So

So(1-x)
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Al sustituir S en la ecuacidén IV-12 se origina la éiguiente
igualdad (Ec. IV=14): :

2

V.. ot o= Km ln(1;x)-1-+vsox'+ _Eiﬁg__ (éx;kg)gv
max R , ‘ 2 ST .
: ) ) | X Sy

Lo : :
& —i ' I

Observando con detalle, se adviertéfguéfél'éérﬁin§ éfperteng
ce a la ecuacidn de Michaelis-Mgntenffﬁié;ffééméﬁéﬁel térmi-
no b pertenece a la del efecto deginhibici6n pof suéthato.
En la Fig. 10 se muestran los puﬁtosjexpérimentalés obteni_
dos a diferentes concentraciones iﬁiéiales aparte de la pre-
diccion tedrica de los modelos de Michaelis-Menten y de inhi
bicidn por exceso de sustrato (resumen de 10 corridas).

Del anilisis de estos resultados, se presentan las siguien-
tes alternativas:

1.- La produccidon de dextranas empleando bajas concen-
‘raciones de sacarosa se lleva a cabo a la mayor ve
locidad de reacciodn posible.

2.- Solo se logran obtener altas concentraciones de pro
ducto (dextranas) partiendo de altas concentracio-
nes de sustrato, lo que va en detrimento de la velo
cidad de reaccion.

Esta situacidn hace pensar en la existencia de un valor opti
mo de concentracidén inicial de sacarosa, que resulte en una
maxima productividad.

El sistema fué analizado de la siguiente forma;

Definiendo la productividad como:

dextranas producidas
tiempo invertido en la produccidn

Sox

tmuertos + treaccién (Ec, IV-15)
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X
(Conversitdn) | o
1.0 —_———g
‘0.8f’ ;
/
0.6 - /
/
©
0.4- // — Michaelis Menten
--- Inhibicidn por sustrato
/ 0 Experimental
/o
0.2 é
/ tiempo (min)
1 T -1 '1 1
0 125 250 375 500 625

Fig. IV-10a.-

Comparacidn de los puntos experimentales
con la prediccidn tedrica de los modelos
de Michaelis Menten y de Inhibicidn por
exceso de sustrato para una concentracidn
inicial de sacarosa de 60 g/l.
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X

(Conversidn)

1.0- e == ,>..._‘ '_ ..._,>:9:_ gl

—— Modelo Michaelis Menten
—-- Inhibicidn por sustrato
o Experimental

tiempo (min)

I

1 T
600 800 1,000

Fig. IV-10b.- Comparacién de los puntos experimentales
con la prediccidn tedrica de los modelos
de Michaelis Menten y de Inhibicién por
exceso de sustrato para una concentracibn
inicial de sacarosa de 150 g/l.
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p 4
(Conversién)
100— /—"-—-—._—
/
y
s O
o .
0.8 '
0.67
o/ — Modelo Michaelis Menten
0.4+ o/ ~-- Inhibicibn por sustrato
© Experimental
0.2+
tiempo (min)
i | ! I ]
0 200 400 600 800 1,000

Fig. IV-10c.- Comparacidn de los puntos experimentales
con la prediccidn tedrica de los modelos
de Michaelis Menten y de Inhibicidn por
exceso de sustrato para una concentracién
inicial de sacarosa de 250 g/l.
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debe existir un O6ptimo para el cual:

dp

- = 0 : © (Ec. IV-16)
dSo
Sustituyendo el tiempo de reaccién, por el que predice el mo

delo de inhibicién exceso de sustrato se obtiene:

Sox V_.
max

P = 2
t L.V .  + Km 1n(1—x)"1 + Sox + KiSo (2x-x2)
muertos max 2 o

(Ec. IV=17)

Derivando esta expresidén con respecto a So y despéjando el

valor de esta concentracion inicial, se obtiene:

t V . + Km 1n(1-x)-1
muertos max
So = >
b Ki (2x - x7)
~-max 2

(Ec. IV-18)

Al sustituir los datos obtenidos para los parametros cinéti-
cos, considerando que los tiempos muertos (lavado, vaciado,
etc.) son minimos y para una conversidén del 0,99, esta ecua-
cién predice un valor de 150 g/l de sacarosa inicial para ob
tener una maxima productividad.

