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" RESUMEN

Las dextranas son polimeros de glucosa que de acuerdo a

su peso molecular, tienen una gran variedad de aplicacio
nes en la industria y la investigacidn principalmente en
las dreas de alimentos y farmacia. En este trabajo se -es.
tudia.el método fermentativo a escala de laboratorio, pa
ra la produccidn de dextranas utilizando azdcares de ca-
fla como materia prima. La fermetacidn se realizd bajo di
ferentes condiciones de operacidhn con el objetivo de eva-
luar su efecto sobre la produccidn del polimero. Los pa-
rdmetros evaluados fueron: concentracidn inicial de azf-
car en el medio de fermentacidn, pH, temperatura, agita-

cidn y concentracidn del reactivo amortigunador (K2HPO4) .

Para llevar a cabo el proceso fermentativo, se aisld una
bacteria productora de dextrana a partir de dextrana fox
mada en jugo de cafla. Despu€s de realizar pruebas micro-
bioldgicas y bioquimicas se concluyd que la bacteria ais

lada era Leuconostoc mesenteroides. Esta fue sometida a

una serie de acostumbramientos, aumentando la concentra-

cidn de sacarosa de 10 en 10% hasta llegar a 60% p/v de

sacarosa en el medio, comprobdndose que la bacteria es
capaz de producir\dextrana hasta con una concentracidn
wmaxima de 50% p/v. El volumen ensayado para cada concen-

tracidn fue de un litro.



Los resultados obtenidos en la fermentacidn utilizando 10
y 30% de sacarosa inicial en el medio, una temperatura de
259C, sin control del pH, ni agitacidn, muestran ser los
mas satisfactorios, reportando rendimientos de 78.03% y
43.35% respectivamente, expresados como g de dextrana/100
g de azicar en el medio. Estos datos son altos comparados
con el rendimiento estequiometrico de 49%, debido a gue no
fue posible separar completamente la masa celular de la
dextrana precipitada; por 1o que se recomienda continuar
las investigaciones sobre el proceso empleado, realizando
andlisis de pureza del producto terﬁinado y aplicando los
métodos de purificacidn recomendados. Asi mismo,se sugiere
investigar la produccion de dextrana por el método enzimi-

tico utilizando enzima inmovilizada.

Tambi€n se determind el peso molecular promedio de cada u-
na de las dextranas producidas durante 1la investigacion,
mediante la elaboracion previa de una curva de calibracidn
utilizando dextranas comerciales de peso molecular conoci-
do, resultandoc dentro de un rango de 80,000 a 620,000 para
concentraciones iniciales del 10% al 50% de sacarosa en el

. .
medio de fermentacion.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente, E1 Salvador se ha caracterizado

perque sus fuentes de
origen agricola, como
montos de las divisas
do de los precios gue
do internacional, los

te fluctuantes.

divisas se han basado en rubros de
café y azucar, principalmente. Los

obtenidas son variables dependien-

-estos productos tengan en el merca

Cuales, por lo general, son bastan

Debido a estas fluctuaciones, resulta importante pa

ra El Salvador el investigar alternativas tecnoldgicas

gque permitan el desarrollo de nuevos productos y merca-

dos a partir de recursos nacionales que ademas, tengan

mayor valor agregado en el mercado internacional.

Dentro del gran nimero de posibilidades ofrecidas

» e
por la sucroquimica se encuentra la produccion de dextra

nas utilizando como sustrato azucar morena.

Las Dextranas son polimeros lineales de D-glucosa,

constituidos por varios miles de unidades, obtenidas a

través de la accidn enzimatica de la dextransacarasa,

la cual, es una enzima inducida producida por cultivos

de lLeuconostoc mesenteroides.

}

Las cadenas naturales o nativas se producen normal-

mente por fermentacidn de sacarosa o por método indirec-



e

to que implica la obtencidn previa de la dextransacarasa

Y posterior sintesis enzimatica.

La utilizacidén de las dextranas nativas esta limitada
a las aplicaciones de exploraciéﬁ, sondeos y extraccion
de petrdleo, pinturas, pegamento en cigarrillos, etc.
Sin embargo, la hidrdlisis y fraccionamiento de la dextra
na nativa permite la obtencidn de dextranas de diferentes
pesos moleculares que pueden tener diversas aplicaciones
en la industria, en especial en la farmacéutica en presen-
taciones como dextrana clfnica utilizada como expansor san
gaineo, ferrodextrana para el tratamiento de anemias y sul

fatodextrana muy utilizada como anticocagulante.

Este trabajo de graduacidn pretende desarrollar un es
tudio preliminar sobre la produccidn de dextranas en E1
Salvador; utilizando para ello, un proceso fermentativo
discontinuc a nivel de laboratorio, asi como proponer una
alterrnativa para la utilizacidn de azicar morena como mate
ria prima en el substrato para la produccidn de dextranas.

Ademds, aislar una cepa nativa de Leuconostoc mesenteroi<

es que esté acostumbrado a las condiciones climaticas Yy

utricionales del medio ambiente nacional, con su subse-

=

cuente aplicacion en la produccion de las dextranas.

\

Asi, las dextranas se constituyen en un producto con

un mercado diversificado y de mayor valor agregado para El



Salvador, por lo qgue el desarrollo de un trabajo de esta
naturaleza, sienta no sdlo un precedente bibliogrdfico,

sino las bases a posteriores investigaciones a fin de a-
provechar efectivamente un recurso por métodos biotecno-
ldbicos, que pueda generar mejores perspectivas econdmi-—

cas para El1 Salvador.
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CAPITULO I
ASPECTOS ECONOMICOS Y DE INDUSTRIALIZACION
DE LA CARA DF_AZUCAR

Uno de 1los principales rubros agricolas en El Salvador, es-
la cana de aztGcar, de 1la que se obtienen los derivados presen
tados en la figural, donde se puede observar que los produc-

tos principales son aztGcar Yy alcohol etilico.

CANA, DE AZICER
. y
INDUSTRTA of mEAZA s INDUSIRTA
|
7 .
A ZUCAR COMBUSTIBLE INDUSTRIA
r y L]
' BAGAZO ALIVENIACION EXPORTACTON
CONSIMD . INTERD) -
EOMANA
EXPORTACICN
-3 4
ALIMENTO ANIMAL ENERGIA FIBRA PRENSADA

FIGURA 1: Diversificacién de 1a industria de la caiia de
azicar en El Salvador.
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PANORAMA DEL AZUCAR EN EL. SALVADOR

La zafra 1989-1990, didé una produccién de cafia de azlicar
de 21850,100 toneladas cortas (TC), 24% Ssuperior a la del
afio anterior. Para la zafra 1990-1991, se estimdé una ci-
fra record de produccidén de cafia de aproximadamente
31514,150 TC, 23% mas alta que el afio de 1989-1990, y 53%
superior a la zafra 1988-1989. En el mismo aﬁ0'1990-1991,
s€ obtuvo una produccién de azdcar de aproximadamente
306,451 toneladas cortas. Este aumento en la produccidn
se debid fundamentalmente & un Incremento en el Area culti
vada, tal como puede verse en el cuadro 1. Esto fue el re
sultado de mejores precios y de favorables condiciones pa-

ra la siembra de cafia (FUSADES, 1991).

También ha habido un incremento sostenido en los rendimien
tos agricolas durante los Gltimos afios. Sin émbargo, en
la fase industrial 1los rendimientos de aziicar son bastante
bajos. Este problema se origina por la falta de incenti-
vos al agricultor para entregar cafia con mayor contenido
de azilicar, ya que el valor a pagar en los Gltimos afios se
ha basado en el peso de la cafia Yy no en la calidad. Sin
embargo, para ia zafra 1991-1992, algunos ingenios azucare

Tos acordaron pagar por el contenido de azicar (FUSADES

1991).
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El consumo interno de Azdcar para 1989-1990 fue: 180,000

TC (79% de 1a produccidn nacional). Para la cosecha 1990
1991, se incrementé a 190,000 TC. Esto representa un 62%
de la produccién alcanzada para este mismo afio, por lo que
las exportaciones de aztcar se ven incrementadas considera

blemente (FUSADES 1991).

CUADRO 1

- OFERTA AZUCARERA NACIONAL EN EL PERIODO DE 1987 A 1991

RUBROS 1987-1988 1988~-1989 1989-1990 . 1990-1991

Superficie Rosada
{Manzanas}- 51,195.00 44,265,000 47,190.00 55,321.00

Produccidn de’ Cafa {TC) 21526,908.00 21290,295.00 21850,100.00 31513,150.00

Rendimiento Agricolas

(TC/Mz) 49,36 51.71 60.39 63.50
Produceidn de Aziicar

(TC) 205,185.00 191,233.00 227,848,00 306,451.,00
Rendimiento Industrial

( Lb. Azbcar/TC Cana) 162.40 167.00 159.80 173.00
Produccidn del Alcoho]

{Litros) 8151#,000.00 21800,000.00 11349,802.92 71570.000.00
Consumo de Aziicar {TC) 176,272,00 180,000.00 180,000.00 190,000.00

Exportaciones de Aziicar
{TC) 28,913.00 11,233.00 47,848,00 116,451.00

FUENTE:  FUNDACION SALVADORENA PARA EL DESARROLLO (FUSADES 1991).

PANORAMA MUNDIAL DEL AZUCAR
\

El consumo mundial de aztcar de cafia y de remolacha ha te-

nido una evolucidén estable en las Gltimas décadas, pero pre-



millones de

senta, desde los afios 80, una tendencia al eéstancamiento,
debido tanto a la saturacién de la demanda como a la cre-
ciente adopcién de sustitutos como los jarabes de glucosa
y fructosa derivados del almidén Y los edulcorantes sinté-
ticos (sacarina, ciclamato, aspartato, etc). Es bastante
probable que en las préximas décadas haya una disminucisn
de la demanda de aztcar de cafia y remolacha debido a estos

factores (CODETEC, '1991).

La figura 2 muestra la evoluciém del consumo de azlicar en

el mundo, en las #iltimas décadas.

100 —

toneladas

Cad 50 o 7{3 ) 80 .90l
Afios (por dé&cadas)

FIGURA 2: Consumo mundial de azdcar en las Ultimas décadas

FUENTE : CODETEC, 1991b



En los Estados Unidos, en 1985, el aziicar de cafia y remola
cha ocupaba el 60% del mercado total de 13 millones de to-
neladas de edulcorantes. Las perspectivas para la divi-
sioén del mercado mundial de edulcorantes entre los varios
productos concurrentes a mediadc d= la década de los noven-

tas estan representados en 1a figura 3 (CODETEC,1%91b).

T T
W ) Q&\\\\\ \\\\\\\\\\
\§\\ \‘i\\ \'.;\ W . \\\\‘\\\\“\\\\\%
“M &$é“éﬁ¢>§§§§§§§§§

)

I. Sacarosa 55%

2, Jarabe de fructosa 25%
3. Jarabe de glucosa 4%
4. Aspartato 7%

5. Acesulfato 4%

6. Otros 4%

FIGURA 3: Perspectivas ge 13 distribucidn del:mércado de
edulcorantes - en o1 mizndo 2 mediado de 1a '

década'de los noventas.
FUENTE: CODETEC, 1991b.



En El Salvador, la sacarosa o aziicar de cana constituye el
principal edulcorante, Y las perspectivas son de que los
jarabes de fructosa Y glucosa no tendran tanta penetracion
Como en los Estados Unidos y otros pafses productores de
almidon. ’

FUSADES*previé que en E1 Salvador en el periodo 1990/1991,
el 38% de la produccidén de azlcar estaria disponible para

exportacidn, con lo gue se esperaria exportar unas 33,272
TC al mercado estadounidénse, dejandoc para el mercado mup
dial 83,179 TC. Los precios en el mercado estadounidense
se han mantenido relativamente estables debido al alto
grado de intervencioh estatal con 1la fijacidn de cuotas de
importacidn. |

Los precios de mercado estadounidense han oscilado glrede-
dor Ge los 23.50 centavos de ébdlar la libra, a diferencia
del mercado mundial en el que los precios han tenido una
tendencia a-la kaja, cayendo de un promedio de 15.24 cen-
tavos de ddlar la libra a 12.90 centavos de dolar en el

periodo de abril a junio de 1990.

De esta manera, se vuelve importante, para 1los paises_prg
ductores de azdcar,la adcpcidn de una politica de regula-
cidn del equilibrio cferta-demanda, 1o que sugiere la crea-
cidn de-nuevos productos y mercados a partir de la cana de

azucar (CODETEC, 1991b).

FUSADES: Fundacidn para el Desarrollo de E1 Salvador
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ALTERNATIVAS DE DIVERSIFICACION DEL AZUCAR DE CANA

Durante los Ultimos afios la qdimica azucarera ha desperta-
do gran interés debido a las numerosas posibilidades de
aplicacidén industrial que se han abierto para el azlcar;
sin embargd, a pesar de su abundancia en el mercado, dé su
costo relativamente bajo y de proceder de un recurso reno-
vable, se considera que no mis del 0.1% de los actuales
100 millones de toneladas de aziicar producidas en el mun-

do, son utilizados como materia prima quimica.

El azlcar de la cafla se puede emplear como materia prima
en los tres estados diferentes en que se encuentra durante
el proceso de fabricacidén, ya sea como guarapo, melaza o

azcar cruda (Serrano, 1983).

El azGcar de cafia fabricada en los ingenios en general con
tiene un 97.5% de sacarosé, 0.86% de azilicares reductores,

0.46% de otros compuestos orginicos, 0.43% de cenizas y un
0.15% de agua; de manera que se considera sacarosa casi pu

ra (Serrano, 1983).

La sacarosa es un disacirido no reductor que contiene ocho
grupos alcoh6licos. Estd formado por una molécula de glu-
cosa y una de fructosa, enlazadas formando un enlace del

tipo 5 (2,1) entre el carbono anomérico de ambos residuos.
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La sacarosa puede ser modificada tanto por via quimica co-

mo por via fermentativa o enzimatica.

La conversidu quimica de 1a sacarosa se puede obtener tam-
bién por medio de reacciones degradativas de las que resul-
tan nuevos productos de peso molecular inferior. Algunos de
€stos, como el sorbitol Yy el manitol tienen variedad de apli

caciones industriales (Serrano, 1983),

Por su composiciédn quimica y estructura la sacarosa es una
excelente materia prima para la obtencién de un gran namero

de productos, tal como se mueestra en el cuadro 2.

En el ramo de 1las transformaciones bioquimicas complejas,
la sacarosa es frecuentemente 1la fuente preferencial de car
bono y energia para diversos productos fermentativos, como

los citados en la Figura. 4.

Asi, tomando en cuenta esta coyuntura y relaciondndola con
los precios atractivos que tienen las dextranas, como se
muestra en el cuadro 3, se puede ver fédcilmente que la im-
plementacién de la utilizacién del azlcar morena para la
produccién de dextranas Tepresentaria una alternativa via-
ble para percibir mayores ingresos en calidad de divisas

para E1 SalvadoE.



CUADRO 2

PRINCIPALES PRODUCTOS DERIVADOS DEL AZUCAR DE CANA FORMA DE OBTENCION Y SUS USOS

PROBUCTO

PROCESO

UTILIZACION

Glucesa y fructosa

Enzimas (glucosa invertasa,
etc. )

Acido ievulinico y
tevulinato

Vitamina BZ'

Vitamina C

Sorbito?l

Manitol

Octabenzoato de sacarosa

Acetato isobutirato de
5acarosa

Esteres grasos de sacarosa
Octaacetato de sacarosa
Polidxidos

Resinas sacarosa melanina
formaldehido y sacarosa
fenol-formaldehido

Alil-sacarosa

Acido lactico

Acido jtacdnico

Etanol

Gomas xantanas y dextrana

Hidrélisis enzimstice o 3cids
Fermentacidn

Transformacidn quimica de 1a glucosa
Transformacidn quimica & través del &cido ara
bénico

Transformacidn quimica y fermentativa
Transformacién quimica de la glucosa
Transformacidn quimica de la fructosa
Esterificacion

Esterificacidn

Transesterificacidn
Esterificacion
Reaccidn con 6xido de propileno

Condensacidn

Alilacidn

Fermentacidn y por hidrélisis de 1a sacaresa
Fermentacidn

Fermentacidn

Fermentacidn

Alimenticia y farmacéutica
Alimenticia y quimica
Quimica y farmacéutica

Farmac8utico

Farmacéutica y alimenticia.

Cuimica, alimenticia y farmacéutica.
Fermacéutica.

Plasticos

Alimenticia, plasticos y quimica.

Quimica y Farmacdutica
Pl@sticos, carburantes y Adhesivos
Espuma de Uretano

Plésticos y textiles
Adhesive y Plasticos
alimenticia, textil y quimica
Resinas v aplicacidn quimica

Combustible y quimica
Farmac@utica, quimica, explotacién de petrdleo.

Acido citrice Fermentaeidn Alimenticia y farmacéutica
2-3 Butilenglicol Fermentacidn Quimica

Antibidtices (penicilinas,

cefalosporinas, etc), vita-

mina 812 Fermentacidn Farmacéutica

Aminodcidos (1isina,gluta-

mato,triptofano, ete) y -

proteina unicelular, Fermentacidn Alimenticia

Otros acidos organicos - '

(3¢ido inosinico,acido -

guanilico,icido agilico) Fermentacibn Alimenticia .

FUENTE: CODETEC 1991b.
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FIGURA 4: Productos principales obtenidos de la sacarosa
FUENTE: CODETEC 1991a.

por métodos fermentativos.
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CUADRO 3

PRECIOS DE DEXTRANAS PRODUCIDAS POR LA CEPA

Leuconostoc mesenteroides

B - 512

PESO MOLECULAR

‘PRECIOS (FOB)

( g / g mol ) ‘$/500 g
10,000 "268.00
40,000 290.00
70,000 330.00
500,000 338.00
21000,000 353.00
Grado Industrial
5,000,000 - 40;000,000 39.50

FUENTE: Catdlogo SIGMA, 1991.
1
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CAPITULO II
DEXTRANAS

Las dextranas, son consideradas como productos no desea-
bles en los ingenios azucareros, debido a que para su for-
macidén es necesaria la sacarosa, lo que hace descender el
rendimiento en produccidén de la misma; sin embargo, las
dextranas tienen diversidad de usos o aplicaciones que de-
penden de su peso molecular, formacidén de complejos, visco

sidad, y de otras propiedades.

A continuacidén se presenta informacidédn general sobre la
composicidén y estructura quimica de las dextranas, asi co-
mo de sus propiedades y aplicaciones en diferentes campos

industriales y de investigacidn.

2.1 DEFINICION DE DEXTRANAS

Las dextranas son polimeros lineales constituidos

de miles de unidades de D-glucosa, sus pesos molecula
res varian de varios miles a millones. Se obtienen a
través de la accidn enzimdtica de la dextransacarasa
(sacarosa: 1,6 o~ glucosiltransferasa, EC 2:4:1:5)
producida por diferentes microorganismos, entre ellos,

la bacteria llamada Leuconostoc mesenteroides, que es
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la utilizada comercialmente para su produccidn.

HISTORIA DE LAS DEXTRANAS

El primer reporte de las dextranas data de 1822 y re-
fiere que se enviaron cuatro botellas conteniendo ju-
go de cafia desde La Martinica hasta Francia, pero, al
llegar se encontrd que el jugo se habia transformgdo

€en una masa mucogelatinosa.. Se estudid esta masa go
mosa, pero no se pudo determinar su composicidén, pro-
bablemente por la falta de procedimientos analiticos

(Underkofler, 1954).

En 1861, Pasteur describid dos "Clases de fermentacig
nes viscosas' debidas a dos clases de "fermentos orga:
nizados". Durin, estaba convencido de que esta goma

era un compuesto de cdelulosa, pero la verdadera compo

sicibén, consistia finicamente en moléculas de glucosa,

que fue descubierta primero por Scheibler. EI 1la nom

bré dextrana por ser semejante a la dextrina, peroc
fue un error creer que la sustancia se encontraba na-
turalmente en las células de la remolacha (Underko-

fler, 1954). |

El organismo causante de esta fermentacién fue nombra

do primeramente por Gienkowski como Ascococcus mesente-
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roides, creyendo que la masa mucogelatinosa era debi-

da a una verdadera formacién zoogleal. Tieghem, did
la primera descripcién adecuada del organismo notando
su similitud con el género Nostoc de las algas verdes

y lo nombrd Leuconostoc mesenteroides (Underkofler,

1954).

ESTRUCTURA_DE L AS DEXTRANAS

La principal estructura general de un polisacirido es
la repeticidn de unidades, siendo la D-glucosa la sub-

unidad mis frecuente (Nester, 1973}.

Los polisacdridos se encuentran en la naturaleza ya

sea como formas delalmacenamiento de carbdén y energia,
o como componentes estructurales de la célula. La ce
lulosa, es el principal componente estructural de las
paredes de las células vegetales, siendo sintetizada

ademis, por algunas bacterias; .5 un polimero de sub-
unidades de D-glucosa, conectadas por enlaces glucosi

dicos @ (1,4).

El almidén y el glucbdgeno, constituyen reservas enevx -

géticas, encontrdndose, el primero en semillas, rai-

‘ces y tubérculos; y el segundo almacenado en animales

y algunas bacterias. Son moléculas ramificadas y tam
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bién estdn formadas solamente poT unidades de D-gluco
sa, pero unidas por enlaces ¢ (1,4} en sus porcio—
nes lineales y o< (1,6) en los puntos de ramifica-

cidn.

Las estructuras de las dextranas, glucbgeno y almidén,
presentan clertas similitudes estructurales a la celu

losa, como puede verse en la Figura 5.

Todos estos polimeros estén formados de residuos de
glucosa. Sin embargo, tienen distintas moléculas ya

que difieren en la manera en que las unidades de glu-

cosa estin enlazadas, en el tipo de ramificacidn y en |

el namero de subunidades. Los polisacdridos que po-
seert la misma subunidad, pueden diferir ya sea en el
tamafio del polimero, el grado de ramificacidén de la
cadena y en los &tomos de carbono involucrados en el

enlace glucosidico.

Las dextranas difieren entre si por determinadas carac
teristicas fisicas y quimicas, por ejemplo, rotacidn
especifica, viscosidad intrinseca, solubilidad en el
agua, naturaleza del producto sélido y proporcidn de

las diversas unidades glucopirandsicas presentes.

