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INTRODUCCION

Los Dextranos ocupan un papel importante dentro de los polisachiridos
por su nmplic utilizacibn on multiples nrens clentificos, principalments
come substituyente de Masma sangufnco o como Fe-Dlextrano pnra cl trata--
micnto de anemin por 1o deficiencia de dsre metal.

fos Dextranos se producen en Sugcia, Lstados Unidos de Norte America
.y otvos Palses, valiendose de 1a capacidad de algunos microorgnnismos, en
particular del Leuconostoc mesenteroides, ecn lo conversifn de Sacarosa o
un poliglucdside de diferente Peso Molecular y ucomodo de sus enlaces y <
que se le conowe coh ¢l nombre de Dextrano.

o ebtencifn de Dextrano enpleza con la cbtencién de una cepa de Leu
conostoc mesenteroides a partlr de cafia de azficar con 1n subsccuente fer- |
mentacién de la Sncarosa utilizando coma medio de cultlve materia prima -
nacional, Sepuide de 1o purificacién y secndo del praducto, que o su vez
pasa por una scrie de pruebns fisicoquimicas parn la rectificacién de 5u5
propledados.

£l campe de utillzacién de los Dextraros es tan omplio que podrin --
abrir mevos procesos de investigaciones dentro de miltiples ¢ importan--
tes sectores de nuestrs industria con el mejoramicento de la Economia Na--
cional, si se implantara en nuestro Pafs una cmpresa de esta naturaleza.

Lt o tial ammpee
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GENERALIDADES

1.1),~ Delfinicién

Dextrano es el nombre general que se le da a un gran nfmero de poli
sacfiridos obtenidos por diferentes bacterias a partir de la Sacarosa,

Estan compuestos cosi exclusivamente de unidades de alpha-D-glucopi
ranosa, unidas por enlaces 1-6, 1-4, 1-3 y 1-2. (1)

La estructura y propiedades Je los Doxtranos varfuan dentro Jde los -
rangos stmumente smplios, y dependen de §u Peso Molecular. Se le did el
nombre de Dextrano a este grupo por su alta capocidad de dextrorrotacién
o de girar la luz polarizada hacia 1a derecho en un orden de +200° (rota
¢ifn especifica). (2)

El1 Dextrano "Nativo™ o crudo (de formacifn natural) fue observado -
por primera vez en refinerfas de azicar en forma de masas viscosas y pe-
gnjosas que impedfan in purificacién del azicar,

wstouren 1861 reconocié la formicidn del Dextrano por accién micro
blana. in 1830 iuker y Pederson clasilicaron al Leuconostoc en dos dife
rentes especies productoras del Dextranot L. mesenteroides y L. dextrani
cum.  Mis tarde Hehre report$ la biosintesis de Dextrano a partir de dex
trinas por Acctobacter viscosum y A. capsulatum. (3)

¥l microorganismo utllizado industrinlmente para 1a obtencifn del -
lPextrino s el Leuconostoc mesenteroides con la siguiente clasificecifn:

Fam; Lactebacillacoae.

Teb: Streptococcaceac

Gen: [.euconostoc.

Spe: mescntetoides ,

Copa: NI B-5i2 F .
que permite obtener ¢l Dextrano que cismpla con todas 1as especificacio--
nes pari sU uso hwmno, '

Bl primer requisito para la produccién del Dextryano es la presencls
de Sucarosa ot ¢l medio de cultive para que el leuconostoe pueda utili--
zar las moléculas de glucosa para la formacifn del producto, por medio -
de la enzima llamada Dextrantransferasa {(alpha-1,6-glucan: D fructuosa 2
glucosil transferasa EC 2.4.1.5). (4}




Dada por 1a siguiente veaccidn: (5)

By 11901 B, 1y 20:0m v Ly Pg
Sacarpsa Dextrano Fructuosa

1.2) .- Estructura,

i} Deatrano consiste on lovges cadonas de glucesa,

La glucesn, Cﬁillzﬂé tiene 1ln estucturn conocldu cn fomm de ohille
(Fig. 1,1). La mpyorfn Jde las unidades en el Dextrano s¢ forman por ia
pérdidn de agua en las posiciones Ne. 1 y 6, pore oxisten otras formms -
de glucosa que se unen en lns poslciones 2, 3 y 4.