Estos resultados fueron verificados experimentalmente de la
siguiente forma: En la ecuacibn IV-17 se sustituyeron los
tiempos de reaccidén necesarios para alcanzar la maxima con-
versidén provenientes de las corridas a diferentes concentra-
ciones iniciales de sustrato. En la Fig. IV~11 puede consta
tarse, que en efecto, una concentracidén inicial de 150 g/1

resulta en una maxima productividad.
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sacarosa

Fig. IV-ll.— Comprobacidén experimental de la concen-

tracidn de sacarosa necesaria para una
maxima productividad.
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PRODUCCION DE DEXTRANAS DE INTERES FARMACEUTICO

A partlr de dextrana nativa se obtuv1eron productos de inte-

rés farmaceu 1co medlante una hidrdlisis con &cido sulfirico

'y una posterlor ‘fraccionacién con alcohol etilico (Sohns et
al., 1954){.

~Seleccidén de la concentracién de enzima para la sintesis de

dextrana nativa.- Es p081ble demostrar que en termlnos de

productividad, P, la cantidad de dextrana natival pr

por unidad de tiempo y por unidad de volumen es rndep .éiéhQ
te de la actividad enzimatica empleada en 1la sintesié st
situacidén se ilustra en la tabla IV-I v’\‘
De la misma tabla se desprende que a mayor diluciéﬁfmﬁyor
cantidad de dextranas podran ser producidas por Iitfé“déiso-
lucidén de enzima preparada por fermentacidn.

Ante esta situacidén se seleccionaron 40 UDS/ml considerando
el efecto de limpieza que la dilucidn tiene sobre el medio,
ya que los constituyentes de éste le confierén uhfcolor café

oscuro, asi como el tiempo de reaccién.

~-Hidrb6lisis de la dextrana nativa producida.- Una vez defini
das las condiciones de produccidén de dextranas nativasjvsé g
fectuaron varias sintesis con el fin de estudiar y caracteri
zar el proceso de hidrdlisis acida:

Precipitacién inicial. Una vez concluida la sintesis, la to
talidad de dextrana sintetizada se precipita del medio me-
diante la adicidén de 46% de alcohol etilico, con el fin de
llevar a cabo una primera limpieza del producto obtenido.

La dextrana precipitada se redisuelve al volumen original,
debido a que la concentracidén con que resulta de la sintesis
es la mas adecuada para la hidrdlisis.

Los parametros que afectan el proceso de hidrdlisis son, ade
mas de la concentracidn inicial de dextranas, la acidez (pH)

la temperatura y el tiempo.



Actividad

enzimatica tiempo N -

. . . . = . . So

en la reaccidn dilucidn de reaccidn Sacarosa P = ra

(ups/ml) (1/x) (hrs) (gr/1t) R
caso 20 1/8 9.79 1,200 122
caso 40 /4 4.9 600 122
caso 80 1/2 2.45 300 122
caso 160 1 o 1.23 150 122

* Segln modelo de inhibicidn

* ok Cantidédkde'sacarosa que puede transformarse
al diluir 1/x el medio original con 160 UDS/ml

Tabla IV-1.~ Seleccidon de la concentracidn enzimdtica para
la sintesis de dextrana nativa en base a la
productividad P, tiempo de reaccidén y pureza

del liquido enzimatico,

v8
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Se fijaron, de acuerdo a reportes en la literatura, solubili
dad del producto y otras experiencias previas, las siguien-

tes condiciones:

Concentracidén inicial
de dextranas nativas

L}
(o)}
]
@
o°

]
®
o

T (%)

-pH

n
A

Una vez deflnldas estas condlclones, se procedlo a determlnar

el tlempo deg idréllsls, para lo cual fué necesarlo el desa-
rrollo ‘de una”tecnlca de control y cuant1f1c301on del peso

molecular de 1as frac01ones obtenldas.

—Cromatografla llqulda de alta presidén.- La técnica estéd des

crita en e’ ap. III (Materiales y Metodos) y en la Fig. IV=-

12, se muestr‘h los: diagramas de elucidn de los estandares
70,000,‘40,000;y:10,000 asi como.el obtenido para una mues-
tra de la dextrana importada por Fisons de México, S;?A. pa-
ra la fabricacién de Fe-dextrana.