Una caracteristica constante de las dextranas es Su

casi exclusivo contenido de unidades oc-D-glucopirang



19

Celulosa

'?*10“ ' {HiOH

C Q \<‘ 0

\\§ I‘\o ! \i\\
o
~
\C <. < c/

Glucdgeno

Iilh.
< >to_1,,L

KK

Dextrana

CH,0n tewny cH 0K

N
% “a
9, a
M/ [ " w A LA
—o-\ou n/l 0N on A= 0w w0
M _OH W oM M OH

FIGURA 5: Estructura de polisacaridos formados por unidades
de glucosa.
FUENTE : Nester, 1971.
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sil. Las otras caracteristicas quimicas y fisicas de

las dextranas varian considerablemente.

Estudios estructurales llevados a cabo por Sloan y co-
laboradores en 1954 demostraron que la dextrana produ-
cida por la cepa B-512 contenian 95% de unidades D-an-
hidroglucopiranosas, unidas por enlaces (1,6) y 5% en~
lazadas en la formé (1,3). . Van Cleve y colaboradores
(1956), subsecuentemente demostraron que la dextrana
de la cepa B-512, contenia un segmento repetitivo de
aproximadamente 23 unidades anhidro-D-glucopiranosi-
les. De éstas, 21 unidades tienen enlaces (1,6), una
unidad es una ramificacidén enlazada de la forma (1,3)
y una unidad es un grupo terminal. Un segmento estruc
tural tipico es mostrado en la Figura 6 (Glicksman,

1969).

qu peso molecular del polimero formado depende del me-
dio de fermentacidn. Si no esti presente un inicia-
dor, la dextrana formada tiene un peso molecular de
mis de 1001100,000. Si se utiliza, un iniciador como
la maltosa las moléculas ‘de dextrana tendrin predomi-
nantemente un peso molecular abajo de 50,000. Si el
iniciador empleado tiene un peso molecular entre
15,000 y 40,000.1a mayoria de la dextrana resultante

tendrd un peso molecular de 75,000 z 25,000, el tipo
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preferido para uso como expansor sanguineo (Glicksman,

1969).

FIGURA 6: Estructura basica de la dextrana producida
por Leuconostoc mesentercides cepa B-512.
FUENTE: Glicksman, 1969.

2.4 PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LAS DEXTRANAS

La dextrana es un polisacdrido neutro, soluble en
agua caliente y fria dando soluciones claras y visco-
sas. Es insipida, quimicamente inerte y compatible
con la mayoria de ingredientes utilizados normalmente

en alimentos.

Tiene caracteristicas hidrocoloidales tipicas tales

como propiedades emulsificantes y estabilizadoras en
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sistemas aceite-agua. Es también conocida por sus cua

lidades humectantes, espesantes y retenedoras de agua.

Fisiol6gicamente, cuando la dextrana es ingerida, es
hidrolizada lentamente a formas absorbibles de carbohi
dratos. Esto ha sido demostrado en exdmenes nutricio-

nales en animales y humanos.

Examenes bioldgicos recientes, muestran que cuando dei
tranas con alta proporcidén de enlaces (1,6) son inclui
das en el régimen regular en una dieta normal, es inhi
bida la ganancia de peso corporal. Sin embargo, la

dextrana es comestible, y asimilada sin efectos desfa-
vorables en los sistemas humanos; pérece ser que lés

enlaces (1,6) son resistentes al atéque de las bacte-
rias y enzimas presentes en el tracto intestinal: Es-

to sugiere su uso en alimentos de bajas calorias o en

dietas reductoras (Martin 1969).

Los cuadros 4 y 5 muestran un resumen de las propieda-
des de la dextrana de acuerdo al tipo de enlace y.su

viscosidad intrinseca.



CLASIFICACION DE LAS DEXTRANAS

CUADRO 4

PR

Atomos de carbono de la anhidroglucosa que participan
en los enlaces glucopirandésicos

Cl‘(o C1 y C6)

Cl (o Cl b4 C6)

Gy (0 Gy ¥ Cy)

Designacidn y porcentaje de enlaces

Dextranas molecularmente heterogeneas que han sido

fraccionadas dando componentes principales-pertene'
cientes a dos o mads de las otras clases.

"NUMERO DE
DEXTRANAS
Tipo 1:6 Tipo 1:4 Tipo 1:3
A 97-50 0-50 . 47
B 95-86 0-8 - 15
C 85-50 0-36 " 28

FUENTE: Prescott, 195%.

¢z



‘CUADRO 5

PROPIEDADES DE LAS DEXTRANAS

TIFPO DE VISCOSIDAD . APARIENCIA DE LA
MERO
GRUPO ENLACE INTRINSECA NATURALEZA_DEL POLIMER SOLUCTION ACUOSA
: . 259C
1 -A,B 1.2 - 0.6 Muy cohesivo, goma dura flocuy Muy turbia
lante.
2 A,C 0.5 — 0.2 Fino o precipitado floculante| Solucidn opaca
3a A,B 0.9 - 0.5 Fino o precipitado floculante
o goma densa. Solucién muy-turbia
3b C 1.4 - 0.5 Precipitadeo floculante o goma
densa- Solucién muy turbia
da A,B 1.3 - 1.0 Goma suave Ligeramente opaca
4b A,B 2.0 - 1.6 Cohesiva, goma fibrosa Ligeramente opaca
) k Clara ll¢aramente
4c A.C 1.4 - 0.4 Fibrosa o gomas fluidas turhia. :
Turbia o ligeramen:-
5a A,B 1.2 - 0.6 Cortas o gomas fibrosas. te opaca. ‘
o Ligeramente turbia
5b A,B 1.0 - 0.9 Precipitado floculante o goma| a muy turbia.’
corta.
Rehm, 1983

FUENTE:

vz
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2.5 APLICACIONES DE LAS DEXTRANAS Y DE SUS DERIVADOS -

A medida que se han ido desarrollando las técnicas de

investigacién y métodos de andlisis, los usos de las

dextranas cada vez se van ampliando de tal forma, que

hasta ahora, existe toda una gama de aplicaciones tan

to de la dextrana nativa como de sus derivados ya sea

en medicina, en alimentos, en la industria, etc.

2!5!1

APLICACIONES MEDICAS

La dextrana ha sido utilizada principalmente
como un expansor del plasma sanguineo y su
aplicacién le ha servido ﬁara que los investi-
gadores le proporcionen mayor atencién. Dos
de las dextranas mAs cominmente utilizadas son
las que tienen pesos moleculares de 40,000 y
70,000. Esta ultima, en infusiones, reduce
los hematdcritos y hace decaer 1os fibrindge-
nos, pero, incrementa ligeramente la viscosi--
dad del plasma y es utilizada principalmente
para la expansidén del volumen. La daxtrana -
con peso molecular de 40,000 af&aviesa rdpida-

mente el espacio extravascular, e€s facilmente
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excretada por los rifiones y por lo tanto, tie-
ne limitado poder de'expansidn, por 1o que se
utiliza para reducir la viscosidad de la san-
gre y para mejorar la microcirculacidn en con-
diciones de bajd flujo. Actualmente la dextra
na esta preéente en mas de 300 aplicaciones
clinicas. En humanos, las dextranas con pesos
moleculares de 40,000 y 75,000 no causan cam-
bios en el tiempo de sangramiento de Dukeko
Ivy, pero en pacientes con didtesis hemorrigi-
ca, sb6lo puede utilizarse con seguridad la de

40,000 (Murphy, 1973).

La dextrana de peso molecular de 15,000 se ha’
reportado que reduce ligeramente la velocidad
de sedimentacidn y la viscosidad de la sangre,
pero las dextranas con pesos moleculares éntre
45,000 ¥ 450,060 causan incremento en ambos
factores? aproximadamente proporcionales al pe
so molecular. En inyecciones intraparentera-
les en ratas, las dextranas con pesos molecula
res de 40,000 , 75,000 y 200,000, causan ede-
mas, mientras queyen infusiones intravenosas

¥

lentas causan hipertensidén arterial.

Después de examinar los efectos, sobre la coa-

"
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gulacién de la sangre de la dextrana de peso
melecular de 40,000, se concluyd que no debe
administrarse a personas con des6rdenes hemorri

gicos (Murphy, 1973).

Las dextranas son antigénicas, y esta antigeni
cidad puede ser utilizada para indicar sus es-
tructuras. La inyeccidn de dextrana con peso
molecular de 800,000 causa necrosis del higado
y de las células renales de los perros, mien-
tras que humanos inyectados con dextranas de
peso molecular de 700,000 sufren inflamacién,
urticaria, dolor de cabeza y broncoespasmo. Es
tos efectos son debidos a la excesiva ramifica

cidn de. esta dextrana (Murphy,1973).

Murphy reporta que las dextranas disminuyen
los niveles de lipidos y colesterol en conejos
alimentados con una dieta alta en colesterol.
Sin embargo, el mismo autor expone que Otros
investigadores mostraron que la dextrana de pe
so molecular de 40,000 no afecta los niveles

de colesterol en ratas ni humanos.

\
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APLICACIONES EN LA INDUSTRIA DE LOS ALIMENTOS

A. Productos Horneados

Bohn {1961) encontrd que la incorporacidn de
pequeilas cantidades de dextrana en masa de pan
enriquecido con 'levadura y gluten produjo pan
que era mads blando y tenia més volumen y vida
itil que el pan ordinarioc hecho de masa sin

dextrana (Glicksman, 1969).

La dextrana utilizada fue la derivada de Leu-

conostoc mesenteroides: con pesos moleculares

de 20 OmL000—401000,000. La cantidad incorpo-

1
rada a la masa oscild de 0.01-10% p/p en base
al contenido de harina. La adicidn de dextra-
na a las masas incrementd las propiedades de

absorcitn de agua y mejord su extensibilidad

por ablandamiento de gluten (Glicksman, 1969).

Toulmin en 1956, prepard conos de dextrana pa-
ra helados, la:dextrana fue mezclada con azﬁf
car, leche y agua o aceite para dar una goma

que puede ser moldeada y horneada (Glicksman;

1969) .
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B. Bebidas

Hamburg en 1934, utilizd dextrana para reempla
zar del 10 al 20% de la malta en la produccidn
de cerveza Pilsener, y reportd que las cerve-
zas con dextrana tenian buen sabor, espuma es
table y el mismo color de la cerveza de malta
pura. Un derivado de la dextrana, la carboxime
tildextrana es un efectivo estabilizador de la
espuma cuando ée agrega en una concentracidn
de 0.5% p/p, a la cerveza o a cualquier otra
bebida fermentada a partir de la malta (Glicks

man, 1969).

La dextrana ha sido utilizada como un estabili
zador de bebidas con leche y chocolate, tam-
bién se ha encontrado que es efectiva como es-
tabilizador de bebidas suaves y gxtractos de
sabores. Glicksman reporta que es utilizable
en la produccidén de jarabes de azilcar no cris-
talizable en los cuales la estabilidad y la
viscosidad son cualidades importantes. Se ha
sugerido el empleo de la dextrana comc un agen

te texturizante bajo en calorias en bebidas 1i

bres de azicar.



C) Confiteriés

Mahoney (1937), describid a la dextrana como
un constituyente deseable para ser utilizado
en todos los productos comestibles en los cua-
les hay un azlcar como componente, fue valori-
zada por su capacidad para prevenir la crista-
lizacidn, mejora la retencidén de humedad, mejo
ra la textura y mantiene el sabor y aparien-
cia. Fue efectivamente utilizada en dulces,

jaleas, mermeladas y frutas en conserva.

Corman y colaboradores (1956), utilizaron dex-
transacarasa purificada para convertir enzimé-
ticamente una solucidén de sacarosa, a un aditi
vo para jarabes de frutas con elevada viscosi-
dad, conteniendo D-Fructosa obtenida de hidrd-
lisis de la molécula de sacarosa. El producto
tiene una dulzura realzada, sabor y olor supe
riores a los de los procesos comunes. La vis-
cosidad puede ser controlada por las condicio-

nes de reaccidén y por la adicidén de dextransa-

carasda.
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D). Peliculas Protectoras de Alimentos a Base

de Dextrana.

La dextrana ha sido empleada para preservar
una gran variedad de alimentos, porque los pro
tege de la pérdida de agua durante el almacena
miento, y de los efectos deteriorantes de la

exposicion al aire (Glicksman, 1969).

Se han utilizado soluciones acuosas de dextrana
nativa o hidrolizada para preservar camarones
y otros productos. Similarmente, otros alimen
' tos, tales como carnes, frutas secas-y queso
pueden ser cubiertos con una pelicula de dex-
trana que protege al alimento contra la deshi-
dratacidén durante el almacenamiento, permitien
do la eliminacidn de gases desde el alimento

(Glicksman, 1969).

Glicksman en 1969 reportd que se habian utili-
zado dispersiones de dextrana conteniendo anti
bidéticos como una cubierta protectora para co-
mida rapida congeléda, tal como pescado o espi
nacas. Las peliculas de dextrana prolongan la
vida Gtil del alimento durante el almacenaje y
retarda la descomposicidén durante el descongela

do.
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2.5.3

2.5.4

OTRAS APLICACIONES

En 1950, se sugirid la utilizacidén de la dex-
trana como un acondicionador en gomas de mas-
car asi-como también en helados y empleada en
la manufactura de confituras y cremas sintéti-
cas. En general la dextrana podria reempla~'
zar, por completo o en parte, a las gomas como

la arébiga, karaya, tragacanto o alginatos.

En el cuadro 6 se presenta un resumen de otras

aplicaciones de la dextrana (Glicksman, 1969).

DERIVADOS DE LA DEXTRARA

Entre los derivados mas importantes de la dex-
trana se tienen los €steres inorgédnicos, los

complejos de ferridextrana y geles de sephadex.

Muchos ésteres, é&teres y mezclas de ambos produc
tos de dextranas fueron descritos por Stahly y
Carlson en 1941. algunas de esas mezclas se
describieron como aptas para ser usadas en pro
duccidén de lacas. El éster de 4dcido sulfdrico

de dextrana fue descrito por Grénwall en 1945
como poseedor de una potencia anticoagulante

comparable a la de la heparina (Undekofler,1954).
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AREAS DE APLICACION Y ©PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS

DEXTRANAS

AREA

APLICACION

PROPIEDAD FUNCIONAL

Farmacéutica

Crioprotectivos

Composicidn cpaca de

‘Rayos X

Vitaminas insolubles en
agua

Fabricacidn de tabletas
Complejo ecloro-dextrana

Inhibe dafic de c&lulas en congelamien
to.

Agente Suspensor
Agente estabilizante.
Agente enlazante

Inhibe sabor y accidn irritante esto -
macal .

Cosméticos

a A -y
Preparaciones cosméticas

Suavizador de arrugas

Alimentos

Jarabes y dulces
Confeccidn de gomas y
jaleas.

Helados

Elaboracién de pudines

Mejoran retencidn de humedad e inhiben
la cristalizacion. .

Agente gelatinizante

Previene el compactado y la formacidn
de hielo.

Agente- texturizante.

Aceites de perfora-
ciodn.

Fluidos de perforacién

Lodos de perforacion

Scluciones para llenado
subterraneos.

Inhiben la pé&rdida de agua y protegen
las paredes.

Coloide de proteccién

Incrementar la viscosidad del agua.

Misceldneos

Produccidn de combustible
nuclear.

Produccion de metal en
polvo.

Purificacidn de soda
rd -
cdustica

Manufactura de alumina.

Resinas de olefinas poli-
merizables

Agente complejante.

Cel-de precipitacidng suprime el cre-
cimiento de cristales.

Precipita hierro en forma de comple -
jos (Ferrodextranaj..

Agente de sedimentacidn,

Sellador y modificador

FUENTE: Glicksman, 1969
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Otros derivados que han sido descritos incluyen
los acetatos y aril carbamatos, ademids, se des-
cribid el uso de un ester acido como un medio de

intercambio catidnico (Underkofler, 1954)

A pesar de las.miltiples utilidades de la dexs.
trana y sus derivados (ver cuadro No. 7), actual
mente sus principales usos se limitan a dos: co-
mo materia prima para la elaboracidn del comple=-
jo hierro-dextrana utilizado en el tratamiento
de anemias, principalmente en animaies, Yy como
base para la elaboracidén de mallas moleculares
de uso comin en cromatografia en gel (filtracidn
molecular) y purificacidén de productos bioldgi-
cos, siendo sustituida en el &rea alimenticia y
farmacéutica por otro polisacdrido microbiano,
la goma xantana, producida por la bacteria Xan-

tomonas campestris (Quintero, 1985).

Las propiedades mis importantes de la goma Xanta
na son: alta capacidad como'viscosificante; pro-
nunciada seudoplasticidad; elevada estabilidad

de la viscosidad aparente dentro de ciertos ran-
gos de temperatura, pH y concentracidn de sales;
sinergia'en cuanto a viscosidad y fuerza del gel

al combinarse con otras gomas naturales (Quin-
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tero, 1985).

De 1la informacidn presentada en las secciones
2.5.3 y 2.5.4 sobre las aplicaciones de la dextra
na y sus derivados puede observarse que su produc
cidn representaria una alternativa tecnolégica

atractiva para E1l Salvador.

CUADRO 7
DERIVADOS DE LA DEXTRANA Y SUS APLICACIONES

DERIVADOS . APLICACION

ESTERES
Triacetatos de Uextrana Formador de peliculas
Estereatos y palmitatos de Forma un:recubrimiento quimico insoluble en agua y solucio-
dextrana nes jabonosas, pero soluble en solventes no polares.

Fabricacidn de impermeabilizantes.
Froporcionan cohesién al polietileno en superficies metdli-

cas.
Sulfato-dextrana Tratamiento de paperas y de Giceras pépticas.
Fosfato-dextrana Comas de alta viscosidad, inhibe actividad péptica

Nitrato- dextrana o Nitrato| GCeles impulsoras y Explosivas,
Sulfato-dextrana

ENTERES

sulfoalquildextrana Emulsiones fotograficas con incremento en el poder de
recubrimiento.

Bencildextrana Amplia al tiempo de accion de medicamentos.

Hidroxialquildextranas Expansores del plasma sanguineo con mejoramiento en la ca-
lidad de almacenamiento.

Carboximetildextrana - Aglutinante auxiliar en tabletas.

(sal y forma icida) - Estabilizador en helados

- Vehiculos en antibidticos.

- Pesticidas y termicidas.

~ Estabilizador de latex

- Peifculas solubles en agua para empaques de alimentos,
jabdn, etc.

MISCELANEDS

I

Dialdehido-dextrana - Prolonga 1a accidn de medicinas por reaccién con navo-

caina, etc.

Dicarboxido-dextrana - Prolonga 1a accidn de medicamentos.
lodo~ dextrana Compuesto de lode soluble. en agua, no irritante y no toxi-
co.

FUENTE: Murphy, 1873.



CAPITULO III

NUTRICION Y EFECTOS DEL MEDIQ AMBIENTE SOBRE
LEUCONOSTOC MESENTERQIDES

3.1 GENERALIDADES

3.2

Alrededor de 1880, Van Tieghem dié la primera descrip
cidén adecuada del microorganismo causante de la fer-
mentacidén de las soluciones de sacarosa para producir
dextranas; &l llamé a este microorganismo: Leuconos-

toc mesenteroides (Aurice, 1982).

Las bacterias del género Leuconostoc, especialmente

Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc dextranicum -

han adquirido gran importancia en la produccidn de
dextrana a partir de 1940, cuando se descubrid que
ésta podia ser utilizada como expansor del plasma san

guineo (Spencer, 1967).

BACTERIAS DEL GENERO LEuCONOSTOC

El género Leuconostoc puede dividirse en dos grupos:

El primer grupo comprende cinco especies estrechamen-
te relacionadas y dificiles de diferenciar entre si.

Se encuentran en soluciones sacarosas viscosas, vege-

tales fermentados, en leche y productos léacteos.
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El segundo grupo lo forman microorganismos encontra-

dos en vino y pertenecen a una especie! Leuconostoc

0eNos.

Todas las bacterias del género Leuconostoc son dcido-

lacticas, de las cuales s6lo el L. mesenteroides y el

L. dextranicum tiene la habilidad de producir dextra-

na cuando crecen en presencia de sacarosa.

La dextrana producida por algunas especies o varieda-
des de las bacterias puede ser un polimero soluble en
agua, o puede ser una aextrana capsular insoluble en

agua. En algunos casos, ambas se producen simulténea

mente (Honing, 1969).

LEUCONOSTOC MESENTEROIDES

Este microorganismo fue llamado también Ascococcus me

senteroides por Tesenkovskii en 1879 y Betacoccus ara-

binosa por Orla-Jensen en 1919 (Bergey's manual,

1974).

Las €élulas de Leuconostoc mesenteroides son cocos de

forma esférica o lenticular, su tamafio oscila entre
0.5y 1.2 micras de didmetro, dispuestas usualmente

como diplococos y en cadenas cortas. Suelen ser Gram
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positivos. En la figura 7, puede verse un cultivo ti

pico de L. mensentercides (Bergey's manual, 1974).
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FIGURA 7: Cultivo tipico de Leuconostoc mesenteroides

Ampliacidn x1250.
FUENTE: Casida, 1968.

Las cadenas se rodean de una cubierta gruesa, gelati-

nosa, conocida como dextrana.

L. mensentercides, fermenta la glucosa, la malto-

sa, la lactosa, la sacarosa, el manlitol y la arabino-
sa con formacidn de acido y gas. Se encuentra en mate
riales vegetales en fermentacidn y en soluciones azu-
caradas. Estén'clasificados como microorganismos

anaerobios facultatives (Bergey's Manual, 1974).
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En medios de cultivo sélido de sacarosa-agar, se for-
man diferentes tipos de colonias, cuya morfologia de-
pende de la concentracidén de sacarosa, de la edad del
cultivo, de la cepa y del tipo de dextrana producida.
Algunas variedades, particularmente las que provienen
de fuentes lacteas, producen poca dextrana. En 1la Fi

gura 8 se presentan 3 tipos de colonias de L. mesente

roides,

Otras variedades tienen un metabolismo oxidativo aerd
bico utilizando 1 mol de 02 por mol de glucosa y produ
ciendo cantidades equimolares de CO,, lactato y aceta
to. Estas variedades tienen ademds, actividad peroxi

dativa (Bergey's manual, 1974).

FIGURA 8: Colonias tipicas de Leuconostoc mesenteroides
aisladas de jugo de cana.

FUENTE: Walter, 1972.
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El numero de aminodcidos esenciales para el crecimien
to es pequefio, Unicamente la valina y el dcido glutéa-
mico son requeridos por todas las variedades (Ber~-

gey's manual, 1974).

En el cuadro 8 se presentan los requerimientos nutri-

cionales de L. mesenteroides.

3.3.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE L. MESENTEROIDES.

Ninguna variedad soporta calentamientos de 55°C por
30 minutos, aunque cultivos viscosos en ingenios

pueden soportar temperaturas hasta de 80-85°C.

El rango de temperatura para el crecimiento de

Leuconostoc mesenteroides estd entre los 10°C y los

37°C, pero el valor Optimo es de 25°C.

La fermentacidn viscosa de dextrana se ve favoreci-
da a temperaturas que oscilan entre los 20°C y 25°C,
a temperaturas mayores el rendimiento es menor (Ho-

ning, 1969).

3.3.2 EFECTO DEL pH SOBRE LEUCOROSTOC MESENTEROQIDES
\

Las bacterias &dcidos lédcticas son microorganismos

capaces de crecer sobre un amplio rango de pH en la
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CUADRO

8

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE L. mesenteroides

COMPUESTO 5 p/p COMPUESTO t p/p
Fuentes de Energia (2.5) Aminodcidos (0.3145)
Glucosa 2.5 DL - & -alanina 0.0200
Fuente de Nitrdgeno (0.3) L-Arginina 0.0242
Cloruro de amonio 0.3 L-Asparagina 0.0400

L-Acido aspartico 0.0100
Minerales {0.144)
) L-Cisteina 0.0050
Fosfato potdsice 0.060
_ L-Acido glutimico 0.0300
Fosfato dipotdsico 0.060
Glicina 0.0100
Sultfato de wmagnesio hep-
tahidratade 0.020 L-Histidina HCI 0.0062
Sulfato de hierro hepta- DL-Isoleucina G.0250
hidratado 0.007
DL-Leuecina 0.0250
Sulfato demmganeso te -
trahidratado 0.002 L-Lisina HCI 0.0250
Cloruro de sodie 0.0 DL-Metionina 0.0100
Sales Organicas {2.000) DL-Fenilalanina 0.0100
Acetato de Sodio 2.000 L-Prolina 0.0100
DL-Serina 0.0050
Vitaminas (0.0004211)
. DL-Treonina 0.06200
Tiamina 11C1 0.0000500
DL-Triptdfano 0.0040
Piridoxina. HCI 0.0001000
L~-Tiresina 0.0100
Piridoxamina. HCI 0.0000300
DL-Valina 0.0250
Piridoxal. HCI 0.0000300
Pantotenato de calcio 0. 0000500 Purinas y Pirimidinas (0.004)
Riboflavina 0,0000500 Sulfato de adenina
hidratado 0,001
Acido nicetinico 0.0001000
CGuanina HCY dihidratado 0.001
Acido p-aminobenzoico 0.0000100 Uracil 0.001
Biotina 0.0000901 Xantina HC1 0.00%T
Acido folicgo . 0.0000010

FUENTE: Roger and

Stanier, 1976.
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presencia de &cidos orgdnicos. El mecanismo de tot
lerancia 4cida- de este grupo de MICTOOYZanismos no

estd a{in bien comprendida (Mc Donald, 1990).

Mc Donald y colaboradores en 1990, determinaron aue

el pH en el interior de la c&lula de Leuconostoc

mesenteroides responde a los cambios del pH en el ex

terior de la célula, creados por el propio microorga
nismo o por la adicién al medio de crecimiento, de
dcido lactico o acético o por cualquiera de sus sa-
les. Cuando el pH externo decrece el-pH celular in-
terno decrece también hasta un valor minimo de 4.5,
{como se observa en la figura 8a) al que le corres-
ponde un pH externo de 3.5, despuds del cual ya no
se ejerce efecto ae disminucidn del pH interno por

el pH externo.

" También se ha reportado que el crecimiento de Leuco-

hostoc mesenteroides se detiene cuando el pH inte-

rior de la cé&lula alcanza valores entre 5.4 y 5.7,
en la figura 8a se observa que a ese pH interno co-
rresponde un pH externo de 4.3, pH al cual también
se detiene el proceso fermentativo de produccién de

dextrana.
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7.0
6.5
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.0 | T i T T

3.0 .5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0
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FIGURA 8a: Efecto de la variacién del pH externo sobre
: el pH interno en Leuconostoc mesenteroides
FUENTE Mc Donald, 1990
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CULTIVC DE LEucomosToC MESENTERQGIDES-

Se han formul?do varios medios de cultivo Y entre
éstos, uno de los medios de aislamiento para Leuco-

nostoc mesenteroides es el propuesto por Hasid/Ba-

ker (Aurice, 1982y Y que puede verse en el Cuadro 9.

CUADRO 9
MEDIO DE AISLAMIENTO HASID/BAKER PARA

Leuconostoc mesenteroides

CONTENIDO %p/p
Sacarosa 6.00
Extracto de levadura - 0.25
Fosfato de potasio 0.50
Sulfato de magnesio 0.02
Sulfato de amonio 0.06
\‘ .
Agar . 1.50

FUENTE: Prescott, 1954



45

Para su desarrollo se muestra en el cuadro 10, 1a

composiclion de un medio que puede utilizarse sdlido

o liquido (Prescott, 1953).

CUADRO 10

MEDIO DE DESARROLLO PARA Leuconostoc mesenteroides

CONTENIDO MEDIO SOLIDO (%p/p) IMEDIO LIQUIDO(%p/p)
Sacarosa 2.00 2.00
Extracto de

~levadura 0.50 0.50
Fosfato

monopdtasico 0.25 0.50
Triptona 0.25 0.25
Agar 2.00 0.0¢C
pH inicial

{2prox.) 7.4 7.4
FUENTE:. Prescott, 1953

La Northern Utilization Research

and Development,

Divisidn del Departamento de Agricultura de los Es-

tados Unidos en Illinois, desarrolld un medio cono-

. . \ . oa
cido como de ''Basamin Busch', cuya composicidn se

detalla en el Cuadro 11.
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CUADRO 11

mesentercides

" BASAMIN / BUSCH "
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PARA Leuconostoc

CONTENIDO t p/p
Sacarosa 3.000
Extracto de levadura 0.500
Fosfato dipotésico 3.000
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.020
Cloruro de sodio 0.001
Sulfato de hierro heptahidratado 0.001
Sulfato de manganeso hidratado 0.001
pH inicial 7.4

FUENTE: Prescott, 1953

Este medio se puede utilizar en fermentaciones lle-

vadas a cabo a nivel de laboratorio o cuando se pre

para un inoculante para aplicaciones a nivel de

planta piloto (Prescott,

El precultivo en el cual la bacteria es producida

1953) .

puede ser provisto con una fuente de ¢arbono distinta

a la sacarosa, aunque ésta siempre es utilizada para

la produccidn de dextrana. Por ejémplo, se sabe gquecua
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tro cepas puras de L. mesenteroides fueron cultiva--

das en un substrato conteniendo .10% de L-arabinosa o
D-xilosa; otros cultivos preliminares fueron prepara
dos utilizando 0.01% - 2.0% de acetato de sodio, D-

glucosa, D-fructosa o sacarosa en bajas concentracio

nes, como fuente de carbono. Cepas de L.mesenteroides,

también han sido cultivadas en dcidos grasos de bajo
peso molecular,alidos di y tricarboxilicos y alcoho-
les de bajo peso molecular. Sin embargo, concentra-
ciones bajas de sacarosa ', que no conducen a la for-
macidén de dextrana, son cominmente mis utilizadas.
Un precultivo utilizado por Earbwerke Hoescht Akt pa

ra multiplicar L. mesenteroides consiste en extracto

de levadura, 0.15%; extracto de carne, 0.15%; cloru-

0,

ro de sodio, 0.35%; fosfato monopotdsico, 0.13

@

; fos

fato dipotésico, 0.1%; y sacarosa, 1% (Murphy, 1973).

FIANTERIMIENTO DE LEUCOROSTOC MESENTEROILDES.

La cepa del microorganismo es mantenida en tubos
conteniendo médio sdélide inclinado, cuya composi-

cidn se detalla en el cuadro 12.
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CUADRO 12
MEDIO DE MANTENIMIENTO PARA L. mesenteroides

CONTENIDO ' . CANTIDAD (g)
Triptona : | 10
.Extracto de levadura : 5
AzQcar morena 100
Agar 20
Agua destilada para completar 1000

pH 7-7.2

FUENTE: Prescott, 1953

~ El medio se esteriliza durante 15 minutos a 121°C.
.El microorganismo es desarrollado originalmente en
¢l mismo medio pero, sin agar, en donde se deja por
espacio de 18 a 24 horas a 25°C; posteriorménte, se
pasa a tubo inclinado, se coloca en refrigeracién y
se resiembra cada uno a dos meses para un manteni-

miento satisfactorio de la cepa.



CAPITULO IV

METODOS DE PRODUCCION

La dextranas nativas se pueden producir por procedimientos
de fermentacidn, o por un método indirecto que implica la
obtencidén de dextransacarasa en condiciones Optimas para
su elaboraciodn, seguida de sintesis enzimidtica “(Prescott,

1955) .

E1l procedimiento enzimdtico tiene la ventaja de producir
directamente un porcentaje fazonable de dextrana con un pe
so molecular promedio del orden del necesario para fines
clinicos, resultando por esta razdén menos complicado (Prei

cott, 1955).

Para producir dextrana clinica, es necesario efectuar un

fraccionamiento en ambos métodos de obtencidén. El fraccio
namiento puede hacerse a través de una hidrélisis 4cida -
controlada, depolimerizacidn enzimitica o por métodos fisi

Cos.

En algunos casos se utilizan métodos de produccidén que in-
volucran el uso de iniciadores patrones de dextrana de pe-
sos moleculares conocidos, a fin de obtener dextranas den-

tro de un rango de pesos moleculares deseados.

49
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MATERIAS PRIMAS

La sacarosa es el principal aziicar utilizado como materia
prima para formacidén de dextrana, aunque segiin Bauerl Yy
Owen, puede utilizarse en la forma de melazas o como saca-
rosa refinada, forma con la cual, se han hecho la mayoria
de investigaciones. Ademds, se han empleado jugos de plan
tas como materia prima en diferentes estudios, por ejem-
plo, aguamiel, jugo de remolacha de azficar, vino y jugo

de cafia de azlcar (Underkofler, 1854),

La produccidn de dextrana a partir de azficar refinada de
cafia ha mostrado ser estimulada por ciertos productos cru-
dos de plantas, incluyendo azlcar bruto, azlicar de maple y

un estracto de higos (Underkofler, 1954).

MECANISMO DE 1A FERMENTACION

¢

El mecanismo de la fermentacidn en la produccidén de dextra
na a partir de sacarosa no esté alin bien comprendido. Ka-

gan y-otros establecieron que Leuconostoc mesenteroides

era capaz de fijar fbésforo inorgéinico en la presencia de

sacarosa, pero no de glucosa ni fructuosa. Mds tarde, con

cluyeron en sus estudios que el azilicar fosforilada no par-

ticipaba en la sintesis de dextrana.
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En 1950, Hassid establecidé que la reaccién involucra la
ruptura del enlace dﬁ(l,4) glucosafructosa en la molécu
la de sacarosa y la formacidn de un enlace glucosidico

‘oL (1,6), entre las moléculas de glucosa para formar dextfg'
na. FEvidentemente, sdlo la molécula de glucosa de 1a éacg
'rTosa es utilizada en la formacidén de la molécula de dextra

na. Ni la glucosa sola, ni las mezclas glucosa-fructosa

formardn dextrana, la sacarosa es esencial,

La reaccidén para la formacidén de dextrana a partir de saca
rosa por la accidén de la dextransacarasa se muestra en la

figura g.

H o/ CH,0H

B ooH S OH M
{HiOCH3 CH»

/
.. / /
: o 0 /
H/H H 0 H/H H o
HON OH H HO\OH H
H OH H OH

8]
HOCH: H

HO CHa20H

H OH

o H

FIGURA 9: Reaccidn'de fqrmacidﬁ de dextrana a partir de
la sacarosa.

FUENTE: Underkofler, 1954
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4.3 PROCESO FERMENTATIVO.

52

La fermentacifn en si misma es muy simple. Un medio de sa
carosa y estracto de levadura, esterilizado y amortiguado

se inocula con Leuconostoc mesenteroides y se deja que

.crezca sin regulaciones: mo se utiliza ni aireacidén, ni

agitacidén; tampoco se controla la temperatura o el pH. Las-

células crecen en el medio lo cual es indicado por la cai-

v

.carasa, que hidroliza la sacarosa remanente y polimeriza

-la glucosa, formando la dextrana. Datos tipicos de este

fendmeno pueden observarse en la 'Figura 10. Aunque toda

la sacarosa es consumida, al final, el rerndimiento de dex-

trana es solamente alrededor del 25%, comparado con el Ten

dimiento estequiométrico de 49%. Los datos de la figura

fueron obtenidos utilizando una concentradién inicial de

sacarosa de 170 g /L.

La dextrana nativa formada se precipita con metanol o eta-
nol y se separa asi del liquido de fermentacidén (Landon y

Webb, 1990).

La produccidén de dextrana consta de tres etapas principa-
les. La primera es la propagacién del microorganismo Leu-

conostoc mesentercides a partir de una cepa pura, hasta ob

fda del valor de pH, produciendo 'al mismo tiempo,'dextransé .
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FIGURA 10: <Curvas de variacidn de pH y concentracich de
. 'sacarosa y dextrana para una fermentacidn tipica

de sacaroga utilizando ‘Leuconostoc mesentéroides. -

FUENTE: - Landony Webb, 1990.
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tener una cantidad suficiente de células pafa que sinteti-

cen una elevada concentracién de enzima dextransacarasa.

En la segunda etapa se realiza la sintesis enzimdtica de
la dextrana en una solucidén de sacarosa que contiene ade-
mis, extracto de levadura, fosfato como amortiguador y tra

zas de sales de algunos metales como Magnesio, hierro, man

T

ganesc , e hidroxido de sodio para neutralizar el exceso

de dcido formad% durante la etapa de fermentacién anterior;

»

en la tercera etapa se efect@ia la recuperacidén de la dex-



trana por medio de una prec1p1tac1on con alcohol et111co 0

" metilico, luego se lleva a cabo la . purificacién que com-

prende Vgrlas etapas de lavado, reprecipitacidn y disoclu-

cién, por dltimo la dextrana purificada se seca.

L

4.3.1 PROPAGACION DE.: L EuCONOSTOC MESENTEROIDES

El microorganismo utilizado generalmente en la in-

dustria’es Leuconostoc mesenterocides. . Este coco
produce una dextrana, en la que predéminan los enla
ces ot (1,6) a partir de una solucidn nutfitiya
(medio de cultivo) que contiene sacarosa, minera-

les, vitaminas y agar (Prescott, 1954).

Dicho medio se esteriliza durante 15 minutos a121°C
em autoclave. E1 Brganiémo es tfasladado=dél.ME—_
. dio sdlido al medio liquido como el que se muestra
en el cuadro 10 (séccidn 3.3.3), en donde ‘se desa-
rrblla el microorganismo durante 18 a 24 horas a

temperatura de 25°C. .

La preparacién del inoculante se inicia transfirien
do células de cultivo en medio de mantenimiento 1i-
quido al medio de desarrollo del inoculante, dejin-

dolo crecer,'durante 24 horas,

P



- El1 voluﬁen dél indéculo es el 10% del volumen total
. del medio después de la inoculacién. E1 traslado se
lleva a cabo en etapas hasta alcanzar el volumen final

del cultivo.

La composicidén del medio para el crecimiento del inbécu’
lo y para la produccién de dextrana soluble en agua,

. se muesfra en el cuadro 13 (Murphy; 1973).

CUADRO 13

L}

COMPOSICION DEL MEDIO LIQUIbO]ﬂEDE&HmOLMJDEL INOCULANTE

PARA PRODUCCION DE DEXTRANA

55

COMPONENTGE " CANTIDAD (g)
Sacarosa o 100.0
Extracto de levadura ; ) 2.5
‘Sulfato-deimagnesio heptahidratado 0.2
Fosfato dipotéasico ’ . 5.0
Agua destilada ' 1000-0
pH inicial ' : 7.0
\

FUENTE: Muyphy, 1973
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SINTESIS DE DEXTRANA NATIVA

El medio de fermentaéién tiene la misma composicidn
que el medio del inéculb. Este medio se esteriliza
a 121°C, por 20 minutos. E1 cultivo se incuba-a

25°C, hasta que el pﬁ alcanza el valor de‘4.8 (Pres

cott, 1954). .

‘Durante la fermentacidn, el pH decrece debido a la

produccién de dcidos orginicos, a la vez que aumen-
ta la viscosidad del medio a causa de la sintesis

de dextrana (Prescott, 1954).

Utilizando melaza como substrato se obtiene una dex
trana que tiene varios usos técnicos. Jiricek,'de—
sarrolld un procedimiento empleando en el medio,
OlS%;a 0.7% de éarbonato de calcio, que actda como
amortiguador y estimulante de la\dextransécarasa,
permitiendo utilizar altas concentraciones de saca-
rosa y consecuentemente obténer altos rendimientos

de dextrana (Murphy, 1973).

PRODUCCION DE DEXTRANA CLINICA
\

t

La dextrana hativa normalmente tiene un peso molecu,

*

lar alto, mayor de 2 millones lo que la hace inapro
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piada para sustituir el plasma sanguineo. Hasta
1973 se han preparado dextranas de pesos molecula
res ;apropiados para uso-clknico, eﬁtre 70,000 vy
40,000, por depolimerizacién controlada de las dex-
tranas nativas. Las investigaciones posteriores;
fueron dirigidas a la sintesis én un solo paso, es
decir, obtener dextrana clinica a partir de sacaro-
sa. - En el cuadro 14, se presentan medios de culti-
VoS utilizados'para obtener dextranas con pesos mo-

leculares dentro de un rango determinado.

CUADRO 14
MEDIOS DE ‘CULTIVO PARA Leuconostoc mesenteroides

QUE PUEDEN SER UTILIZADOS PARA CONTROLAR EL PESO

I
MOLECULAR DE LA DEXTRA“& PRODUCIDA -

RIS ——— e v - o

p—
f

PESOlMOLECULAR MEDIO DE CULTIVOQ

Menor de 60,000 : 20-80% p/p de sacarosa
0.1 a 10% p/p de
D-glucosa
D-fructosa
’ Maltosa
Isomaltosa
10,000-504000 20-40% p/p sacarosa

_ 1-6% p/p D-glucosa
0.5-4% P/P gextrana de
' bajo peso molecular.

40,000-3000,000 con 10% p/p de ‘sacarosa
reﬁdlmlento de 85 y 2% de dextrana con un

90% . peso molecular de 20,000
FUENTE: Murphy, 1973.

—t e an e e, ™ T,
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Utilizando este procedimiento, el ﬁeso molecular

del producto puede calcularse con la ecuacidn 1

M1 = M2 (1 + Ccl1/C2) B (1)
donde : o . :

M1 = Peso molecular del producto

M2 = Peso molecular de la dextrana iniciadora

-Cl = Concentracidén de las unidades glucopiranosiles

C2 Concentracioén de la dextrana iniciadora

RECUPERACION DE LA DEXTRANA

Al medio agotaﬁo (posterior a la fermentacién), que
contiene déXtrana, azlicares no fermentadqs,.produc—
tos de fermentacidn (como los écidos'acético'y lac-
tico, etanol y otras sustancias), selles agfega una
cantidad aprokimadamente iguai_de -méianol © etanol

para precipitar la dextrana (Prescott 1954).

La dextrana nativa precipitada se disuelve en agua

exenta de pirbgenos (agua bidestilada con un conte-

nido de sélidos totales inferior a 1.5 ppm) que se

encuentra a una temperatura entre 60-70°C.. Se re-

pite la'precipitacién con metanol o etanol para eli

- minar las impurezas ocluidas en el primer precipita

do (Prescott; 1954).
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. . f
~ Durante el secadb 1la dextrana no debe estar expues-

ta por mds de 5 s a temperaturas mayores de 920°cC,

La dextrana es altamente higroscépica, en consecuen-
cia, se debe envasar en recipientes'que'asegﬁreﬁ una
proteccidn adecunda contra la-abhsorcidn de humedad

(Prescott, 1954).. ;

+

La Figura 11, es el diagrama de bloques del proceso

en el cual se presentan' las etapas anteriormente

descritas.

PROCESO ENZIMATICO PARA LA PRODUCCION DE DEXTRANA

La Dextrana puede producirse por un método indirecto que

implica la produccién de la dextransacarasa en un fermehpgl
dor discontinuo a pH constante. Después, la enzima es con -
centrada Y purificada para producir el pollmero en un fer~1'
mentador principal libre de celu}as. Los reactores utili-

zados para este propdsito incluyen a los de lecho empacado

con dextransacarasa inmovilizada y 1los de lecho cromatogra-

flCO mévil (Landon y Webb, 1990).

"

+

El procedimiento para la sintesis enzimidtica de dextrana

lleva impﬂicadas cuatro fases, la primera, consiste en la

produccién de dextransacarasa por via fermentativa, utili-

zando para ello, el microorganismo Leuconostoc mesenteroi-



Leuconostoc mesenteroides

Sales . { siembra ) Levadura
Agua l
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)
FIGURA 11: Dlagrama de bloques del proceso de produccidn
de Dextrana a partir de azicar cruda apllcan—
do el proceso fermentativo.
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des. La segunda etﬁpa es la eliminacidén de las células
bacterianas del medio de produccién; la tercera, implica
la sintesis de dextrana en uﬁa_mezcla de reaccién que con-
tiene sacarosa, agué y dextfansacarasa, en condiciones cui
dadosamente reguladas. La cuarta etapa consiste en 1la
precipitacién, lavado v secado de la dextrana (Prescott,

1954,

4.4;1 PRODUCCION DE DEXTRAMSACARASA : !

La dextransacarasa utilizada para la sintesis enzi
matica de dextrana es producida por el microorga-

nismo Leuconostoc mesenteroides. El medio de cul-

tivo utilizado a escala de laboratorio consiste

Je: sacarosa como fuente de carbono; extracto- de

levadura como compuesto nitrogena@o y fuente de cé
factores,.NazHPO4 6 K,HPO,, como amortiguado% Voo
trazas de sales inorgidnicas como puede verse en el
Cuadro 15 (Landon vy Webb,, 1990).

CUADRO 15
COMPOSICION DEL MEDIO PARA PRODUCCION DE DEXTRAMSACARASA

CONTENTIDDO JCANTTI'DATD
Sacarosa ' ! 10 g /L
Extracto de levadura : 40 g / L
Fosfato dipotédsico 20 g / L.
‘Sales para 100 ml de agua destilada 0.5% v/v
MgS04.7H20, 4 g; NaCl, 0.2 g;
FeS04.7H20, 0.2 g;MnS04.H20,0.2 g

FUENTE: Barker, 1990.
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1 ! C
Despuéé de preparado el medio, el PH se ajusta a
valores entre 6.9 y 7.0 y se esteriliza a 121°C

por .20 minutos.