De estos resultadosveé'posible correlacionar‘el peso molecu-

lar promedio, con el volumen de eluclon..‘Esta'rélaciéh se

muestra en la Fig. IV 13”
Una vez disponible estas

a la hidrélisis en las ¢

ron muestras durante:cada
de reaccién y hasta la

ductos obtenidos.

y analizadas en HPLC. ;

De estos resultados se concluyd que el tiempo critico de hi-
drdélisis para la obtencidén de las fracciones de interés cli-
nico se encontraba entre las 4 y 5 horas, estando estos limi

tes fuera de lo 6ptimo, es decir a las 4 horas los productos



Flujo de la fase mévil = 1.0 ml/min
Indice de refraccidén = 8
Velocidad del_papel«en~el registrador ='10]mm/min*
| . Volumen de inyecciéh = ZOfmlcrolltros‘

Concentracién de dextrana = 2£ (10, 40 'y 70,000)
L 1% (Fisons)

~ L
E 5
~
N g N
o 3] B
- . -
tn
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Fig. IV 12 - Diagramas de elucidén de los esténdares de
: Pesos Moleculares 10,000 (ocooc), 40,000
(+++), 70,000 (...) y de la dextrana des-
tinada a la fabricacidn de Fe-dextrana
(Fisons de Mexico, S. A.) {*~%o%),
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Fig. IV-13,- Relacidn entre el peso molecular y
el volumen de elucidn.
Los limites de exclusidn estén da-
dos por el azul de dextrana (volu-
men muerto) y por la glucosa (volu
men total).
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son ailn relativamente grandes, mientras que a las 5 horas la
presencia de oligosacaridos es considerable.

Se procedidé entonces a analizar una muestra tomada a las 4.5
horas. Se obtur’ieron varias fracciones de dextranas por pre

cipitacion en lous intervalos de:

23 a 40% v/v de etanol_ (muestra A)
40 a 50% “ " (muestra B)

7(ﬁugstra c) .

Los rangos : fuero specfo a los menc1onados

en el Cap. III para :v1tar al-

tas dispersiones en la;d ién. d“ pesos moleculares.

Los diagramas de eluc1onfde stas'tres"rac01ones se mues -

tran en la Fig. IV- 14.

se muestra en el

El balance de materla duraﬁte;este proceso,
diagrama de flujo de la Flgfb" '
Pueden observarse las 51gu1entes~ oncjus;phes€,~; “"
* Con respecto a la dextrah "fdé 1é hidréli

sis, un 23.6% es obtenldo '6mdidékﬁraﬁa de'peso mole-

cular promedio igual a;204 fféécién‘que puede

ser empleada como expaﬁébf' voiﬁménféanguineo cono
cida como dextrana clinlca.;;-,  :

* El 25.3% de la dextrana orlglnal ‘es obtenlda en la
fraccién con peso molecular promedlo de 40,000, que
de acuerdo a los andlisis, puede ser empleada - en la
formulacidén del complejo hierro-dextrana.

* Elv1917% es obtenido como dextrana de peso molecular
entre 10,000 y 40,000,

* El rendimiento global en productos de interés farma-
céutico, resulta ser entonces del 48.9%.

* Las distribuciones son en lo general adecuadas para
la formulacidén de los productos.

* El rendimiento es superior a los reportados en la li-



Fig.

IV 14a.- Diagrama de elucidn de la fraccion
que precipita del 23 al 40% de EtOH
después de 4.5 hrs. de hidrélisis.

(Muestra A)
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Iv- 14b - Diagrama de elucidn de la fraccién
. que precipita del 40 al 50% de EtOH
después de 4. S_hrs, de hidrdlisis.

(Mueéfra B)
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40,000

10,000

Iv- 14c.— Diagrama de elucidn de la fraccidn
que sedimenta del sobrenadante con

50 % de EtOH después de haber sepa

rado la fraccidn que precipita en
el intervalo 40-50% de EtOH.