]

La temperatura utilizada para 1la produccion de la
enzima es de 25°C, el indculo generalmente se pre

|

para sembrando un volumen superior al 5%. Los
cultives se desarro;lan'durante 12 horas en cada
una de las fases de ‘preparacion del iniciador
(Prescott, i954).

Se' ha demostrado cue el pH tiene un agran efecto
en la producciocn de dex;ransacarasa. Tsuchiya y
colaborédorés llevaron a cabo fefmentaciones en
reactores discontinuos a valores de pH constante
entre 6.1 y 6.9, demostrando gque lalméxima concen
tracicn de enzima se alcanza a pH de 6.7 y la ma-
Xima VelociQad de produccidh a pH de 6.1; sin em-
ba{go,estos no son los vaiores de pH obtimos para
la ;etencidh de la actividad enzimadtica como pue-
de verde en la figura 12, en donde, se observa
gque a pH 5.2, la enzima mantiene su actiwvidad
(Landon y Webb, 1990), pudiendose mantener inal-
teradé en filtrados de cultivo,durante 24 horas

‘e incluso mds, a una temperatura de 25°C (Lazic

y Veljkovic,1991).
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ELIMINACION DE BACTERIAS

*
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Figura 12: Efecto del pH sobre la estabilidad de
la .dextransacarasa a 250¢.

FUENTE: Landon y Webb, 1990.

Se puede efectuar una eliminacién absoluta de célu-

las empleando filtros Seitz, de membrana o molecula

res.

Tealiza por centrifugacidn.

Sin embargo en la pridctica, la eliminacién se

Tras la eliminacidn de cé&lulas y materia en suspen-

ULs*  nidades de Dextransacarasa (ver seccich 4.4.3)
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sidén se ajusta inmediatamente el pH del filtrado a
5-5.2. El liquido qﬁe contiene la enzima se puede
conservar a este pH a una temperatura de 15°C, du-

rante 30 dias o més sin pérdidé apreciable de la'aE

tividad.(Prescott, 1954).

SINTESIS DE DEXTRANA

Para la sintesis del polimero a través de un proce-
so libre de células; se ha calculado que la. activi-
dad de 1a dexfranSacaraéa debe ser aproximadamente
5-UDS* /ml (una unidad UDS ha sido definida como 1la
cantidad de enzima que convierte un miligramd de sa'
carosa a dextrana en una hora a pH de 5.2 y a 30°C,
en una soluc10n con 10% de sacarosa), -en el fermen-'
tador pr1nc1pal, para mantener una producc1on acep-
table, dicho valor es alcanzado inoculando uﬁ volu~

men del 4% del volumen total (Landon y Webb, 1990).

‘PRECIPIThCION, LAVADD Y SECADC DE LA BDEXTRANA

Generalmente, la polimerizacidén se completa en 4-5
horas, en experimentos a escala de laboratorio. Pos
terior a €sto, el polimero formado se precipita con

soluciones de etanol cuya concentracidén depende del

4
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peso molecular de la dextrana que se desea precipi-
tar; se disuelve en agua libre de pirdégenos y por - S
ultimo, se somete al proceso de secado que puede

ser por Spray o liofilizacidn (CODETEC, 1991).

4,5 METODOS DE DEPQOLIMERIZACION DE DEXTRANA NATIVA :

4,5,1 METODO QUIMICO DE DEPOLIMERIZACION DE DEXTRANA NATIVA oo

El método élésico’para.producir dextrana adecuada

para uso clinico es por depolimerizacidn parcial de
dextrana nativa, por hidrdlisis &dcida catalizada.

El peso molecular deseado es obtenido limitando el ;
tiempo de reaccidén, la temperatura y la concentra-
ci6n del 4dcido. La mezcla de fermentacién puede
ser hidrolizada directamente. Se han obtenido al-
tos rendimientos limitando la extensidén de la hidré
lisis y'rehidrolizando las fracciones de mas alto
peso molecular recuperadas. 'La hidrdélisis en pre-
sencia de un alcohol séluble en agua o cetona, (que
.aparentemente inhiben la divisidén) permite produc-
tos mds uniformes y de més alta;wiscosidad. Un pro
ceso involucrando hidrélisis y pésos alternos con

extraccidén por solvente incrementa el rendimiento
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de dextrana en el rango de peso molecular’élinico,
. donde, la dextrana de bajo peso molecular -es extrai *

da del lecho del solvente (Murphy, 1973).

La cinética de la reaccidn de depolimerizaﬁién dci-
da catalizada ha sido estudiada por quff,'Kobéya<

shi y Jones. La energia'de activacidn para la reac:

cién es de 33 Kcal /mol (Murphy, 1973).

Las soluciones de dexfrana son simultdneamente depo
1imeriz§das y depirogenizadaslpor calentamiento'en
presencia de perdxido de hidrdgeno. Las sales de
hierxro y éarbonato de calcio, mantienen el pH en

7.0 en la mezcla que ée depolimeriza, y pueden ser

utilizadas junto con el perdéxido (Murphy, 1973) .

La degradacion parcial de la dextrana es afectada
por tratamientos con hidrdxidos de metales alcali-

nos. Tratamientos con hidréxido de potasio a 26°C,

reducen el peso molecular de la dextrana de 5 X 106

5

a 1.5 X 10° (Murphy, 1073).

La dextrana es depolimerizada por alcohdlisis con
alcoholes polihidricos, los cuales, en caliente se

\ - ~
comportan como solventes y reactantes. Pequefias
t
cantidades de adcido catalizan la reaccidén. La depo
limerizacidén puede también, llevarse a cabo por ca-

[
1
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lentamiento en presencia de agua y sales neutras a

120°C-160°C, bajo presién (Murphy, 1978).

METODO ENZIMATICO PARA DEPOLIMERIZAR LA  BEXTRANRA
NATIVA., " : ’

Las Enzimas de mohos, tales como Penicillium funicu-

3

losum y Verticillium coccorum, son capaces 'de degra

dar la dextrana. Dextranasas eficaces son elabora-

das por cuatro cepas de P. funiculosum, cuatro ce-
. _ .

pas de P. lilacinum y una cepa de P. verrucolosum:.y

una de Spicaria violacea. Dextranasas de una cepa

de P. lilacinum y una cepa de P. funiculosum hidro-

lizan la dextrana producida por L. mesenteroides a

mezclas complejas de cadenas principales y oligosa-
caridos enlazados. FEn-la proximidad de los .puntos
de ramificacién & -D- (1,3), algunos enlaces o -D-
(1,6} de la cadena principal son resistentes a ia

hidrélisis por estas dextranasas (Murphy, i978).

Dextranasas pueden ser aisladas de especies de Chae-

tomiun, Streptomyces, Humicola, 'Sporotrichum; Anixe-

lla, Macrosporium, Gibberella, Gloesosporium y Glo-

'merella. Una dextranasa de Chaetomium -gracile’

F218-8 baja la viscesidad de una solucidn de dextra
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na a la mitad de su valor inicial en 13 minutos

(Murphy, 1978).

E1 Aspergillus wentii, elabora una endodextranasa

que degfada a pesos moleculares relativamente ba-
jos. Dextranas clinicas son producidas por, adicidn
de dextranasa a la solucidn de cultivo, que contie-
ne dextrana, después de ebullirla para inactivar:
cualquigr enzima bacterial y enfriarila. Uda refina

cibn de este proceso produce dextrana con una enzi-

ma de Leuconostoc mesenteroides y la degrada con

dextranasa de Aspergillus wentii concurrentemente.

Una glucoamilasa concentrada de Aspergillus niger

degrada completamente la dextrana a D-glucosa (Mur—

phym 1973).

Dextrana (1,6)—glpcosidasé aislada del higado de
personas y coné€jos rompe no s6lo los enlacés &L ~D-
(1,6) glucésidicos sino también lgs enlaces- oL -D-
(1,3). Normalmente, la déxtranglucosidasa:animal
hidroliza 165 enlaces cL-D-(l,Sj ﬁés rapido queulos
enlaces o -D-(1,2) o ol -D-(1,6), pero si la dex-

trana es preincubada con concanavalina A, este or-

[

den es invertido, aparentemente porque la concanava
lina -A forma un complejo-con el terminal no reduc-

tor de las unidades de glucosa en las dextranas con
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enlaceserD—(i,S), y retarda la actividad de la en—

zima tMurphy, 1973}, .' o

v

METODOS FISICOS DE DEPOLIMERIZACION DE DEXTRANAS
NATIVAS.

Al utilizar vibraciones ultrasodnicas el peso molecu

8

lar de una solucidn acuosa de Bextrana decrecid. de

35,000 a2 un minimo de aproximadamente 20,000 al ser -

expuesta 840 Kc/8 durante 3 horas. La degrada-

C16n ultrasdénica ocurre lentamente cuando se burbu-

‘jea di6xido de carbone en lugar de aire a través de

la soluciéh.'_Hawley‘y Dunn midieron la absorcidn

ultrasdnica de la dextrana en soluciones acuosas qg'

mo una funcidén del peso molecular y frecuencia. Las

vibraciones sénicas mostraron una tendencia a rom-

per enlaces & ~(1,6), mientras que la irradiacién -

ultravioleta no rompe ningiin enlace d-;(l,6) en so .

luciones de dextrama B-512 (Murphy, 1973).

La corriente alterna también puede causar degrada-

~cidn de la dextrana. Dentro de los principales

efectos que causa\la irradiacién gamma se observan

. la depolimerizacidén, un cambio en la forma de la ra

J
mificacidn y reacciones oxidativas (Murphy, 1973).



R 0

CAPITULO V -

PRODUCCION EXPERIMENTAL DE DEXTRANAS‘

L3
o

El trabajo experimental se realizd en los laboratorios de
Ingenieria Quimica (Planta Piloto) de la Universidad de E1

Salvador. '

Durante el desarrollo del mismo se permitid no sdlo fami- -

]

liarizarse con la bacteria Leuconostoc mesenteroides, sino

también con el proceso fermentativo para la produccidn de

dextrana, en el que dicha bacteria participa.

.Los reésultados obtenidos en esta parte serdn la;base:para

la etapa de optimizacidn de los pardmetros del proceso. .

5.1 OBJETIVOS DEL TRABAJO

a) Aislar y caracterizar un microorganismo productor

: . 4
| de dextrana. -

b) Determinar el rango de concentraciones de sacarojr'
sa al cual el microorganismo crece y produce‘dex:
trana sin ambientacich previa; asi como tambien
la concentracidn inicial.méiima de sacarosa 'a
la gque el microorganismo crece y produce dextra-,

na con acostumbramiento previo.

70
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c) Efectuar el segiimiento de la fermentacidn analizando-

azdcares reductores Yy consumo de sacarosa conforme ai
| | . ) [

tiempo para distintas concentraciones iniqiales de
sacarosa, para detérminar la concentraciﬁﬁ’inicial dg
géﬁcar a la cual se logra rendimiento de dextrana.

d) Construir las curvas de crecimiento de 1la bacteria
aislada, dentro del rango de concentraciqnes de saca-
rosa iniciales que ofrezcan mejores rendimientos;

e) Deﬁerminar las cohdiéiones, mas adecuadas para la'prg.

duccidén de dextrana.

f) Determinar el peso molecular de la dextrana producida.

ALSLAMIENTO E IDENTIFICACIOH JE UN MICROORGAMISNO PROBUCTOR
DE_DEXTRANA '

El crecimiento de las bacterias del género leuconostoc,

depende de la presencia de un carbohidrato fermentable;
Yy segin las especies pueden requerirse uno o mis aminb-
scidos y/o vitaminas. El acido pantoténico y la bioti
na son requeridos por todas las especies pero la cobali-
né‘y el acido p-amino benzoico por ninguna.’

Generalmente se utiliza glucosa como fuente de carbdno,

que es fermentada con la produccién de D(-) &cido lacti

co, etanol y COZ'

-
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El Leuconostoc es anaerébico facultativo y se desarro

_11a mejor a temperatura entre 20 y 30 C; inician su

creC1m1ento a un pH entre 5.5 raramente abajo de 5. 0

(Bergey's Manual, 1974).

5.2.1 AISLAMIENTO DE LEUCONOSTOC }

El aislamiento de Leuconostoc Sp que sea ca-
paz de producir dextrana, se hace desde solu-
ciones azucaradas de frutas y vegetales, 'aun-

que también ha sido encontrado en’leche y pro-

ductos licteos. El medio empleado.para el ais.

lamiento estd constituido principalmente de ex
_tracto de levadura, sacarosa y agar. En este
proyecto se partidé de jugo de caila, obtqhido

del primer molino en el Ingenio E1 Carmen, De-

partamento de Sonsonate.

. El jugo de cafia seglin su origen, edad y de co-

mo haya sido almacenado, contiene otros microor

ganismos, ademds de Leuconostoc. Utilizando

-un medio solldo selectivo de acuerdo a la orlen

tacidn que den las caracterlstlcas de la bacte-

‘

ria de interés, se procede a su aislamiento.

E1 método empleado en este proyecto consistid

1
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en sembrar jugo de cafia (cultivo mixto) sobre
la superficie del medio sdlido selectivo pre-
sentado en el Cuadro 9 (Seccidén 3.3.3), conte
nido en cajas de petri estériles. El método dée
siembra utilizado fue el método por estrias,
se incubd a 28°C por 24 horas y se hicieron

siembras por duplicado.

Después de sembrar y dejar incubar el cultivo
mixto se observaron 3 tipos de colonias que
cumplian con los requisitos deseados, se trata
ba- de pequefios puntos redondos, transparentes,

convexos y lisos.

Las caracteristicas observadas en las colonias

aisladas son las siguientes:

COLONIA :‘Pequeflas y puntiformes
FORMA : Redondas
COLOR : Al inicio son transparentes, pero

con el tiempo se vuelven blanqueci-
nas.

ELEVACION: Convexa

SUPERFICIE: Lisa, briliante y mucoide con la \
edad.

BORDE :Entero
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A continuacién con un asa bacterioldgica se to-
mé una pequefia muestra de cada colonia, se pre-
pararon frotis y se colorearon unos con azul de
‘ﬁetilenp y otros por el método de Gram, a fin
de comprobar la presencia de microorganismos,

forma en que se agrupan y su tamafio relativo.

La observacién al microscopio constaté que sdlo
un tipo de colonia correspondia a cocos con las
caracteristicas deseadas, tratidndose las otras

colonias de bacilos y estreptobacilos.

Las caracteristicas microscépicas de las célu-

las seleccionadas son las siguientes:

FORMA : Cocos
DISTRIBUCION: Se presentan en pares o cadenas

cortas.

TINCION GRAM: Gram-negativas.
IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO AISLADO

La identificacién del microorganismo se 1llevd
a cabo a través de pruebas bioquimicas, que
constituyen reacciones que ponen de manifiesto
las caracteristicas y propiedades fisiolégicas

de los diferentes microorganismos.
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En el cuadro 16 se presentan algunas caracteristi-

cas del genero Leuconostoc.

A continuacicdn se detalian las pruebas realizadas

al microorganismo aislado.

[ . 4.
a) Fermentacion de azlcares con produccidn de dci-

dos.

Con esta prueba se determind si la bacteria fer-
mentaba glucosa, fructosa Y arabinosa con forma-
cidn de gas y dcido, lo gue se manifiesta por

el cambio de color del medio.

Se colocaron tubos Durham dentro de tubos de en-

sayo que contenian caldos peptonados, cada uno

de los azlcares y rojo fenol como indicador.

S1 hay formacidn de gas, aparecen burbujas en
¢l tubo Durham, y la prueba es positiva, si no
hay cambio de color en el medio la prueba es

negativa a la formacidn de dcido.

Prueba de movilidad.

Esta prueba detecta si la bacteria es o no md—
vil. Se utilizan tubos con Agar Tripticasa So-
ya (TSA) semisclido agregandole rojo fenol, co-
mo indicador. Para detectar 1la movilidad, se

. 7 . .
hace una puncion con una adguja recta. Si 1la
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DIFERENTES CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES

DEL GENERO Leuconostoc
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1...  2.L. 3.L 5. 5L, 6.L.

ﬁﬁiﬁﬁég %?g%%i rs:ég% 'Qngmgg;g Qengs lacti
ACIDO DE:
Arabinosa + - (a) - . -
Celobiosa d d (d) - d -
Fructosa -+ -+ + - + +
Galactosa + d + d d +
Glucosa + + + + + +
Lactosa (d) + {d) + - -+
Maltosa + + + d - +
Manitol d d (d) - - —
Manosa + d -+ - d d
Rafinosa d d d - - d
Sacarosa + -+ -+ - - -+
Xilosa d d d -’ d -
REQUERIDO PARA CRECIMIENTO:
Uracilo - - - + - -
Guanina + adedina + xantina
+ uracilo - d d -+ + -
Riboflavina d d - + + +
Piridoxal d d + + - -
Acido félico d d -4 + + —
FORMACLON DE DEXTRANA -+ + - - - -
CRECEN EN:
3.0% NaCl -+ - - - -
6.5% NaCl d - d - -
CRECEN A pH:
4.8 (Inicial) - - d - + -
6.5 (Inicial) + + - d + +
CRECE A 37°C d + d - d -+
PH final en caldo glucosado 4.5 4.5 4.4 5.0 - 4.7

\
+ = > .90% Cepas Positivas;

= Desconocidos

FUENTE: Bergey's

> 90% Cepas Negativas;.

Manual, 1974

d= 10-90% Cepas Positivas;
()= .Accidn Retardads.
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. . st
observa crecimiento uni-
de la puncich,por el
se observa el colorante

medio.

c) Formacion de dextrana.
Si el organismo se siembra en un medio conte
niendo 10% de sacarocsa (CuadanlB,smccim14.3.1)
y despue€s de 12 horas su viscocidad se incre-
menta apreciablemente . se acepta la posibi-

lidad de que se produzca dextrana.

Para comprobar la formacidn deil polimero, se
toman 10 ml del medio fermentado Y se le agre-
gan 15 ml deetanol,el precipitado se disuelve
en agua tibia (45-500C), para luego ser observa-
da su rotacidn especifica en el polarimetro,
8l la muestra es dextrorrotatoria la prueba

es positiva.

d) Crecimiento en altas concentraciones de
cloruro de sodio.
El crecimiento en este medio se manifiesta
por el enturbiamiento de la solucidn. E1
medio utilizado se muestra en el cuadro

17.



CUADRO 17

78

MEDIO PARA CRECIMIENTO DE L. mesenteroides CON‘

ALTAS CONCENTRACIONES DE CLORURO DE SODIO

COMPUESTO COMPOSICION § p/v |
3.0 NaC1l 6.5 NaCl

sacarosa 2.00 2.00

extracto de leva

dura 0.5 0.5

fosfato monopoti

sico 0.25 0.25

triptona 0.25 0.25

pH inicial 7.4 7.4

El resultado de las pruebas bioquimicas efec

tuadas a la_ bacteria aislada se muestra en el

cuadro 18, donde se observa que el microorganig

mo fermenta glucosa, fructosa y arabinosa con

producciédn de dcido y gas.
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CUADRO 18
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS EFECTUADAS
AL MICROORGANISMO AISLADO DEL JUGO DE CARNA

PRUEBAS RESULTADO
Fermentacidén de: Produccidén de gas y &ci
do -
dlucosa
Produccidén de gas y éci
fructosa do -
a8rabinosa Produccidén de gas y Aaci
do -
Movilidad: Inmdvil

Formacién de dextrana Positiva

Crecimiento en:
3.0% p/v NaCl Positiva en 18 horas

6.5% p/v Naci Positiva en 48 horas

Por los resultados de las pruebas bioquimicas,
el tipo, color y forma de lag colonias y 1las ca
racteristicas al microscopio de la bécteria
aislada desde jugo de cana, se puede afirmar

que pertenece al género Leuconostoc. La espe-

cie se puede diferenciar debido a que forma
dextrana y produce dcido a partir de la arabino

sa, capacidad que sdlo posee L. mesenteroi-

des. En posteriores referencias, al microorga-
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nismo aislado se le llamarid Leuconostoc mesente-

roides nativo, (cepa UES-IQ2).

A fin de cumplir con el objetivo planteado, se
compararon las caracteristicas de las colonias:
forma, color y tipo; asi como tambidn las carac

teristicas microscbdpicas de Leuconostoc mativo

con las de una cepa certificada de Leuconostoc

mesenteroides subsp cremoris ATCC 19254 (adqui-

rida en American Type Culture Collection, Mary-
land, USA), obteniéndose colonias mis pequeiias
para la cepa certificada que para las de Leucos

nostoc mesenteroides hative conservandd él res

to de caracteristicas similares.

DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE SACAROSA EN EL

MEDIO DE FERMENTACION, ADECUADAS PARA LA PRODUCCION DE

DEXTRANA,

Una concentracidén de sacarosa adecuada para la obten-
cidén de dextrana, es aquella a la cual la bacteria es
capaz de desarrollarse y producir la enzima (dextran-

sacarasa), que polimeriza las moléculas de glucosa.

A partir de pruebas preliminatres, se determind que la

mayor cantidad de azGcar que el medio puede contener
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es de 60 g en 100 ml de solucidn, una proporcidn ma-

Yor no es posible disolverla totalmente, €&sto debido a
que las sales y el extracto de levadura disueltos dis-
minuyen la solubilidad del azlcar en agua (120 g saca

rosa en 100 ml de agua}.

Se prepararon soluciones de aziicar morena (se utiliza-
rd indistintamente el términe sacarosa y azlcar more-

na), en un rango de 10% a 60% p/v, a partif de una so-
lucidén madre al 70% p/V. .

*
Se utilizd un método no tradicional de esterilizacién

de los medios de cultivo, debido a que las soluciones
con altas concentraciones de azlicar presentan proble-

mas de empardeamiento Maillard.

La solucidén madre se prepard disolviendo el aziicar mo-
rena en agua estéril, se reguld el pH con NaOH esté -
ril, hasta un valor de 7.4 e inmediatamente se esteri-
1iz6 en la autoclave por 20 minutos a una temperatura
de 100°C. La solucién de sales y extracto de levadura
se prepard por separado de acuerdo a la éomposicién
presentada en el cuadro 19. Se esterilizdé a 121°C y

15 1bf/pulg? manométrica por 20 min cord el pH regulado a 7.4.