(Muestra C)
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“mm“mm.
Se hidrolizg con H,_SO, a pH=1
y T = 80 C durante 4.5 h
I

Se filtra

I

Se afade EtOﬁ hasta el 40%

I

Se redisuelve en agua Se afiade EtOH
al volumen original : hasta 50%
Se afiade EtOH hasta !

el 40% '

. ! |

iEobrenadantal  IPYecE 340 ’ : ' Se redisuelve en agua

al volumen original

Se afiade EtOH hasta
el EO %

y .
deshidrata
|

Se lava

y
deshidrata

Destinado a la preparacidn ; |
de un sustituto o expansor ‘
del volumen sanguineo

Destinado a la sintesis
de Fe-dextrana

Fig. IV-15,~ Esquema cuantitativo de la produccidn de
dextranas de magnitud clinica a partir
del producto nativo reprecipitado..
(Tratamiento para un litro)

26
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teratura (Sohns:.y Rogovin,-1954;ﬁobtuvieron-38% de
la fraccién 70,000 y 0% de la fraccién 40,000).

DISENO Y CARACTERIZACION DEL PROCESO

m :ﬁﬁtepresenta el diagrama de bléques del pro
_Qpétbrio para la obtencidn de las fracciones
00y 70,000,

nes a nivel industrial serian las mismas.

clinicas:i4

Las operacit
A continuacién se presenta, a manera de ejercicio, el esque-
ma numérico de cuales serian los requerimientos de materia
prima y de equipo tomando, arbitrariamente una produccidn

mensual de:

1 tonelada de dextrana nativa
472 Kg de fraccidn 70,000
506 Kg de fraccidn 40,000

Estas cantidades se fijaron con base en los rendimientos ob-
tenidos.
Dicho anilisis se efectuaria en forma similar una vez efec-
tuado un estudio de mercado. »
El calendario de actividades quedaria distribuido de la si-
guiente forma: '

1% semana Proceso de fermentacidédn para la produc-

ci6én de 10,500 1 de sobrenadante de fer
mentacidn con actividad de 160 UDS/ml.

2"~ semana Reaccidn con 3,500 1 de enzima en un vo
lumen total de 14,000 1 al 15% de saca-
rosa para producir 1 ton de dextrana de
alto peso molecular.

38 semana Reaccidn en las mismas condiciones para
producir 1 ton de dextrana e hidrolizar
la para obtener 236 Kg de P.M.=70,000 y
253 Kg de P.M.=40,000.

4" semana Igual a la tercera.



Dextranas de
bajo peso molecular

Dextranas de
alto peso molecular

S

Fig. IV-16.- Diagrama de bloques del proceso
destinado a la obtencidn de dextrana de bajo
peso molecular.

ve
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En la Fig. IV-17 se muqatra~el'diégrama%dq,flujofdel.proceso
a nivel industrial. Se desCribéh'las.COndiCiOneB de opera-
cién asi como los volumenes de los recipienfeé para la capa-

cidad supuesta.

En la tabla IV-2 se enlista el balance mensual de costos de
materias primas para el proceso con el fin de determinar la
contribucidén de este rubro al costo de produccidn, conside-
rando que en los procesos bioldgicos es justamente la mate-
ria prima la que contribuye hasta en un 80% en los costos
de produccidn. De dicha tabla pueden estimarse los costos

de cada fraccidén obtenida:

1/3 8 fermentacidén + 1/3 § sintesis
1,000 Kg

$/Kg dextrana nativa

QBEGIKGH

$/Kg £40,000 =

1/3 8 fermentacidén + 1/3 $ sintesis + 1/2 $ hidrdlisis

472 Kg

$/K9 £44 000

1/3 § fermentacidén + 1/3 & sintesis + 1/2 § hidrélisis

506 Kg
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1V=17.~ Diagrama de flujo del
proceso para la pro--
duccidén industrial de
dextranas realirzado -
en hase a las condi--
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COSTO POR UNIDAD

CANTIDAD ($) (incluido IVA) COSTO EN EL PROCESO
SUSTANCIA REQUERIDA (Febrero/85) (s)
MENSUAL (Grados industriales)
Sacarosa

(Azdcar standard)
Extracto de levadura

KZHPO4

Mgso4

FeSO4

MnSO4

CaCl2

NaOH

H, SO ,(cong,)i_"

Alcohol,efiliqq

7,283.11 Kg
212.00 Kg
212.00 Kg

2.12 Kg
0.10 Kg
0.10 Kg

5.27 Kg

350.80 Kg

362.29 Kg

100,076.24 1

68,930.00/ton
1,049,§oo.oo/ton
©920,000.00/ton
: "75;§o/xg
49.45/Kg
356.50/Kg
776.25/Kg
193,200.00/ton
26,105.00/ton

178.25/1

502,024.98
222,472.80
195,040.00

160.90

5.24

37.78
4,093.94

' 67,774.56
| 9;457.58

se ‘recupera

Tabla IV-2.~ Balance mensual de costos de materias primas necesarias

para producir 1

ton de dextrana nativa, 472 Kg de frac-
cidén 70,000 y 506 Kg de fraccidn 40,000.

L6
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Fermentaciodn

1.- E1 extracto de levadura Yestal-400 fabricado por Arancia
Ingredientes Especiales S.A. de C.V., resulta de mayor efica
cia con respecto al de Bioxon, debido a que con Yestal-400,

Leuconostoc mesenteroides crece mejor y produce niveles enzi

maticos mas altos

2.- En lo referente a la fermentacxén retroallmentada, al es
calar el proceso a un: volumen de 14 l, se alcanzaron 1guales
hiveles enzim&ticos" que en 0 5 1 (160 vs. 170 UDS/ml).

Al comparar estos resultados c n3los reportados por Lopez

(1980), para la fermentacién’ retroallmentada en 3 1, se ‘en-
cuentra que practlcamentekson lps mismos (160, 170 UDS/ml‘

vs. 180 UDS/ml).

Sintesis enzimatica

1.- El modelb matematico elabbradd'déséfibé édecﬁadéménte*el

comportamiento c1netlco de la dextransacarasa con51derando

el efecto de 1nh1b1c1qn que sobr ‘§1cha en21ma e]erce,el.exg

ceso de sustrato.~

2.~ De ighal’fafmé, lalecuécidkfaé:diseﬁo para un reactor a-
gitado 1nterm1tente es aproplada ya que experimentalmente se
comprobé.. ‘el valor de la concentra01on de ‘sacarosa que resul-
ta en una méxima productividad calculada a partir de una ex-

presidn que se deriva de dicha ecuacidn de disefio.

Produccidén de dextranas de interés farmacéutico
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1.~ Con la técnica desarrollada en cromatografia liquida de
alta presién para el andélisis y cuantificacién de dextranas
hidrolizadas y fraccionadas, se pueden diferenciar las frac-
ciones 70,000 y 40,000, que en peso molecular son aproxima-
das.;;

El tiempo necesario para el analisis de una muestra utilizan

do esta técnica no rebasa 20 minutos, comparado con el tiem-

po que se alcanza en los andlisis’ en GPC

2.- Trabajando con las- mlsmas cond
a01dez en la hldr011s1s,
de 1nteres en menos tlempo que el repo

ra donde solo obtlenen la fr3001'

3.~ Los rendlmlentos de dlchas¢f ac01onesffueron en'suma,

.en las3fu ntes deilnformaCLOn.

Cisefio y caracterizacién'.del proceso

Con la 1nforma01on obtenlda <lb'l;f§6'defla éxperimentacién

rabajo quedé;deflnlda la tecnologia

a nlvel laboratorlo para3 roducc onrtantoade dextranas de

alto peso molecular a317co 0 ve:lasffracciqnes de interés
cllnlco.’:'
AdlClonalmente y a traveS; ejerdlclo de escalamlento efec
tuado, se establecleron 103.¢r1terlos necesarlos para la de-
f1n1c1on de las condiciones del proceso a escala piloto e in
dustrial.

Igualmente y a manera de ejemplo se estimaron los costos de

produccidn de esta importante materia prima.
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Simbologia utilizada

U= velocidédwespecifiq§3dekcpépimiento

- concentracién

“oncentracidn de.
constante de Monod

;Qelbcidad de agitacidn

‘Di-= didmetro interno del impulsor
v = velocidad inicial; velocidad de desapa
ricién del sustrato por unidad de volu
men.
.. = velocidad maxima
max
Km = constante de Michaelis-Menten
Ki = constante de inhibicidn
V = volumen

m = masa del sustrato
m, = masa total del sustrato

X = conversidn de sacarosa a dextrana
p = densidad

So = concentracidn inicial de sustrato

fro
L]

‘productividad
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