Los volimenes de solucidn madre y sales utilizados se

muestran en el cuadro 20. Estos se calcularon de tal
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manera que cada medio tuviera la composicidén en sales

presentada en el cuadro 11 (seccién 3.3.3)

CUADRO 19

COMPOSICION DE LA SOLUCION DE SALES UTILIZADA EN
LOS MEDIOS DE FERMENTACION

COMPONENTE COMPOSICION % p/v
extracto de tevadura 3.500
fosfato dipotdsico 21,000
sulfato de magnesio heptahi
dratado 0.140
cloruro de sodio 0.007
sulfato ferroso heptahidra-
tado ) 0.007
sulfato de magnesio hidrata
do _ - 0.007
pH inicial 7.400
CUADRO 20
VOLUOMENES UTILIZADOS EN LA PREPARACION DE LOS MEDIOS DE
FERMENTACION
CONCENTRACION| '
[NICIAL DE%EK SOLUCION. SOLUCION DE AGUA SOLUCION
oa DE SACARO| yaoge (m1) SALES (m1) (m1) FINAL (m1)
10% a/v 7.14 7.15 35.70 50
20 14.28 7.15 28.57 50
30 21.43 7.15 21.42 50
40 28.57 7.15 14.28 50
50 35.71 7.15 7.14 50
60 42.85 7.15 0.00 50
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Antes de inocular los tubos, las células tomadas del
medio sélido se trasladaron a medio liquido de la mis-
ma composicidén. De aqui se sembraron directamente a
tubos de ensayo conteniendo 15 ml de cada una de las
concentraciones a estudiar y después de 6 horas de in-
cubacién fueron resembradas en tubos de 50 ml del me-
dio, tal como se muestra en la figura 13. Estos tu-
bos se incubaron por 12 horas a una temperatura de -a-
proximadamente 28°C; los tubos se cerraron de tal mang
ra que se permitid la salida del gas producido durante
la fermnientacicdn, esto constituyd una ambientacidn gra-

dual a voluUmenes crecientes.

15 ml

- - 50 ml -

MEDIO SOLIDC ., LT
6 HORAS -
MEDIO LIQUIDO . .

12 HORAS; 289¢C

FIGURA 13: Etapas de ambientacidn de medio de Leuco-
nostoc mesentercides por escalamiento de -
volumen.
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Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 21;
donde se observa una concentracidén maxima para el cre—~

cimiento de Leuconostoc mesenteroides nativo cuandoc no

ha sido sometido a2 un proceso gradual de ambientacidn a

concentraciones crecientes de sacarosa.

Esta concentracidén mixima corresponde a 30% p/v de sa-
carosa inicial en el medio, lo que se evidencia por el’
mantenimiento de la viscosidad y de 1la transparencia

iniecial en un medio con una concentracién superior.

CUADRO 21
INVESTIGACION DE CONCENTRACIONES A LAS CUALES Leuconos-

toc mesenteroides NATIVO CRECE SIN AMBIENTACION PREVIA

EN . DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SACAROSA

-CongNg§§§ION RESULTADO | VISCOSIDAD FINAL DEL MEDIO
10 Positivo Muy alta
20 Positivo Alta
30 Positivo Alta
40 . Negativo Igual a la inicial

A partir de los resulta?os obtenidos se hicieron siem

bras en medios conteniendo 32%, 35% y 38% p/v de saca

rosa inicial, utilizando la técnica presentada en la

"seccidn 5.3.
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Después de 20 horas de incubacién a 28°C se observéd
Crecimiento bacterial ep los tubos conteniendo 32% vy
35% p/v de azicar morena; pero la viscosidad inicial
no fue modificada apreciablemente. E1 cultivo con 38%
de azilicar morena no Presentaba crecimiento, mantenién-

dose transparente.

Los resultados indican que concentraciones entre 303 y
35% de sacarosa no inhiben el Crecimiento del microor-
ganismo aislado, bpero si se afecta 1la produccién de

dextrana.

Siendo la produccién del polimerc el objetivo de 1a in
vestigacidn, se concluye que 1la concentracidén maxima a
la cual el microorganismo crecec Y produce dextrana sin
ambientacién previa a toncentraciones crecientes de' sa

carosa, es de 30% p/v.

Tratando de adaptar 1a bacteria a concentraciones mayo
res de azlcar, se llevaron a cabo ambientaciones a par
tir del medio conteniendo 30% p/v de azlicar morena don

de crece sin problemas.

Cuando se logrd crecimien;o en una concentracién'dete£
minada se resembrd 1 ml de la solucién a otro tubo de
la misma concentracién a fin de aumentar su capacidad
de adaptacién y. de formacién de dextrana, 1lo que se

evidencia por el aumento de la viscosidad en el medio
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en tiempos cada vez mis pequefios.,

Las bacterias ambientadas se mantuvieron en refrigera-
cidén en tubos inclinados conteniendo medio con 30% de

azicar morena.

Se sembraron tubos conteniendo medios de 40%, 50% vy
60% p/v de sacarosa inicial, obteniéndose los resulta-

dos que se presentan en el cuadro 22.

CUADRO 22
INVESTIGACION DE CONCENTRACIONES A LOS CUALES Leuconos-
toc mesenteroides NATIVO PRODUCE DEXTRANA CONﬁMBHﬂHﬂCION;

PREVIA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SACAROSA

(kggﬁgfgﬁ TIEMPO DE NUMERO DE
DE AZUCAR | CRECIMIENTO VISCOSIDAD FINAL
. CRECIMIENTO TRASLADOS DE LA S0LUCION
(-]
40 Positivo 20 horas 2 Ligeramente ma-
yor a la inicial
50 Positivo 48 horas 4 Ligeramente ma-
yor a la inicial
60 Positivo 72 horas 4 Ligeramente ma-
yor a la inicial

A partir de los datos obtenidos se concluye que en con

centraciones mayores de 30% Leuconostoc native cre-

ce con dificultad y se inhibe 1a produccidén de dextra-

na.
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5.4 EFECTO DE LA CONCENTRACION INICIAL DE SACAROSA SOBRE

LA PRODUCCION DE DEXTRANA.

Con el objetivo de generar informacidn respecto al
efecto de la concentracién inicial de sacarosa sobre
la produccién de dextrana y el tiempo de procesoc, se
efectué el seguimiento de 1a fermentacién, analizando
azlcares reductores Y consumo de sacarosa conforme al
tiempo para distintas concentraciones iniciales de

azicdar~ morena en un rango del 10% al 60% p/v.

La dextrana producida a esas concentraciones se lavd,
seco y Cuantificd para determinar el rendimiento del

proceso.

El consumo de sacarosa se determind por diferencia de
azlicares reductores totales y azicares reductores, los
que se determinaron con el método de Eynon y Lane(Apgﬂl
dice A), gtie consiste .en. reducir la solucidn de Feh-
ling, titulindola en punto de ebullicién con la solu-
Cidn de azficares reductores de la muestra obtenida del
fermentador, antes y después de ser hidrolizada con

dcido clorhidrico 1N,

————



5.4.1

5.4.,2

88

PREPARACION DEL MEDIO PARA PRODUCCION DE
DEXTRANA. |

El volumen de fermentacidén fue de 1 litro, pre-
paridndose cada muestra por duplicado de la si-

guiente manera:

a) El1 azdcar se disolvid en 500 ml de agua es-
.t€éril, se ajusto el pH en 7.4 con hidrdxido
de sodio estéril,inmediatamente se coloco

en el autoclave por 20 min a 1009°cC.

b) Las sales (ver composicidén en cuadro 11,
seccion 3.3.3) se disolvieron por separa -
do en 100 ml de agua y se esterilizaron

por 20 min a 121°C y 15 1bf/plg? manometrica.

c) Las soluciones frias se mezclaron y afora-

. , fr .,
ron a un litro con agua esteril.

PREPARACION DEL FERMENTADOR

a) Los indculos se prepararon a partir de la

cepa de Leuconostoc mesenteroides aislada

desde jugo de cana, susﬁendiendo una pegque

na muestra en medio liquido de la misma composi-
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cion del medio de mantenimiento sélido y se in-

cubd por 6 horas.

b}

c)

e)

Con un asa bacterioldgica se tomd una. pequena
cantidad del cultivo en medio liquido y se ino
culd en un tubo de ensayo conteniendo 8 ml del
medio con 1la concentracidn de azdcar morena a

ensayar.

Se incubd a 28°C durante 6 horas,al cabo de las
Cuales el cultivo se traslado a otro tubo de
ensayo conteniéndo 42 ml del medio a fin de com
pletar 50' ml aproximadamente. Despu€s de 10 ho-
ras de incubacidn,el contenido de ese tubo se
vertio en el fermentador final de un litro cu-

YO esquema se muestra en la figura 14.

En estos experimentos al medio no se le contro-
16 el PH, solamente se mantuvo constante la tem

peratura a 28°c,

Para las concentraciones mayores de 30% p/v de
’ . . 4 . .
azucar morena se utilizd 1la bacteria bPreviamen-

te acostumbrada a 1a concentracidn de 30% p/v.
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TAPON DE
ALGODON

§

TUBO PLASTICO
PARA TCMA DE
MUESTRA.

PINZA DE
TORNILLO >
PARA CIERRE

HERMETICO

FIGURA 14: Fermentador utilizado a escala de laboratorio

para la produccion de dextranas.
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5.4.3 RESULTADOS DEL EFECTO DE LA COMCENTRACION INICIAL
DE SACAROSA SOBRE LA PRODUCCION DE DEXTRANAS

+ Bl tamafio de las muestras fermentadas fue de 20 ml
durante las primeras 4 horas y de 10 ml las siguien
tes. Se agrego 15 ml de etanol aksoluto a cada 10 --
ml d& muestra gara precipitar la dextrana preducida

separarla y cuantificarla.

A) CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES Y AZUCARES

REDUCTORES TOTALES

Las muestras se filtraron a través de papel Whatman
No. 1 y se colocaron a temperatura de congelacidn,
hasta el momento de prepararlas para el andlisis de
azlcares reductores (AR1) a los diferentes tiempos

de fermentacidn.

A otro volumen de la muestra se le ajustd el pH

aproximadamente a 4 con &dcido clerhidrico y se colo
€0 en bafo de agua por 1 hora a 50°C, con el objeti
vo de hidrolizar completamente la sacarosa remanen-
te (SR) para el anflisis de azlcares reductores to-

tales (AR2).

Los resultados de los andlisis se muestran en



las figuras 15 a 19 donde, para calcular los valo

res graficados se utilizaron las ecuacionesK( 2 )

a (4).
% AzQicares = AR1 X 100 ( 2)

Reductores (Sacarosa Inicial)
Sacarosa Remante (SR) = AR2-AR1 ( 3)
5 SR = SRx 0.95 X 100 (4 )

(Sacarosa Inicial)

Durante el tiempo que durdé la fermentacién se
realizd un seguimiento de la variacidén de pH has
ta llegar a un valor de 4.2 (punto final de la
fermentacién), utilizando un medido£ de pH marca

Orion Research Modelo 501.

Asi se observa en las figuras 15 y 17 que la saca
rosa remanente fue de 9.45% y 10.5%p/p para con-
centraciones iniciales de sacarosa del 10 y 30%
respectivahente, con tiempos de fermentacidén de
22.8 h Y 23.0 h  mientras que de las figuras 16,
18 y 19 presentan valores de 22.40 %, 19.40 %

y 43.1% p/p para concentraciones iniciales de sa-
carosa del 20, 40 y 50% p/v respectivamente con

tiempos de 22.0, 30.21 y 112.25 h.
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Los datos mostrados en esas figuras confirman que
al llega{ a un pH de 4.2 no se da mids consumo de sa
carosa indicéndose de esta forma el final de la fer

mentacidn.

Como era de esperarse el contenido de azlcares re
ductores incrementd a medida que progresaba la fer-
mentacidn, observidndose un valor miximo a la concen

tracidén de 50% p/v de sacarosa inicial en el medio.

B) CUANTIFICACION DE LA DEXTRANA PRODUCIDA.

Para determinar el efecto que causa la concentra-
cién inicial de sacarosa en el medio, sobre la pro-
duccidén de dextrana, ésta se precipitd a partir de
muestras de medios con concentraciones iniciales de
sacarosa de 10% a 50% p/v con alcohol etilico 95%
p/v. Estas dextranas se lavaron disolviéndolas con
agua tibia (45-50°C) y reprecipitando nuevamente;
este proceso se efectud por lo menos unas cuatro ve
cés a fin de obtener una dextrana de color blanco,
la que se puso a secar en estufa hasta peso constan
te. Posteriormente se pesaron, y se determind su
contenido final de humedad por el método de arras-
tre con tolueno (ver apéndice B), obteniéndose los

rendimientos mostrados en el cuadro 23.
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FIGURA 15:SEGUIMIENTO CON EL TIEMPO DEL CONSUMO DE SACAROSA, AZUCARES
REDUCTORES Y pH DE UNA FERMENTACION CON .10% p/v .INICIAL DE
SACAROSA A 28CC.
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FIGURA 16:SEGUIMIENTO CON EL TIEMPO DEL CONSUMO DE SACAROSA, AZUCARES
REDUCTGRES Y pH DE UNA FERMENTACION CON 20% p/v INICIAL DE
SACAROSA A 280¢
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FIGURA 17%SEGUIMIENTO CON EL TIEMPO DEL CONSUMO DE SACAROSA,AZUCARES
REDUCTORES Y pH DE UNA FERMENTACION CON 30% p/v INICIAL DE
SACAROSA A 28¢C,

pH
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FIGURA 18SEGUIMIENTO CON
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SACAROSA A 28°C.

EL TIEMPO DEL CONSUMO DE SACAROSA, AZUCARES
DE UNA'FERMENTACION CON 40% p/v INICIAL DE
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% AZUCARES REDUCTORES, % SACAROSA REMANENTE
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FIGURA 19 SEGUIMIENTO CON EL TIEMPO DEL CONSUMO DE SACAROSA , AZUCARES
REDUCTORES Y pH DE UNA FERMENTACION CON 50% p/v DE SACAROSA
INICIAL A 28°C.
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CUADRO 23
RENDIMIENTé DE DEXTRANA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION

DE SACAROSA EN EL MEDIO DE FERMENTACION

CONCENTRACION: INICIAL g DE DEXTRANA  SACAROSA’

PRUEBA | DE sacAROSA UTILIZADA 100 g SACAROSA REMANENTE

A 10 56.0 9.6

10 56,17 9.5
A 20 14,43 20,40
B 20 16.93 22,40
A 30 22.31 11.40
B 30 22.82 9,70
A 40 7.786 19,20
B 40 7.48 19.40
A 50 1.49 43.10
B 50 . 1.47 42.9

El cuadro 23 muestra {ue-la produccidén de dextrana
fue muy baja a concentraciones de 50% p/v indican-
do que las concéntraciones altas de sacarosa inhi-
ben el crecimiento celular y con ello, la produc
cidn de dextransacarasa. Sin embargo, en el medio
de fermentacidn conteniendo 30% p/v de sacarosa °
inicial se produjo un rendimiento de 22.56% p/p
que comparandolo con el obtenido en el fermentador
de 20% p/v de sacarosa inicial que fue aproximada-
mente 15,68% p/p, sugiere que el crecimiento celu-

lar y con ello la produccidén de la enzima estédn

afectadas por otro factor y por lo tanto la concen
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tracién de sacarosa no es el Unico factor inci.
dente eb la produccién de dextrana. Estos resul
tados concuerdan con los obtenidos en el segui-

miento del consumo de Sacarosa.

Es de hacer notar que los rendimientos reporta
dos no son para dextranas puras debido a que no
se contaba con medios de purificacidon adecuados
para separar completamente la masa celular. Es-
to se confirmé al hacer observaciones al micros-
cdpio aplicando tinéién simple a las muestras de
dextrana seca. El resultado mds evidente de un
alto porcentaje de masa celular en la dextrana
seca precipitada se da al 10% de concentracidn
inicial de sacarosa, donde los valores de rendi-
miento obtenidos (56.85% y 56.17%) sobrepasan 1in
clusive el rendimiento estegquiométrico del 49%
Este dato no es extrafio dado que al determinar

las curvas de crecimiento de Leuconostoc mesen-

tercides se tiene una mayor reproduccién de la

bacteria al 10% de sacarosa (ver seccidn 35.5)

5.5  CURVAS DE CRECIMIENTO DE | . MESENTERQIDES NATIVQ ™ EN
SOLUCIONES CON 10% vy 30% p/v DE SACAROSA INICIAL

Crecimiento es el incremento ordenado en todos los com
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ponentes de un organismo. Por lo tanto, el aumentode
tamafio que resulta cuando una célula éapta agua o depo
sita liquidos no‘:es un crecimiento verdadero. La mul-
tiplicacidn .celular es una. consecuencia del crecimien
to; en organismos unicelulares, la multiplicacidén con-
duce a un aumento en el nimero de células dando lugar

a una poblacidén o a un cultivo (Lawetz, 1981}.

Se construyeron las curvas de crecimiento de Leuconos-
toc nativo utilizando concentraciones de 10% y 30% p/v
de sacarosa inicial, con ta finalidad de determinar si
la concentracidén de sacarosa afectaba el crecimiento ce
lular, asi como también definir el periodeo de mixima
produccién celular a una temperatura de 28°C, sin con-

trol de pH, en un volumen de un litro y sin agitacidn.

5,5.1 DETERMIMACION DE LA POBLACION CELULAR POR EL FETODO
DE CONTEO EX PLACA EXTERDIDA

El m&todo consiste en determinar la cantidad de
células de una poblacién que son capaces de di-
vidirse y formar colonias, es decir sdlo se

cuentan las células vivas.

El procedimiento utilizado consistid en que ca-
da hora se tomaron muestras del cultivo del fer
mentador durante 10 horas, para el reactor con

10% p/v de sacarosa y 12 horas para el de 30%
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p/v. Las muestras fueron diluidas en agua pep-
tona@a (agua destilada con 0.1% p/v de peptona)
y se sembraron por duplicado 0.1 ml de las dilu
ciones sobre medio de cultivo sdélido contenido
en cajas petri. Después de incubar las cajas a
28°C durante 8 horas, se contaron las colonias

formadas.

La figura 20 es un esquema del procedimiento em-

pleado para el conteo de bacterias en caja petri.

La concentracidn celular se calculd utilizando

la ecuacidn (-5 ).

Nomero de células/ml = No. de colonias % Factor

de dilucién. ( 5)

Los resultados obtenidos de midxima concentracidn

celular se muestran en el cuadro 24.

CUADRO 24

CRECIMIENTO CELULAR MAXIMO DE Leuconostoc NATIVO

EN MEDIO CON 10% y 30% p/v_DE SACAROSA INICIAL

CONCENTRACON TIEMPO COMCENTRACION CELULAR

PRUEBA .
INICIAL DE AZUCAR . | (HORAS). MAXI}MA (CELULAS/m1)

A 10% 6 - 8.6 x 10'3

8 10% 6 8.2 x 103

A 30% 9 5.8 x 10"

B 30% 9 5.3 x 10!
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0.1 ml

1072 0.1 ml
.9
\J |m
10 4
9.9 0.1 mi
u mL ¥
10 ©
108
FIGURA 20.: Metodo de dilucidn en tubo para recuentc de bacte

rias en caja petri.
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Observando los datos del cuadro 24 se comprobo
que las altas concentraciones de sacarosa inhi-
ben el crecimiento celular, manifestandose &ste
por el aumento en el tiempo de fermentaciodn y
por el descenso en la eficiencia de produccion

de dextrana.

En el fermentador conteniendo 30% de sacarosa,

se dispone de una mayor cantidad de azycar como
substrato, que puede ser utilizada para la for-
macion de dextrana, desviandose una menor canti

dad de azucar para la produccién de biomasa.

Las figuras 21 y 22 muestran las curvas de cre-
cimiento obtenidas, en las que se observa que
1as velocidades especificas de crecimiento fue-
ron de 4.39 y 2.47; con tiempos de duplicacidn
de 0.24%h v 0.4 h para las concentraciones de

10 y 30% respectivamente.

Tambi€éh puede observarse qﬁe el crecimiento ce-
lular se estabilizd alrededor de un valor de pH
de 5.5 indicando que la fase de muerte iniciaba
para 1la concentracicon de 10% de sacarosa, en cam
bio para la concentracion de 30% la fase de esta
pilizacion se inicia a un pH de 6 indicando que
a esta concentracion alguno de los productos in

hibe el crecimiento celular.
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5.6 PRODUCCION DE DEXTRANA EN Uw MEDIO CON pH CONTROLADO

Para definir el efecto del pH del medio sobre la pro-
duccidén de dextrana y del tiempo del proceso, se lleva
ron & cabo fermentaciones manteniendo un pH constante
de 5.2, mediante la adicién de hidréxido de Sodio 2N

astéril.

Se trabajd experimentalmente con las concentraciones
de 10% y 30% p/v de sacarosa inicial; en volUmenes de

1 Iitro y por duplicado.

El proceso se inicid de manera similar a4 las fermenta-

ciones anteriores, con un pH de 7.4 a 28°C y sin agita
cidn, excepto en el momento que se le agregd la solu-

cidon de Hidroxido de sodio.

Se seleccioné el pH de 5.2 dado que estudios anterio-
res’ (Prescott, 1954), reportan gue la enzima retiene
su actividad por mds tiempo en este valor, a una tem-
peratura de 25°C; sin embargo las caracteristicas de
la epzima dependen del microordganismo gue la produce
y de la temperatura, y podria ser que la producida

por Leuconostoc nativo retenga su actividad a 289C

en otro valor distinto de 5.2; se sugiere,determinar

este valor de pH en trabajos posteriores.
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RESULTADOS BEL EFECTO DE  HMANTEMER EL pH DEL
FEDIO COWSTAWTE EX 5.2

Los resultados del efecto de mantener el pH del
medio de fermentacidn, constante en un valor de
5.2 se rteportan en las figuras 23 y 24 y en el
cuadro 25, donde se observa que al mantener el
pH en ese valor, se aumenta el rendimiento en
produccidn de dextrana tanto a una concentra-
cidn inicial de sacarosa de; 10% como a una de
30%. También se observa que al igual que en la
fermentacién natural, el rendimiento de produc-
cién de dextrana fue mayor a una concentracién
inicial de azfcar del 10% que a la de 30% p/v.
Nuevamente se hace la aclaracién de no contar
con el contenido de impurezas de origen celular
en el producto final, obteniéndose esta vez re-
sultados mayores que con la fermentacidn natu-

ral,
CUADRO 25
RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS FERMENTACIONES CON Y
SIN CONTROL DEL pH

CONCENTRA- ¢ DEXTRANA/100 SACAROSA REMANENTE "
CION INl - ¢ AZUCAR % p/p
PRUEBA|C|AL DE - |Fermenta | FERMENTACION | Fermentacidn | FERMENTACION

AZUCAR. cidn a - NATURAL a pH= 5,2 NATURAL
p/v_ |ph=5.2 o i

A 0% | 67.33 56.0 3.45 9.6

B 10 68.12 56.77 3172 9.5

A 30 27.31 22.31 5.98 1.4

B 30 28:12 22.82 8.87 9.7
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FIGURA 24:SEGUIMIENTO CON EL TIEMPO DEL CONSUMO DE SACAROSA, AZUCARES
REDUCTORES Y pH DE UNA FERMENTACION CON 30% /v INICIAL DE
SACAROSA A pH 5.2.
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5.7 PRODUCCION DE DEXTRANA EN "UN REDIO CON AGITACION
MECANICA . |

Para estudiar el efecto de la agitacidén mecdnica sobre
el tiempo requerido para el proceso de preduccidén de

dext.ana a nivel de laboratorio (siendo el fermentador
de 1 litroj se utilizé el aparato mostrado en la figu-

ra 25.

El cultivo se agitd a 70 rpm con el objetivo de compa-
rar resultados con los obtenidos por otros investigado
res (Landon y Webb, 1990), respecto a la produccién

de la enzima dextransacarasa. La temperatura se mantu
Vo constante en 28°C y no se controld el pH en un va-
lor constante. Las concentraciones iniciales de aza-

car experimentada fueron 10% p/v.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 26
Yy 27. Dado que estas pruebas se hicieron a la misma

temperatura que las pruebas de fermentaciones natura-

les, se realizaron comparaciones entre ambas fermenta-
ciones. De ésto, se observa que en las fermentaciones
agitadas, ocurre una caida del pH mids rapida; esto su-
giere que el crecimiento celular en el medio con agita
cidn se ve favorecido. Sin embargo, a pesar de un ma-

yor crecimiento celular en el medio agitado, los rendi
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mientos obtenidos fueron menores _como lo muestran los
datos del cuadro 26,{10 que sugiere que la produccidn

de la enzima dextrans§carasa fue lenta o se produjo en
tan :baja cantidad que la produccidén de dextrana fue de-

ficiente. Estas especulaciones estadn de acuerdo con los

estudios realizados por Landon y Webb quienes obtuvieron

una baja velocidad de crecimiento en un medio sin agi
tar, €sto sugiere que la concentracidén de substrato 1i-
mitante (sacarosa) alrededor de las células es insufi-
ciente para satisfacer su demanda, por lo que el subs.

trato se agota rdpidamente alrededor de ellas.

Por otro lado, la cé&lula produce enzima y &dcido, los
cuales se acumulan en '"bolsones' o "paquetes' alrededor
de la célula; luego, si se agita el medio, estos clmu-
los se rompen y la produccidn de la enzima se reduce,
pudiendo considerarse que altas concentraciones de subs
trato y/o niveles de pH inhiben la produccidén de la en-

zima o que el pH afecta la estabilidad de 1la misma.

En el cuadro 26 puede verse que los rendimientos de dex-
trana préducida Bajan pafa la fermentacién con agitacién
y ademds los porcentajes de sacarosa remanente como 1los

porcentajes de azlcares reductores 'son mayores; indican-
do que hubo menos aprbvechamiento del azicar en el medio

Yy menos polimerizacidn, respectivamente.
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'CUADRO 26

COMPARACION DE RENDIMIENTOS DE PRODUCCION DE DEXTRANA Y PORCENTAJES DE SACAROSA REMANENTE

EN MEDIO CON Y SIN AGITACION

CONCENTRACION TIEMPO CE RENDIMIENTOQ SACAROSA REMANENTE AZUCARES REDUCTORES
INICIAL DE - PRUEBA FERMENTAC I'ON g’ 'DEXTRANA/100g AZUCAR % e/e % P/
AZUCAR % p/v HORAS CON AGITACION | SIN AGITACION CON AGITACION | SIN AGITACION CON AGITACION|SIN AGITACION
10 A 16 18.93 56.00 22.4 9.6 55.00 20.00
B 16 21.96 56.77 25,7 9.5 L9.28 20.00
30 A 20 10.30 22.31 20,2 11.4 38.57 16,10
B 20 9.77 22.82 20.8 9.7 38.57 16.60

AGITACION: 70 rpm.

01T



5.8

117

PRODUCCION DE DEXTRANA POR FFRMENTACION NATURAL A

DIFERENTES TEMPERATURAS, \

El objetivo de este experimento consiste en determinar
el efecto de la temperatura sobre el tiempo de fermen-
tacidn ¥ la produccidén de dextrazna. Para ello, se tra
bajo con las concentraciones iniciales de sacarosa
de 10% y 30% p/v a tres diferentes temperaturas, 25°C,
28°C y 32°C. Es de hacer notar que los resultados de
28°C ya se tenian, pues son los que corresponden a la

fermentacidén natural a temperatura ambiente.

Los resultados indican que el aumento de temperatura
disminuye tanto el rendimiento de dextrana producida
como el tiempo de fermentacidn en ambas concentracio-
nes iniciales de sacarosa como puede verse en el cua-
dro 27. Sin embargo la velccidad del crecimiento de
la bacteria, indicada por 1la caida del pH aumenta a
32°C como se presenta:en las figuras 28 a 31, de las
cuales, se puede decir que a pesar de ser la fermenta-
cién mds rdpida, puede ser que la enzima pierda su ac-
tividad con mayor rapidez a una temperatura alta que a
una baja; esta consideracién resulta valedera si se to
ma en cuenta que la temperatura oSptima de la mayor ac-
tividad de la enzima es de 25°C. Por lo que se puede

sugerir que con el aumento de la temperatura podria es
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CUADRO 27
RE?ULTADOS DEL- EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA

PRODUCCION DE DEXTRANA

Concentracidn Temperatura Rendimiento |Sacarosa Azlcares Tiempos
inicial de - Experimentada | g dextrana|Reémanente | Reductores | de Fermenta
sacarosa % Pl {°C). 1009 " azecar] % p/p % p/p cién(h) ~
10 A 25 78,03 24.36 6,67 16.5
28 56.00 0.60 20.00 : 16
32 30.34 28.9 46,10 12
10 B 25 79.48 23,2 6.67 16.5
28 56.77 9.5 20,00 16
32 27.46 22.5 46.10 12
30 A 25 43,35 18.0 6.43 21
28 22.3 11.4 16.10 20
32 11.05 25.7 52.14 11
30 B 25 41.90 29.0 6.43 21
28 26.82 8.7 16.60 20
32 13.01 25.0 55.9 11

tar ocurriendo una inhibicién enzimitica.

Por otro lado, del cuadro 27 y de las graficas 28 a 31
puedeé observarse que a medida que se incrementa la tem-
peratura, el porcentaje de azlcares reductores al final
de la fermentacidn va siendo mayor. Esto podria deberse
a dos factores principalmente, que estéd ocurriendo una
hidrélisis &4cida favorecida por la temperatura y valo-
res de pH bajos 6 a una pérdida de actividad enzimdtica
para poder polimerizar la glucosa, ya que como puede
verse en la columna de sacarosa remanente del cuadro 27
existe sacarosa disponible para que la enzima pudiera

polimerizar y formar dextrana.
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COMPONENTE REQUERIMIENTO (% p/v) COSTO £/ LITRO
Extracto de levadura 0.500 1.648
| cloruro de sodio 0.001 0.002
Sulfato de magnesio, 0.020 0.074 1
Sulfato de manganeso " 0.001 0,003
Sulfato ferroso i 0.001 0.003
Fosfato dipotdsico 3.000 17.280
Az{lcar morena 30.000 1.056
€OSTO TOTAL' ¢ 20.060, L1TRo

123.

EVALUACION DE LA CALIDAD Y CORCENTRACION DE KQHPOQ EN EL
FEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE DEXTRANA HATIVA.,

Estas pruebas se efectuaron con,la finalidad de determi-
nar que efecto causa ‘sobre el rendimiento de dextrana el

cambiar tanto 1la concentrac1on como la calidad de reacti

" Vo amortiguador (fosfato dipotdsico KZHPO4) del medio,

ya que este es el que va en mayor proporcidn en el medio

" de Basamin-Busch (ver cuadro 11, seccién 3.3.3 ), utili-

zado para 1la produccidn de dextrana, POr 1o gue una op-

timizacién de 1la concentracidén de este reactivo, redunda

v

ria en menores costos de operacidn, como puede verse en

2l cuadro 28, el costo para dicho reactivo es relativa-

mente -elevado en comparacidn a los otros.

CUADRO 28
COSTO DEL MEDIO BASAMIN-BUSCH PARA LA PRODUCCION DE

DEXTRANA.




124

Del cuadro 28, se observa que al reducir la concentra~
cidén del 3% de fosfato dipotdsico, se reduciria conside

rablemente el costo del medio.

Desafortunadamente, no fue posible realizar estas prue-
bas con el reactivo calidad analitica, pero si con el
reactivo calidad industrial, por ser su costo relativa-

mente bajo como se ve en el cuadro 28.

Los medios se p%epararon por duplicado ﬁtilizando.el me
dio Basamin-Busch con la variante de que la concentra-
cidén de fosfato dipotdsico del 33 p/v, fue sus%ituida
por :concentracicnes.. de 0.5%, 1%,2%, 3%, 4% y 5% p/v de
calidad industrial, obteniendose los resultados mostra-

dos en el cuadro 29.

CUADRO 29
RESULTADO DE LA EVALUACION DE LA GALIDAD Y CONCENTRACION
DEL REACTIVO AMORTIGUADOR DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA

PRODUCCION DE DEXTRANA NATIVA

1

CONCENTRACION DE [ RENDIMIENTO g DEXIRANA/T00 g AZUCAR | COST0 DEL MEDIQ DE CUL-

.FOSFATO DIPOTASI : TIVO £/Litro.

Co. CONCENTRACION AZUCAR (% p/v)
% p/v 10 ., 30 - CALIDAD CALIDAD

- REACTIVO use

0.5 60.3 8.4 5.66 3.14
1.0 54.8 8.1 8.54 3.50
2.0 50.9 7.7 14.30 4.22
3.0 50.9 7.3 20.06 4,94
4.0 49.8 6.6 25.82 5.66
5.0 44,7 6.4 31.58 6.38 -
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En ei cuadro 29, se ve que la utilizacién de fosfato dj-
potédsico caiidad industrial trae como consecugncia la
disminucién’de los rendimientos a medida que aumenta la
concentraéién.del Treactivo, tanto para una cbﬁéentracién

inicial de sacarosa del 10% p/v como para 30% p/v. Esto

posiblemente se deba a la presencia de inhibidores del creci-

miento celula’ o de la produccioch de enzima. -

AGn asi, para una concentracién del-reactivo calidad in-
dustrial delAﬁ%, el rendimiento de 50.9 es 'ligeramente
|
menor que el 56.0 de la fermentacidén de las mismas con- -
centraciones de reactivo y de sacarosa inicial y ademéas,
el costo del medio es menor. A pesar de €5to, es necesa—
rio efectuar muchas pruebas y efectuar andlisis estadis-
t;ﬁo-antes de hacer una sustitucion de la calidéd dei

reactivo y comparar resuitados de costo del medio con-

tra rendimientos de dextrana.

X

5.10 DETERMINACIGN DEI. TIEMPO_DF SECADC Y DEL CONTENIDO DE
HUMEDAD DE I A_DEXTRAMA PRODUCIDA

El proceso ée purificacién de la dextrana requiere de

. pPrecipitacidén y diluciones continuas, por lo que des-
pués de este proceso se obtiene una masa hiumeda.. Para
efectos de calcular el rendimiento en peso, se necesi-
td que la dextrana estuviera en forma pulverizada, con

un contenido final de humedad constante. Para ésto,



. ' ) ) 126

fue necesario efectuar una operacidn de secado igual

) :
para todas las muestras. -

Se construyeron curvas de secado a temperaturas de 50°Ca
78°C con la.finalidad de determinar el tiempo necesario
para eliminar la mayor cantidad de agua de la muestra y
de seleccionar una temperatura de secado adecuada. La
operacidn de secado se efectud utilizando una estufa
convencional; controlando la pérdida de peso de la mues
tra en funcién del tiempo, hast; obtener un peso cons-

tante,

Los resultados obtenidos, se muestran en la figura 32,

donde el % peso se calculd aplicando la ecuacién (6 ).

{

% peso = LEE;H&l x 100 (61
(WC—WB)
Donde: ’
WA = Peso del recipiente mids la muestra al tiempo t.
WB = Peso dei recipiente mids la muestra cuando se al~
canza el peso constante.
WC = Peso del recipiente mids la muestra al tiempo t=o.l

Del andlisis de la figura 32, se optd por efectuar a to-
das las muestras una operacién de secado a 60°C Yy 2.5 ho .
ras. A pesar de que a 68°C Y 2.5 horas se remueve mayor

cantidad de agua, en las muestras empieza a aparecer una

L4
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coloracidn oscura y se bpegan en el recipiente, lo que in

dica que empiezan a quemarse.

Para determinar la humedad final de la muestra se utili-
z6 el método por arrastre con tolueno, cuyo procedimien-

to se muestra en el apéndice B.

Se utilizaron muestras provenientes de la precipitacién
de 50 ml del medio fermentado de cada una de las concen
.trac1ones 1n1c1ales de sacarosa estudiadas. Todas las
muestras de Qextrana fueron secadas bajo las mismas con-
diciones, 60°C y por 2.5 horas, dispuestas en el reci-
piente de tal forma que el espesor sea el minimo posible

hasta alcanzar un peso constante.

Bajo las condiciones de secado ya mencionadas, se tomd
una miestra correspondiente al 30% de sacarosa inicial y

se le-deferminé la humedad aplicando la ecuacién (7).

% Humedad = P€s© del agua obtenida x 100 ) (7)

peso de la muestra

La meestra tenia un peso de 2 g y luego de aplicarle
el método por arrastre con " tolueno, se obtuvieron 0.3

ml de agud, por lo que la humedad calculada fue:

2

% Humedad = 9-3 & de agua . ;.0 _ .,
' 2 g de dextrana
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Asi, todos 1los rendimientos calculados en este estudio,
estdn afectados por este factor ya que se considerd que
luego, de Someter la muestra a igual operacidn de seca-

do, su contenldo final de humedad fue del 15%.

DETERMINACION DE! PESO MOLECULAR MEDIQ DE LAS DEXTRANAS
MATIVAS PRODUCIDﬁS

Al igual que otros polimeros, la distribucién de los pe-
508 moleculares en las deéxtranas nativas no es homqgénea,
es decir, cada muestra del polimero es caracterizada en

base a un peso molecular promedioc.

EL método utilizado en este estudio, se describe en el
Apendice C y consiste en construir una curva de calibra-
cién de pesos moleculares de dextranas patrones contra

riscosidades intrinsecas [(ny] .

De las dextranas producidas se preparan soluciones’de

concentraciones adecuadas, se determinan sus Viséosida-
des intrinsecas y con estos valores se lee en la curva
de calibracién el correspondiente peso molecular prome-

dio.

2.11.1 CURVA DE CALIBRACION PARA I A DETERMINACION DE
PESOS MOLECULARES,

Para la construccidén de la curva se obtuvieron
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dextranas patrones de peso molecular medio co-

nocidos, los que se indican-en el cuadro 30.

CUADRO 30
 DEXTRANAS PATRONES UTILIZADAS PARA CONSTRUIR LA
CURVA DE CALIBRACION DE PESOS MOLECULARES

DEXTRANA DE PESO MOLECULAR MEDIO CATALOCO $S1GMA
10,000 D-9260
40,000 b-4133
70,000 D~1537
500,000 D-5251
2,000,000 D-5376

FUENTE: Sigma Chemical Co., 1997,

Se prepararon soluciones de cada uno de los patro
nes a diferentes concentraciones y se les determi
N0 su viscosidad relativa (ny) utilizando un vis-
cosimetro de Ostwald como el que se muestra en la

figura C.1 del apéndice.

La viscosidad relativa, viene definida por la re-
lacién de los tiempos de cada una de las concen-
" traciones de la sustancia respecto al tiempo que
tarda la sustancia de referencia en pasar el me-

nisco de las marcas A a B.

En este estudio se utilizd agua destilada como

sustancia referencia con un tiempo promedio
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de flujo de 16.29 segundos a 200C

Los tiempos promedios para cada concentracién de
cada uno de los pesos moleculares de las'dextra-
nas patrones, asi como sus respetivas viscosida-
des éelativas, S€é muestran en el cuadro.31.
Segln la teoria expuesta en el apéndice C, se
“utilizan las concentracionés cuyas viscosidades
relativas estén comprendidas entre 1.1 y 1.5, va
lores que garantizan la linealidad de iaszcurvas

construidas.

Como se observa en el cuadro 31, para la dextra-
na de 21000 000 las concentraciones comprendldas
entre 0.2% y 0.8% dan valores de ny dentro de
los limites establecidos. Asimismo, para la dex
trana de peso molecular de 500,000 se foman las
concenéraciones desde '0.4% "hasta 1%. Para la
de peso molecular de 70,000 se toman desde 0.6%
hasta 2.1%. De la de peso molecular de 40,000
se toman desde 0.9% hasta 2.4% y por Gltimo, pa
ra la de peso molecular de 10,000 se toman las

concentraciones desde 2% hasta 5%,

Las lineas de (1n ny)/c versus concentracién pa

ra los diferentes pesos moleculares se muestran



CUADRO 31
DETERMINACION DE VISCOSIDADES RELATIVAS PARA DEXTRANAS PATRONES EN EL VISCOSIMETRO DE

OSTWALD ( VOLUMEN DE MUESTRA 8 ml A 20°C) -

PESOS5 MOLECULARES PROMEDIOS DE DEXTRANAS PATRONES

21000,000 I 500,000 70,0007 40,000 10,000

% p/v t ne % plv t n. % plv t 0. % p/v‘ t n. % plv . t ne

1.0 [26.885 ﬂ 1,650 .1.0 23,950 | 1.470 2.1 22.79 1.399 2.4 21,68 1.331 5.0 —|-21.00 1.289

0.8  [24,753 | 1,591 0.9 23.060 | 1,415 1.8 21.04 . 1.292_ | 1.8 20.51 1.259 4.5 | 20.85 | 1.279

0.6  {22.600 | 1,387 0.8 22.192 | 1,362 1.5 21.04 1.292 I:B 20.51 1.259 5.0 20.62 ’1.266

0.4  120.430 | 1.254 0.7 21.366 | 1.312 1.2 20.12 1,235 |- 1.5 | 19.84 1.218 3.5 20.36 1.246

0.2 [18.296 | 1.123 0.6 20.568 | 1.263 0.9 19.18 1.177 1.2 19.17 1.178 3.0 19.92 1.223
0.4 19,050 | 1.169 0.6 18.22 i.118 0.9 18.47 1.134 2.0 18.93 1.162
0.2 17.830 | 1.081 : 0.6 17.74 1.089 1.0 17,75 1.086

.’b/v = concentracidn de las soluéiones ae dextrénas patrones evaluada a cada peso.moleculai.

t
1]

tiempo promedio de flujo en el viscosimetro en segundos.

= viscosidad_ relativa de las soluciones

=]
L N
I
7T




en la figura 33, donde los puntos de interseccidn
representan las viscosidades intrinsecas para ca-’

da peso molecular {(ver cuadro 32). Estos valores

th

¢ utilizaron para construir la grifica de la fi-

: : ) . .
gura 34 al relacionarlos con los respectivos pesos
moleculares de dextfanas patrones, dando origen
a la curva de calibracion requerida para deter-- .

' . - 1
minar ' los pesos moleculares de las muestras

de dextranas producidas en esta investigacion.

' CUADRO 32
VISCOSTDADES INTRINSECAS DE LAS DEXTRANAS PATRONES
DE DIFERENTES PESOS MOLECULARES PROMEDIO GRAFICADOS
EN LA CURVA DE CALIBRACION DE LA.FIGURA 34

PESO MOLECULAR, PM  [VISCOSIDAD INTRINSECA[n]
| 21000,000 0.6016
500,000 . ' 0.3945
70,000 * 0.1973
40,000 : 0.1518"
10,000 0.0914 .
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5.11,2 DETERMIMACION ‘DE LOS PESOS O ECULARES DE LA DEX-
| TRANA HATIVA PRODUCIDA -

Para determinar el peso molecular a cada una de
las dextranas producidas, las muestras de solu~-
ciones de concentracidn conocidas se prepararon

"a partir de dextrana en polvo, secada hasta peso,

. 4
constante.

Para las concentraciones de 10% y 30% p/v de
azlcar morena, se determinaron los pesos molecu-
lares de las dextranas producidas en diferentes

condiciones de fermentacidn.

En las figuras 35 a 37 se pueden leer las visco-.
-

sidades intrinsecas obtenidas para cada condi-

cidn de operacién. Estas se utilizaron para -

leer los pesos moleculares respectivos en la cur

va de calibracidén (figura 34)

Los resultados obtenidos se resumen en los cua-

dros 33 a 35 donde se observa que con una fermen
tacién natural, & medida que aumenta el porcenta
je inicial ae azicar en el medio de fermentaciéq,
disminuye el peso molecular de lé dextrana produ

cida.
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En base a los altos pesos moleculares obtenidos
se puede concluir, gue las dextranas producidas
no podrian utilizarse con fines clinicos como
substituto de plasma sangu{neo; 4 menos, que se
les sometiera a un proceso de hidrdlisis &cida
0 enzimdtica, hasta alcanzar 1o0s valores de pe-

$0s moleculares entre 40,000 y 70,000; por su-

. . . ,
puesto, no sin antes efectuar, un riguroso ana-—

lisis toxicoldgico de las solucucnes de dextrana,

c omo el presentado en el apendice D.
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RELACION DEL LOGARITMO NATURAL DE LA VISCOCIDAD
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FIGURA 36: DETERMINACION DE LAS VISCCSIDADES INTRINSECAS DE SOLUCIONES
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INICIAL REPORTADOS EN EL CUADRO 34.
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CUADRO 33

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE VISCOSIDADES INTRINSECAS Y PESOS MOLECULARES

PROMEDIOS OBTENIDOS EN UNA FERMENTACION NATURAL A 28°C Y UTILIZANDO

DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE AZUCAR

Mo. LINEA DE CONCENTRACION VISCOSIDAD [NTRINSECA | PESO MOLECULAR PROMED!Q YTILIDADES DE LA DEXTRANA AL PESO
GRAFICA 35 INICIAL DE AZUCAR DETERMINADA EN LA LETDO EN LA FIGURA 3% MOLECULAR EVALUADD
% plv FICURA 35
1 10 0.41117 619.552 Tamices moleculares #nticoagulan-
2 10 0.40858 608.627 te como sulfato dextrana.
3 20 0.35004 395.142 Purificacidn de soda cdustica por
4 20 0.35157 400,000 precipitacidon como ferro dextrana.
5 30 0.38609 224,875 Tamices moleculares.
& .
6 30 .0.20206 228,256 Formador de peliculas.
7 40 0.26010 + 172,353 Previene formacién de hielo en he
8 40 0.25896 170.263 lados. ..
» =
9 b0 0.24943 153.322 ¢ Suavizadores de arrugas.
10 50 0.25068 165.488 :
11 60 0120796 92,253 Dextrana clinica como recuperado-
12 60 0.19780 .180.:209 ra de volumen sanguineo.




CUADRG 34,

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE VISCOSIDADES INTRINSECAS Y PESOS MOLECULARES

PROMEDIOS OBTENIDOS EN DIFERENTES CONDICIONES DE FERMENTACION

UTILIZANDO 10% p/v DE AZUCAR INICIAL EN EL MEDIO

No. LINEA DE CONDICIONES DE | VISCOSIDAD INTRINSECA PESO MOLECULAR .
B DETERMINADA EN LA . PROMED{O LEIDO UTIL!DADES
GRAFICA 26 FERMENTAC [ ON EICURA 36 EN LA FIGURA 34
1 Natural 0.41117 619,552 Tratamientos de anemias si se acom
2 a 28°C 0.40858 - 608,627 plejan con hiervo.
3 A tempera- 0.39112 528.716 Estabilizador de la espuma de la cerve-
tura de
4 25°C 0.385910 530.979 za.
5 A tempera- 0.39086 537.746 Produccion de jarabes de azdcar no cris
tura de
6 32°C 0.39687 561.136 talizables.
7 A pH cons+ 0.38741° 524.561 Produccién de jarabes de aziicar no cris
tante en
8- 5.2 0.39250 544,044 talizables.
9 Con agita- 0.38980 533.652 Agente texturizante en bebidas dietéti-
cién
10 a 70 rpm. 0.3%9230 543,271 cas.

(A AN



CUADRO 35,

RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE VISCOSIDADES INTRINSECAS Y PESOS MOLECULARES

PROMEDIOS OBTENIDOS EN DIFERENTES CONDICIONES DE FERMENTACION

UTILIZANDO 30% p/v DE AZUCAR INICIAL EN EL MEDIO

‘ : VISCOSIDAD INTRINSE-|PESO MOLECULAR PROMEDIO
to- HINER B CONDICIONES DE Ch DETERMINADA EN LAl | €100 EN LA FIGURA34 , UTILIDADES
i FIGURA 37 ;
GRAFICA 37- FERMENTACION ~
1 -Natural a 0.28609 224,875 . Peliculas protectoras contra la
2 28°C 0.29206 238.256 descomposicidn de alimentos.
3 A tempera 0.30240 262.548 Confeccidn de gomas y jaleas.
tura de
4 25°C. 0.31153 285.295
5 A tempera 0.28288 217.905 Agente aglutinante en tabletas
tura de B
6 32°¢ 0.29067 235.075 farmecéuticas y prolenga su ac-
7 A pH cons 0.28184 215.667 cion estabilizador de helados.
tante en :
8 5.2 0.29605 247,448
9 Con agita 027862 208.848
cifn a 70
10 rpm 0.29014 233.876

el
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OBSERVACIGHES

+La fermentacidén de sacarosa con produccidén de dextrana

por Leuconostoc mesenteroides, provee su propio medio

anaerdbico debido a la abundante produccidh.de gas (CO0j7),.

que se .acumula en la superficie durante el proceso.

Las fermentaciones correspondientes a medios con 10% de
sacarosa inicial presentan la caracteristica de formar
una gran cantidad de gas, cuando el pH ha alcanzado un va
lor de 6; el gas empuja hacia arriba los pequefios grumos

de dextrana, formando una capa superficial gelatinosa.

Las fermentaciones con 30% de sacarosa inicial en el me-
dio son las que presentaron mayor viscosidad a todas las

temperaturas experimentadas, especialmente a 25°C.

Si el fermentador permanece a temperatura ambiente des-
pués de finalizada . la fermentacién, la solucién pierde
viscosidad, lo que sugiere que se inicia otro proceso,
una hidrdlisis &dcida de la dextrana producida por efecto
del pH final de fermentacidn (4.2). &Esta observacidn se

basa en que el Leuconostoc mesenteroides no produce dex-

tranasa, por 1lo que se descarta que se trate de una hidrd
lisis enzimdtica. La pérdida de viscosidad se disﬁinuye
colocando los fermentadores a temperatura de refrigera-
cién, o separando la dextrana inmediatamente después de

terminada 1a fermentaciodn.

1
v



, . - 145 .

5. - Cuando 1la dextrana es precipitada, es necesario dejar en
reposo la solucidn por 15 a 20 minutos o centrifugarl@,

para separar la mayor cantidad de ésta.

6. El1 lavado de dextrana debe llevarse a cabo con la menor
cantidad de agua posible; por ejemplo, para un precipita
do que proviene de 25 ml de solucidn fermentada, se uti
lizard 5 ml de agua a 50°C, de lo contrario en cuanto

* . £
mas agua se utllice mayor sera el consumo de alcohol pa-

ra reprecipitarla. .

7. Al hacer observaciones al microscopio, aplicando tincién
simple a las muestras de dextrana seca, se comprueba que
contienen un alto porcentaje de masa celular, principal
mente la que corresponde a 10% de sacarosa. Las cé&lulas
ocluidas no se pudieron separar debido a que no se conta-

ba con los medios de purificacidn adecuados.

8. Al disminuir la temperatura a 25°C el rendimiento de
dextrana aumento, indicando gue las temperaturas bajas
favorecen su produccidn, tal vez porgue la multiplica=

. "
Cclon celular es lenta con menor consumo de sacarosa.,
mientras que la enzima se encontraba a una temperatura

. adecuada para retener su actividad.
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CONCLUSIOKES

El desarrollo de productos derivados de la caha de azu-
car utilizando como materias primas jugo de caha, mela--
za o0 azdcar morena, seria una forma de diversificar la

tecnolog{a azucarera con obtencion de beneficios econo-

micos para E1l Salvador. Esta alternativa disminuiria

los efectos de la fluctuacion de precios del aziucar en

el mercado internacional.

El desarrollo de la quimica del azucar permitiria obte-
ner productos para consumo interno y/o productos expor-

tables captores de divisas.

Durante el desarrollc de las fermentaciones se conto-

con una cepa de Leuconostoc mesenteroides aislada desde

jugo de cafa propio de El1 Salvador, lo gque constituye u
na ventaja en el sentido de que se trata de un microor-
ganismo acostumbrado a la temperatura ambiente del pais
(28 a 30°C), las sales y minerales propios del suelo,

gue muchas veces son contaminantes del azdcar morena.

Utilizando una fermentacidn natural, es decir sin agita
ciéh, ni control a un valor de pH establecido y tempera
tura ambiente (28°C), los mayores rendimientos de dex-

trana se lograron a concentraciones de 10% & 30% de sa-

carosa inicial en el medio, siendo estos de 56 y 5677



para 10% de sacarosa y de 22.31 y 26.82 para 30% de sa-
carosa. Estos rendimientos se ven influenciados por 1la
masa celular contenida en la dextrana producida, obte-

7 . ] . . .
niendose valores arriba del rendimiento estequlométrlco

(49%) . '

Las curvas de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides

muestran que bajo las condiciones estudiadas, la fase

de retardo ha sido - eliminada para la concentracidn de
10% de sacarosa y se ha reducido a solo 2 horas para la
concentracidn de 30% de sacarosa. El pefiodo'de maximo
crecimiento se da entre los rangos de pH 7.2 a 5.9 para

ambas concentraciones. Con 30% de sacarosa en el medio,

! .
el periodo de muerte es mds acelerado.

. s, “a .
Las concentraciones celulares maximas, indican que 1la
l' . ] . .
produccion de enzima no estd directamente relacionada
con la multiplicacion celular, pero si con la concentra

. * v . ] .
cion de sacarosa inicial en el medio.

Los resultados obtenidos a pH constante (5.2) indican
gue el consumo de sacarosa aumenta para 1la produccidh
de dextrana, debido a que la celula en este valor se en

cuentra en periodo de muerte.

Los rendimientos obtenidos a pH constante (5.2) y 28°C

y los obtenidos a 25°9C son muy cercanos, sugiriendo que
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a nivel industrial serfa mas conveniente trabajar a tem
peratura baja (siendo la minima 250C}, sin que ésta sea

de refrigeracidn, y no controlando el pH.

La agitacidn favorece 1a multiplicacion celiilar porgue
pone al alcance de la cdiula mayor cantidad de alimento,
pero disminuye la produccidn de 1a enzima y con ello la

de dextrana.



5.

RECOMENDACIONES

Es necesario desarrollar investigaciones sobre nuevas
aplicaciones industriales del azdcar a fin de dominar

los conocimientos cientificos y tecnoldgicos para lle-

varlos a la practica en El1 Salvador.

4

Se recomienda la utilizacion de un método directo pa-
ra la determinacidn del peso molecular de Ia dextrana

producida, como por ejemplo las columnas de sephadex,
que tienen la ventaja de poder determinar la distribu

cidn de pesos moleculares de la muestra y no sold el

peso molecular promedio, ademds de aumentar la exac-

titud de las medicicnes.

Es importante que se desarrollen las investigaciones so-

bre produccidn de dextrana a escala de labo;atorio, u-
tilizando otros m€todos como el enzimatico o é traves
de enzima inmovilizada, €sto permitiria seleccionar el
proceso mas adecuado para la produccidn del polimero

en E1 Salvador.

Uno de los factores que influyen en la rentabilidad

del proceso de produccidn de dextrana es la utiliza-
. . ] « f

cidn del etanol durante la etapa de purificacion. Se

recomienda la optimizacidn del consumo de etanol, asi

. « . .
comc tambien la optimizacion de su recuperacion.

Durante el desarrollo del presente estudio no fue po-

149



sible determinar la talidad del producto terminado,
dejandose para posteriores investigaciones 1la utili
zacidon de técnicas analfticas, tales- como, espectro
fotometria infrarroja, cromatografia de capa fina,
cromagografia 1fquida de alta presion, etc., para

establecer la pureza del producto terminado.

Una de las principaleé desventajas del método fermen

150

tativo es la de producir dextrana con una alta canti.

dad de células ocluidas, esto puede solventarse me-
diante el empleo de filtros seitz o de ultrafiltra-
cithdel caldo fermentado antes de separar la dextra

na o despues del primer lavado con etanol.

Es indispensable optimizar los parametros evaluados

" durante el proceso de produccidén del polimero, apli-

cando andlisis estadistico a los resultados.
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APENDICE A _‘
DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES Y SACAROSA REMANENTE
‘ ‘ POR-EL METODO. DE LANE Y EYNON

El método es una modificacién del método de Lane y Eynon,
que consiste en reducir la modificacidén de Soxhlet de la so-
lucién de Fehling tituladndola, en punto de ebullicidn, con
una solucién de los azlicares reductores, utilizando azul de

metileno como indicador.

REACTIVOS

Modificacién de Soxhlet de la Solucidn de Fehling

SOLUCION A

Disolver 34.64 gramos de CuSOd 5H20 en agua destilada hasta
obtener un litro de solucidén. Conservar durante un dia an-

tes de proceder a la titulacidn.

SOLUCION B

Disolver 173 gramos de tartrato sbédico-potésiceo y 50 gramos
de NaOH en agua destilada hasta obtener un litro. Filtrar

con un filtro preparado de asbesto.

Solucidn de Azul de Metileno

Disolver 2 gramos en agua destilada y diluir hasta obtener

un litro.
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Solucidn patrdn de azicar invertido

\

Pesar exactamente 4.75 gramos de sacarosa pura, afadir 5 ml

de dcido clorhidrico (HC1 puro al 36.5% p/p) y disolver en
agua hasta obtener unos 100 ml; la solucidn acidificada se
coloca en un bano de agua a 70°C, se agita por 3 minutos,
luego se mantiene en reposo durénte 4 minutos procurando

que su ﬁemperatura no descienda de los 700C.

Enfriar la solucidn acidificada con agua helada hasta la

temperatura ambiente.

Ahadir unas 3 gotas de solucidn al 1% de Fenolftaleina y
neutralizar con hidrdxido de sodio; enfriar la solucion y

diluif hasta 1 litro.

La solucion de azucar invertido asi preparada, tendrd una
concentracién tal que 10 ml de la misma contendran 0.05 gra

mos de agucar invertido.

Valoracion de la solucidn de Fehling "A"

Transferir a un erlenmeyer de 250 ml, 5 ml de solucidn
Fehling "A"™ y 5 ml de solucidn Fehling "B".

Anadir 30 ml de agua destilada.

Llenar la bureta con la solucidn de azucar invertido, y des-
cargar de una sola vez 6 ml en el erlenmeyer gue contiene 1la

solucidn Fehling.
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Poner el erlenmeyer de tal forma que comience a hervir a 1l0s
4 minutos aproximadamente. Tan pronto comience a hervir,

mantener la ebullicién durante 2 minutos, procurando que la

ebullicidn sea suave. Agregar 3 gotas de azul de metileno.

Comenzar a titular con la solucidn de azficar invertido conte

nida en la bureta, gota a gota dentro del erlenmeyer, mante-

niendo siempre la solucién en el erlenmeyer hirviendo suave-

mente, hasta que el color azul cambie a rojo ladrillo, lo

cual marca el fin de l1la titulaciodn.

Nota: Nunca agite el erlenmeyer cuando esté realizando la ti

tulaciodn.

Anotar los.mililitros consumidos de 1ld solucidn de "aziicar _in-
vertido, incluyendo los qué se afiadieron ‘al recipiente de una

sola vez.

Valor de la solucién Fehling A:

Valor = ml solucién de azlcar invertido X b.OOS.

Este valor debe fijarse en la etiqueta del frasco de solu-
cidn Fehling "A" y serd el que se utilizara para los cidlcu-

los del % de azticares reductores y % de azficar remanente.
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ANALISIS DE AZUCARES EN LA SOLUCION FERMENTADA

A) Determinacidn del % de azlicares reductores

Tomar 30 ml1 de muestra.del:fermentador, -precipitar la dex::
trana con 45 ml' de etanol absoluto, transferir esta solucién
a una bureta y seguir_el procedimiento.utilizddo en la.valora
cioén de la solucidén Fehling "A". Anotar - los mililitros consumi
dos de la muestra.

Valor de Fehling X 100

ml consumidos de 1la
(R1) muestra.

0,

$ Azlicares Reductores =

B) Determinacidén de sacarosa remanente

La muestra tomada anteriormente se lleva a un pH de 3 con

HC1 concentrado calentidndose por 1 hora a 50°C, para asegurar
una inversidn completa de la sacarosa contenida en la muestra,
transferir esta solucidn a una bureta y anotar los mili;itros
consumidos por el método de Lane y Eynon; este valor seri el

0,

% total de aziicar invertido.

Valor de Fehling X 100
% de azlcar total invertido =

(R2) ml- consumidos de la
muestra

El % de sacarosa remanente se calcula con la siguiente férmu

la:

[}

% Sacarosa remanente = (RZ - R1) X 0.95
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APENDICE B
DETERMINACION DE HUMEDAD POR EL METODO DE

ARRASTRE CON TOLUENO

Cuando las muestras se secan hasta peso constante, no se tie-
ne seguridad de que toda el agua haya sido removida, sino so
lamente de que la muestra ha 1legado a un equilibrio con la |,

humedad del ambiente donde ha sido secada.

Para determinar la humedad final de las muestras de dextrana
se.utilizd un método .de .destilacion éon solvente inmiscible.
Se trata de una -marcha de laboératorio rdpida y util ‘para de-
terminar. cantidades pequénds de _humedad. Este método es ‘de “
especial- importancia cuando se deséa distinguir entre agua y -
materia volatil, como por ejemplo, en especias, las cuales

contienen aceites wvolatiles.

 PROCEDIMIENTO

Pesar la muestra y colocarla en un frasco erlenmeyer boca es
merilada de 250 ml, agregar suficdente muestra como para pro
ducir de 2 a 5 ml de agua. Cubrir el material con aproxima-

damente 75 ml de tolueno.

Armar f@n aparato como el representado en la figura B-1, 1lle-
nhar el tubo recolector con tolueno. Destilar suavementelﬁgﬁ
una velocidad aproximadamente de 2 gotas por segundo y luego-

m&s rdpidamente cuando practicamente se ha recolectado toda
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el agua. Agregar dentro de las paredes del condensador to-
luenoc para arrastrar gotas de agua que hallan quedado adheri

das a el. continuar destilando y si no se ha recolectado mis

agua, la determinacién finaliza.

Leer el volumen del agua en el tubo de destilacidn y cal
wcular el % de humedad, asumiendo gue el volumen de égua:es
equivalente a su peso en gramos, luego dividir entre el peso
de 1la muestré original .y multiplicar por cien.

W agua

% Humedad = X 100
W muestra

Cordensador
de solvente

Figura B.l: Aparato utilizado para determinar 1a humedad
de 1la muestra por el método de arrastre.con

tolueno.
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APENDICE C |
DETERRINACION DE PESOS MOLECULARES DE POLIHEROS

Y SU RELACION CON LA VISCOSIDAD

La informacién presentada en este apendice ha sido tomada en
su totalidad de la referencia Fonoll (1969), en la cual se
definen diferentes tipos de viscosidad y la metodologia para

determinar peso:molecular de polimeros. solubles.

Viscosidad es- la resistencia presentada por el fluido a fluir
La fiscosidad varia grandemente. dependiendo de la naturale-
za de la sustancia, siendo alta para materiales tales como

.los aceites pesados de lubricacidén y ciertos polimeros, y ba

ja para otros tales como el benceno.

[

La unidad comin de la viscosidad abscluta es el poise, llama-
do asi en honor de Poiseville, quien estudidé la viscosidad y

propuso la ecuacidn C.l1 conocida con su nombre.

(-Ap) 9 %t

n = (c.1)
8VL
Donde:
n : Viscosidad absoluta
‘ . : » \
(-AP) : Caida de presidn total entre dos puntos de refe-

rencia en -el -viscosimetro.

q : Constante con valor de 3.14159
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Radio del conducto

r '
L Longitud del conducto. | \
Vv Volumen del liquido que pasa por €l conducto,
t : Tiempo que tarda el volumen V en fluir.

En un viscosimetro come el de Ostwald (figurac.i), la presién
hidrostédtica que causa el flujo a través del capilar depende
rd de la diferencia en alturas h, de los dos niveles del 1i-
quido en el viscosimetro y del peso especifico frdel liqui-
do; ademids, si se define como C= ﬂr¢/8VL, la ecduacidn (C;l)

puede yeescribiksej.ecuacion C.2.

=
n

ChH¥ t donde M=¢gp

=
I

C hget (c.2).

La medida de la viscosidad absoluta por este método, es de-
cir, usando las ecuaciones (C.I) y/o (C.2), es bastante problemd
tica. Usualmente, se hacen medidas indirectas en las cua—‘
les, la viscosidad de un liquido es determinada con relacién
a otro liquido cuya viscosidad es conocida. A esta relacién

se le conoce como viscosidad relativa ng,.

Entonces, si de un liquido de viscosidad conocida (sustancia
de referencia) se toma un mismo volumen y se analiza en el

mismo viscosimetro, la viscosidad relativa viene dada por

las relaciones de la ecuacién C.3.

nr = n/ne = Cp’t/ CP'O tO = P‘t/}"‘oto = t/to (C'3)
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FIGURA C.1:

Viscosimetro tipo Ostwald
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El subcero se refiere al disolvente puro. A bajas concentra
ciones las densidades € y ¢, son aproximadam?nte iguales;
por ésto la viscosidad relativa de una disolﬁcién de un poll
mero viene dada sencillamente por el nimero abstracto que ;é
sulta de dividir 1os'tiémpos de flujo correspondientes a la

i3

disolucidén, y al disolvente.

Por viscosidad especifica ng se entiende la diferencia entre

la viscosidad relativa y la unidad. Es también un nimero

n disolucidn n . n-n,
n =n_-1= -1 = -1 = —_— (c.4)
n disolvente n n g

La viscosidad especifica mide el aumento relativo que experi
menta la viscosidad de cierto disolvente, al afiadirle un po-

limero soluble en éste. .

Finalmente, la viscosidad intrinseca [n] de una disoluciédn
de un polimero, se define como el limite de la razdn entre

la viscesidad especifica y la concentracidén, cuando ésta Ql-

tima tiende a cero.

lim —— (C.5)-
C—30 c.

(n]
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En las medidas de viscosidad, es normal expresar la concentra

cidén ¢ en gramos de polimero contenidos en 100 ml de disolu-

cidn.

En consecuencia, la viscosidad intrinseca se mediri en deci-

litros/gramo, ya que no es adimensional.

Para n,. < 2, la representacién griafica de la funcidén empiri-

ca.

Ne

= f{c) (c.6)
C

obtenida experimentalmente, es casi una linea recta para mu-

chas disoluciones de polimeros.

Extrapolando a concentracidén cero (dilucién infinita), se de
termina la ordenada en el origen de dicha recta, es decir,

la viscosidad intrinseca.

Huggins observd que las pendientes de estas rectas, eran con
frecuencia directamente proporcionales al cuadrado de la pro
pia viscosidad intrinseca y el factor de proporcionalidad 0s
cilaba entre + 0.35 y + 0.40. Por ello, propuso para la
ecuacidn (c.6) una ecuacidn lineal ‘(c.7) especto a la concentra
cidn:

1

Ne  _ [n] + k' [n] Z c (C.7)

f(c) =

[g]
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~ 5

Si se toma en cuenta que a medida que aumenta la dilucidn la
viscosidad relativa tiende a uno, la diferencia (nr - 1), se
T4 un infinitésimo equivalente a Ln(né) por lo que la visco-

sidad intrinseca también podrd venir dada por la expresion

ng n. - 1 . 1n n,
[n] =1im @ — .= 1im — __ _ 1lim - (c.8)
C—0 c c+0 c C0 c "

La ecuacidén de Huggins (c.7) al tener en cuenta la ecuacidn
(c.8) puede tomar la forma de la ecuacidn C.9.

In n (n] + k"[n]2 cl
S S (C.9)

.

Donde tanto k', k" como cl son constantes propias de las

ecuaciones empiricas. La pendiente es distinta, pues Ln(nr),

Y

y né s6lo son iguales en el limite, cuando ¢ = 0. Huggins
eﬂcontré, que la nueva pendiente era también directamente
proporcional al cuadrado de la viscosidad intrinseca, en mu-
cho de los sistemas investigados, estableciendo que entre

los dos factores de proporcionalidad existia la relacién:

k' - k" = 4+ 1 (c_lo“)

2

En la practica, se miden las viscosidades relativas a dos o
més concentraciones de la disolucidn del polimero, eligiendo

aquellas de manera que:

1.1 < n, < 1.5
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y luego se colocan los puntos experimentales en los diagra-
mas en los que en abscisas se colocan las concentraciones, y
en ordenadas los valores de los cocientes ne/c y (In nr)/c
obteniéndose aproximadamente unos puntos alineados de acuer-
do con las ecuaciomes (¢.7) y (C.9). Si bien en general, la pri
mera recta tiene pendiente positiva y la segunda negativa,
al extrapolar a concentracidn cero, debe obtenerse el mismo
valor para la viscosidad intrinseca. En caso contrario, si
la discrepancia es pequefla, se toma el valor medio. Como se

muestra en la figura (C.2)

La prediccidn que hizo Staudinger en el afic de 1930 sobre la
proporcionalidad entre pesos moleculares y viscosidades in-
trinsecas de las disoluciones de polimeros, ha experimentado

hasta la fecha s0lo pequefias modificaciones.

Si un polimero se fracciona, puede determinarse el peso mole
cular medio numérico y la viscosidad intrinseca de las diso-
luciones de cada fraccidén, los logaritmos neperianos de am-
bas magnitudes, estdn en una relacidén de proporcionalidad di
recta y en un diagrama dan lugar a puntos aproximadamente

alineados.

Determinando graficamente la pendiente y la ordenada en el
origen de estas rectas, se puede escribir:
In[n] = a ln M+ b (C.11)

y de aqui [n] = k Ma (Cc.12)
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en donde "a'" es la pendiente; "b" es la ordenaca en el ori-
gen y M es el peso molecular medio numérico de la fraccidn

cuya viscosidad intrinseca es [n].

Cuando los valores de "k'" y "a'" han sido establecidos para-
una.serie dada de polimeros en un disolvente dado Yy a una
temperatura especificada, basta una determinacidn de la vis-
cosidad intrinseca, para encontrar inmediatamente el peso mo
lecular medio numérico sin necesidad de usar el osmémetro,
‘se lee sencillﬁmente en la grdfica correspondiente a la rela
cidén de la ecuacidn (C.11). Para polimeros heterogéneos en

cuanto a pesos y longitudes, es decir, sin fraccionar, se

usa la ecuacidn C.13.

[n] = k M3 (C.13)

en la que:

)1/a; (C.14)

A este resultado se llega considerando disoluciones lo sufi-
cientemente diluidas como para que se pueda aceptar la hipé-
tesis de que cada molécula contribuye independientemente de

las demds, a la viscosidad de la:disolucidn.

Evidentemente, el peso molecular medio viscosimétrico MV, de

pende de "a'", y de la fraccién ponderal W €5 decir de la

distribucidén del peso molecular. Generalmente han encontra-
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do para "a', valores experimentales comprendidos entre 0.5 y

0.8, siendo el mis frecuente 0.7

4

Por otro lado k varia entre 0.5 y 5 X 107, y en cuanto a MV’

oscila entre 80% y 90% de Mw

Evidentemente, para "a" igual a 1.0, ambos pesos moleculares

medios coinciden.

Si se suponen polimeros lineales cuya distribucién del peso
molecular sea la prevista en la teoria de Flory, la llamada
distribucidén mds probable, las relaciones que existen entre
los diferentes pesos moleculares medios, fueron encontradas
matemidticamente por Shaefgen y Flory, y se resumen en la ex

presidn, dada por la ecuacidn C.15.

MM, N 1: [(1+a) [T (1+a)]¥/2:2 ¢

0
'.-l
L
o

siendo | " 1a funcién gamma de Euler.
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Figura (.2:Datos experimentales para la determinacién de la viscosidad in
.trinseca de las disoluciones de polimeros.

FUENTE: FONOLL, 1967

"o": Valores Experimentales para los cuales se cumple

1.1 < n_ < 1.5

c: Concentracidn

[n]: Viscosidad intrinseca ' ]

n, : Viscosidad especifica

b

n_ : Viscosidad relativa

T

1> C2> %3 > %

v
o
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APENDICE I
PRUEBAS TOXICOLOGICAS -PARA SOLUCIONES DE DEXTRAHA

INYECTABLE: DEXTRAN 40,

La informacidén presentada ha sido tomada de la.farmacopea de

los Estados Unidos Mexicanos, 1986.

DEXTRAN" 40, SOLUCION INYECTABLE

Solucidn estéril ﬁe de£trén (40,000) y dextrosa en agua in-
yectable. Contiene no menos del 90.0 por ciento y no més

del 110.0 por ciento de la cantidad de dextranas indicada en
el marbete. 'Contiene no menos del 90.0 por ciento y no mis ¢
del 110.0 por cieﬁto de CeH1206 anﬁidré indicada en el mérﬁg\

te.

CLARIDAD DE LA SOLUCION. El1 contenido debe ser transparen-

o

te.

HERMETICIDAD
i

Pr&cédimiento. Sumergir completamente 10 muestras en sus gg' |
vases originales en solucidn al 0.1 por ciento p./v de azul:
de metileno en tween 60 al 0.1 por ciento p/v, centenida-en
un recipiente al que se le pueda aplicar vacio hasta un difg
reqcial minimo de 50 mm de Hg, durante 1 hora. Lavar los en
va§e§ con agua corriente, escurrir y observar. El contenido

de los envases no debe presentar ningin cambio de color, ni
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debe haber indicios Qe entrada de la solucién colorida en -

ningin sitio de los envases.

PARTICULAS VISIBLES. La solucién debe estar libre de:pérti—

culas visibles.
VARIACION DE VOLUMEN. MGA 0981% Cumple los requisitos.
IDENTIDAD

A. Dextran y dextrosa . Mezclar 1 ml de la muestra con 50'-
ml de agua, a 5 ml de esta solucidén, agregar 0.1 ml de écido
clorhidrico, hervir durante 30 segundos, enfriar'répidamen—
te, agregar 2 ml de hidrdéxido de amonio y 5 ﬁl de agua satu-:
rada con &cido sulfhidrico, preparada el dia de su uso, her-
vir hasta remover ‘el dcido sulfhidrico, enfriar y filtrar.
a) Hervir 5 ml de filtrado con 5ml de reactivo de Fehling.
La solucidén debe adquirir color verde lo que indica presen-
cia de dextran y debe aparecer un precipitade roji:zo, lolque
indica presencila de dextrosa. |
b) Hervir 5 ml del filtrado con 0.5 ml de &cido clorhidri-
co durante 5 minutos y enfriar, agregar 2.5 ml de solucién .
0.5 M de hidrdéxido de sodio'y 5 ml de reactivo de Fehling,
hervir nuevamente. La solucidn no debe adqﬁifir color verde
y el precipitado rojizo debe ser mads copioso, lo que indica

la degradacidon del dextran a dextrosa.

* MGA y el numero gque le acompaiia es la especificacidn de

la tecnica analitica seglin la Farmacopea de los Estados U,
nidos Mexicanos, 1986. ' -



-+ S§I*: Solucidn indicadora

v

ACIDEZ. A 25 ml de 1la muesira, agregar unas gotas de SI* de
R -

Tojo de fenol y neutralizar con solucidén 0.01 M de hidréxido’

"de sodio. La muestra no debe requerir mids de Z2.0'ml de solu-

cidén 0.01 M de hidr6xido de sodio para neutralizarse.

' METALES PESADOS. MGA 0561

Solucidén de sulfuro. Pasar 12 g de sulfuro de sodio a?unfmg‘
traz volumétrico de 100 ml, disolver por calentamiento"én.
una mézcla.de 10 ml de agua y 25 ml de glicerol, enfriar y
aforar con la misma mezcla.f

Procedimiento. A un tubo de Nessler de 50 ml, pﬁSar 2 ml de’
la muestra y 5Sml de solucidn de referencia de plomo 0.010
mg/ml; a otfo tubo de Nessler de‘SO ml, pasar 12 ml de la
muestra, agregar a cada tubo 5 ml de solucidén 6 M de écido
acético y solucidn al 37.5 por ciento v/v de hidrdxido dé"
amonio hasta alcaiinizar cada solucidén y diluir cada tqu a

50 ml con agua, agregar a cada uno 0.1 ml de la sclucidén de -

sulfuro y mezclari

Cualquier color desarrolladp en el tﬁbo conteniendo 10; 12

ml de la muestra, no debe ser mds intenso que el colof desa-
rrollado en el tubo conteniendo la solucibn de referencia de
plomo y de la muestra, lo due equivale a no mas de 5 ppﬁ'de

metales pesados.
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ETANOL

Procedimiento. Destilar 100 ml de 1la muestra, colectar los
primeros 45 ml del destilado y diluir a 50 ml con agua; mez-
clar por separado 10 ml de solucidén 0.0617 M de dicromato de

potasio con 10 ml de @cido sulfiirico en un recipiente para

ebullicidén, provisto de tapdn, inmediatamente agregar 5 ml

del destilado, mezclar, tapar y dejar reposar durante 5 minu
tos. Pasar a un matraz volumétrico de 500 ml y diluir a 300
ml con agua libre de bidxido de carbono, agregar 2 g de yodu
ro de potasio y 1 ml de solucidén de 10 por cientop /v de tio
cianato de potasio, reposar durante 5 minutos y titular el

yodo liberado con solucién 0.1 M de tiosulfato de sodioc has-
ta coloracidn roja, agregar unos mililitros de SI de almiddn
y continuar la titulacidén hasta desaparicidn del color azul.
Correr un blanco de reactivos en las mismas condiciones, sus

tituyendo leos 5 ml del destilado por 5 ml de agua.

La diferencia entre el volumen consumido en la titulacidén de
la muestra y el volumen consumido en la titulacidén del blan-

€0, no debe ser mayor de 4.2 ml de solucidén 0.1 M de tiosulfa

to de sodio.

J—

NITROGENO. MGA 0611

Procedimiento. A unmatraz Kjeldahl de 200 ml, pasar 50 ml
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de la muestra y 30 ml de 4cido sulfirico libre de nitrégeno,
calentar durante 15 minutog, agregarIS g de la mezcla de;meE
curio sulfato para Kjeldahl y calentar con flama suave hastq
que la mezcla sea incolora, mantener }a mezcla a ebullicidn
lenta durante 2 horas, enfriar y agregar agua hasta un GOIUﬂ
men aproximado de 80 ﬁl, mezclar y dejar enfriar en bafio ﬁé
hielo, agregar cuidadqsamente 112 ml1 de solucidén 2:5 de hi-
‘dréxida de sodio ffia; }ésbaléndola lentameﬁte sobre las pa-
redes del matraz a modo de formar un estrato por debajo de

la solucidn &cida, agregar algunas granallas de zinc y Z g

de tiosulfato de sodio en 25 ml de agua y conectar inmediata
mente el matraz por medio de una trampa a un refrigerante,
cuyo tubo de salida tenga adaptada una alargadera recta que
debera estar sumergida en 50 ml de solucidn valorada 0.03 M \
de 4dcido sulfiarico. Mezclar el contenido del matraz Kjeldahl
con movimientos circulares y destilar de 150 a 200 ml, agre:.
gar al destilado unas gotas de SI de rojo de metilo azul de
metileno y titular el exceso de &dcido con solucidn 0.1 M dé
hidréxido de sodio, correr un blanco de reactivos en las mis
mas condiciones. La diferencia entre las 2 titulaciones re-
presenta el nitrégeno liberado por la muestra y no debe con-

sumir mis de 0.35 ml de solucién 0.05 M de acido sulfirico,

lo que equivale a no mids del 0.001 por ciento de nitrdgeno. -

RESIDUO DE LA IGNICION. MGA 0751. Emplear 25 ml de la mues



tra. El peso del residuo no debe ser mayor del 0.05 por

ciento.
PROTEINAS EXTRARNAS

Procedimiento. Inyectar a cada uno de 6 cobayos, 0.5 ml de
la muestra, en la cavidad peritoneal, cada 2 dias durante 3
ocasiones; 14 dias, después de la primera aplicacidén perito-
neal, inyectar a 3 de los animales, 0.2 ml de la muestra,
por via intravenosa y a los 21 dias de la primera aplicacién
intraperitoneal, inyectar a los 3 animales restantes, 0.2 ml
"de la muestra, por via intravenosa. Observar a cada animal,

30 minutos después de cada aplicaé¢idén y 24 horas mas tarde

en cada ocasidn.

Ningan animal debe presentar sintomas de anafilaxis, lo que

indica ausencia de proteinas extrafas.
PARTICULAS MICROSCOPICAS. MGA 0691. Cumple los requisitos.
ESTERILIDAD. MGA (0381. Cumple los requisitos.

PIROGENOS. MGA 0711. Cumple los requisitos. Inyectar 10

ml/kg de peso de la muestra, como dosis de prueba.

TAMANO MOLECULAR

Preparacidén de la muestra. A un volumen de la muestra, agre

gar 4 volamenes de etanol al 96 por ciento, mezdélar y centri



180

fugar,’ desechar el liquido sobrenadante y disolver el resi-
duo en un volumen de solucién al 0.9 por cientop./v de cloru
ro de sodio, equivalente al volumen original de la miestra.

Emplear esta solucidén en las determinaciones siguientes: -

Determinacidén A. MGA 0951

A partir de la solucidn de la muestra preparada‘como se indi

ca en el parrafo anterior, hacer diluciones en solucién de
cloruro de sodio al 0.9 por ciento p/v, que contenga 3.5,

2.5, 1.5y 0.75 g de dextranas en cada 100 ml, respectivaﬁeg

te.

Procedimiento. Determinar la viscosidad de cada solueidn de
la muestra y de la solucidn al 0.9 por ciento p/v de cloruro

de sodio a 37°C. ‘

Calcular el cociente de viscosidad para cada dilucidn, por
medio de la foérmula siguiente: Tm/Ts; en donde Tm es el tiem
po promedio de fluido de la muestra en segundos y Ts es el
tiempo promedio de fluido de la solucidén al 0.9 por ciento

p/v de cloruro de sodio en segundos.

Calcular las viscdsidades intrinsecas de la muestra construyen-
do una grifica con los datos siguientes: (cociente de viscosi
dad de cada dilucidn 1.00) / gramos de dextrédn en 100 ml de

cada dilucidn, contra gramos de dextrén en 100 ml de cada di
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lucidén; unir los puntos con una linea recta y extrapdlarla
hasta interceptar con eje de concentracidn. La distancia en
tre este punto y la Interseccidn de los ejes, fepresenta la
viscosidad intrinseca, la cual no debe ser menor de 0.15 ni

mayor de 0.20,
Determinacidén B. MGA 0951

Diluir la preparacidn de la muestra como se indica en tamafio
molecular, con solucidn de cloruro de sodio al 0.9 por cien-
to para obtener una concentracién de 6 por ciento p/v de dex

tranas.

Procedimiento. A 5 matraces Erlenmeyer provistos de tapbn,
pasar por separado, 200 ml de la preparacidn de la muestra y
ajustar la temperatura a 25 °C 2 0.1. Con precaucidn, para
mantener esta temperatura, agregar lentamente y con agitacidn
continua, etanol absoluto hasta producir turbiedad (se requie
ren aproximadamente 90 ml), agregar a cada matraz por separa-
do 1.0, 2.0, 3.0, 4,0 y 5.0 ml respectivamente de etanol abspo
luto, taparlos y sumergirlos en BA*a 35°C agitando ocasional-
mente, hasta obteﬂer soluciones claras, pasar los matraces a
otro bafio de agua manteniendo a 25 °C 0.1 y dejar reposar
hasta la formacién de 2 fases claras, desechar los liquidos

sobrenadantes y disolver, por separado, los residuos visco-

sos, en suficiente solucidén al 0.9 por ciento p./v de cloruro

BA*: Bafio de agua
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b

de sodio para obtener 50 ml, remover el etanol pdr evapofaéién,
bajo presidén reducida, diluir a 50 ml con agua y determinar

la rotacidn Optica de cada dilucidén como se indica en MGA
0771. Calcular el contenido.de dextranas de cada dilucidén en
gramos por 100 ml como se indica en la determinacidn A. 'Ung
vez obtenido este dato, escoger la dilucidn que contenga la
concentracidn méds cercana pero-que no excgda al 10 por ciento
/v de dextranas y proceder como se indica en lé determinacidn
A, pasando por separado a matraces correspondientes de 50 ml,
partes alicuotas que contengan 1.75, 1.25, 0.75 y 0.375 g de

dextranas, aforar con la solucién 0.9 por ciento p/v de clo-

~ruro de sodio y mezclar.

Estas.diluciones contienen3.5, 2.5, 1.5 y 0.75 g de dextran
en cada 100 ml. Calcular la viscosidad intrinseca de cada
solucién como se indica en la determinacidn A, la cual no de

be ser mayor de 0.27.

Determinacidn C. MGA 0951.
Preparacién de la Muestra. Como se indica en la determina-

cidn B.

Procedimiento. A matraces Erlenmeyer provistos de tapdn pa-

muestra,

\

agregar a cada uno lentamente y con agitacidén continua 80,

sar, por separado, 100 ml de la preparacidn de la

90, 100, y 110 ml respectivamente de etanol absolutc, tapar-
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los y sumergirlos en B& a 25°C z 0.1, dejandolos ahilhasta

la formacién de 2 fases claras. Separar los liduides sobre
nadantes en los residuos viscosos y remover eletanol de cada
solucidén por separado, por evaporacidn bajo presidn reduci-
da, remover el cloruro de sodio de cada solucién, pasindolas
por separado, a través de un tubo de celofédn para didlisis
contra agua; ajustar el volumen de cada solucién a 25 ml con

agua -y agregar a cada una 225 mg de cloruro de sodio para Te

poner la concentracidn de 0.9 por ciento p/v removida en la ,

N 1

didlisis; determinar la rotacidn Optica correspondienfe de
cada solucidén como se indica en el MGA 0771 y calculaf la
concentracidn respectiva de dextranas, en gramos por 100 ml
como se indica en la Determinacidn A. Una vez obtenido este
dato,' escoger la dilucidn que contenga la.conpentracién mas
cercana pero que no ‘exceda al 10 por cientop /v de dextranas
y proceder como se indica en la determinacidén A, pasando,
por separado, a.mafraces correspondientes de 50 ml, partes -
alicuotas que contengan 1.75, 1.25, 0.75 y 0.375 mg de dex-
tranas, aforar con la solucién al 0.9 por ciento;:/y de clo-
ruro de sodio y mezclar. Estas dilucicnes confienen 5.5,
2.5, 1.5 y 0.75 g de dextran .en cada 100 ml. Calcular la
viscosidad intrinseca de cada solucidén cemo se indica eh De-

terminacién A, la cual no debe exceder de 0,08, 16 que equi-

vale a no mids del 30 por ciento de dextranas.
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VALORACION DE DEXTROSA

Solucidn reguladora. Pasar 14.3 g de carbonato de sodio y 4
g de yoduro de potasio a un matraz volumétrico de 100 ml, di

solver y aforar con agua, mezclar.

Solucidn de la muestra. Preparar una dilucidén de la muestra

que contenga 15 mg/ml de dextrosa.

Procedimiento. A un matraz vodumétrico, pasar:S ml de 1a so
lucidén de la muestra, agregar 25 ml de la solucidn regulado-
ra y una parte alicuota de 25 ml de solucién 0.05 M de yodd,
tapar el matraz y dejar reposar exactamente 30 minutos a 20
°C agregar 30 ml de solucidén 2 M de 4cido clorh;drico y fitg
lar inmediatamente con solucién 0.1 M de tiosulfato de so-
dio. Correr un blanco de reactivos empleando 5 ml de agua
en lugar de 5 ml de la solucién de la muestra. EL punto fi-
nal de la titulacidn también se puede determinar potenciomé-
tricamente (MGA 0991), empleando electrodos de platino / ca-

lomel o platino / plata cloruro de plata.

La diferencia entre las dos titulaciones representa el volu-
men requerido de yodo para oxidar la dextrosa. Calcular 1la
cantidad de dextrosa anhidra contenida en 1la muestra,\consiz
derando que cada mililitroc de solucidén 0.05 M de yodoi es

equivalente a 9.01 mg de dextrosa anhidra.
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VALORACION DE DEXTRANAS. MGA 0771.

Procedimiento. Determinar la rotacidn o6ptica, agregando

0,05 ml de solucidn al 37.5 por ciénto v/v de hidrdxido de
amonio a 100 ml de la muestra. Cdlcular el contenido de dex
tranas en la muestra por medio de la férmula: 0.5076 (alfa - ~
0.528 D); en donde alfa es la rotacidn angular observada y D
los gramos de dextrosa por 100 ml obtenidos en la Valoracidn

de dextrosa.
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REACTIVOS UTILIZADOS EN LA PRODUCCION DE DEXTRANA NATIVA

SUSTANCIA

FORMULA QUIMICA

Acetaéo de etilo

Acetona

Acido acético

Acido sulfiarico

Agar

Azul de metileno

Benceno

Cloruro de sodio

Cristal violeta
Dicromato de potasio
Etanol

Fenol

Fosfato dipotéasico
Fosfato dipotdsico USP *
Fosfato monopotdsico
Fructosa

Glucosa

Hidréxide de sodio
Nitrato de plata

Oxalato de amonio
Peptona

Sulfato de cobre pentahidratade
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Sulfato ferroseo

Tartrato de sodio y potasio

Tolueno

CHyCOOC5Hs
CHyCOCH,
CH3COOH

Hy SOy,

CeHg

NaC1

KyCr ;07
CpH50H
CeHsOH
K2HPO,
KoHPO,,
ht,PO,,
Cet206
Cet 206
NaoH

AgND4
(NH3) €504
CuSO0y,. 5H50
MgSOy
MnSO,,
FeSOy -
KNaCyHy, 05 4Hy0

CH3C6Hé

MARCA COMERCIAL
Merck
Merck
Merck
Mallinckrodt
Difco
Mallinckrodt
Mallinckrodt
Mallinckrodt
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

J.T.Baker chemical| .
Merck
Mallinckrodt
Merck

Merck

Merck

Difco
Mallinckrodt
Mallinckrodt
Mé]linckrodt
Mallinckrodt
J.T.Baker Chemical

Mallinckrodt

* Todas las sustancias son de calidad analitica a excepcidn del fosfato dipotdsico USP que

esde calidad industrial con una pureza entre 60% y 85%.