.
W Gy

Fig. 1.1 Anlllo de alpha-D-glucosa.

Lo sacarosn esth constituida de una unidnd de glucosn y uma unidod

do fructuosa coh f6rmula general Cyallya0yy (Flge 1.2}, lLa enzimi 1lama

da Dextransacarasa va rompiendo los entaces entre glucass y frictuosay
al mismo ticrpo va formando 1a cadens del Dextrano.

ta sacorosa es forzosamente necesiria pard la sintesis del Dextrang
ya gque el Leouconostoc mesenteroldes no es-cnpaz de sintotizar ol com---

puesto a partir de modiu de cultive que sele contéga glucoss o fructua- .
ga. [6)



.-‘“ SACAROSA
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Fig. 1.2 Cadena de Dextrane en formacibn a partir de sacarosa.

I cadena principal de unidades de alpha-D-glucesa tlene cadenas late
rates que en promedio ocurren seglin algpanos autores cada 10 o 12 unidades
" de glucosa (7), o cada 20 unidades (8), peroesto es todavia incierto,
(Fig. 1.3)

i

Fig. 1.3 Cadena lincal de Dextrano enlaces 1-6, con ramificacifn de
enlaces 1-3,




Su cstructura se ha considerads como coloide incat (8}, con form:
de peine, laminay o ramificacidn en rafz: (9) (Fig. 1.4)

—

Fig. 1.4. Posibles ramificaciones del Dextrano: a) Peine, D) Laminar

<) Ralz.

Ya que las soluciones de cste comucsto son altamente viscosas, cahi-
ben doble refraceibn Jde fleido y los andlisis de rayos X indican que 1ns -
macromolfeulos son altamente asimétricas, '

El Peso Molecular cp los flextranes varin considerahlemente dopondien-
do de las fyacciones precipitadus ui;scrvndus, del método aplicado, de in -
copa utilizoda, ete.

En un estudio reallzando en 1985 en ln Universided del Fstado de Nisewva
York (10) se observé lo estructura molccular ¥y cristalinn de Dextranos con
difraccién de rayos Xy clectrones, donde se analiza que la forma cristn
Lina del Dextrano tiene acomodo helicoidal y gue su estructura no se modi-
fica en sus formas hidratada y nnhidra,

Existen otros estwdios gque concluyen acerca de que ol 40% de Jas cude
nas laterales ticnen selo un residuo de D-glucosa, que por lo monos un 45%
ticnen de large 2 unidades de giucosa y ¢l resto (mix, 1547 son mayores de
2 unidades, realizndo con Dextrane clfinico.que s ol eloborndo industrial-
mente oni Suecla y otros PMafses con 1a cepu de Leuconestec mesenteroides
NREL B-512 F. [11)

Asf como la oplicacién de métodos de viscasidad y las ramificaciones
cirtenidas en Dextranc de ecpa B 512 y B 742, el cual coumprucha que nimero
de unidsdes do giucosa en las ramificaciones dificre en ndmero con la pre-



cedencia  del Dextrano, (12)

La mayorfa de los enlaces pucden ser entre el Carbone No. 1 y ¢l o,
indicndo come 1-6 © pueden ser 1-4, 1-3 y 1-2. Vero cxiste unn clasifica
<ién mds amplia y clara de como se forman estos cnlaces vealizads en Es-
tados Unidos de Norte América en 1986 ¥ que nos explica la propareién de
estos cnlaces scgln ¢l tipo de cepa de {cuconostec utilizadan, {13)

La siguicnte Figura muestra las estructurns ¥ simbolos de difcrentes
enlaces que se dan en los Dextranos. (Fig. 1.5)

El simbolo (1=} sc designd al afaque glucopiranesidico de un gru
po terminal no reducido (porque el Corbone No. & lleva un iidrégeno on su
Ox fpeno) .

£l sinbole {(6—4) desipnado a wna cadena lineal de glucosns unidns -
por el Carbono No. & de una molécula con el Carbone No. 1 de otra,

In los dibujos se pucden observar dos posibilidades en el Carbone -
No. 6:) 5i lleva un grupo glucopiranosidica lu codena piede extenderse ..
en wnn o varias unidades, vy 2) si el Oxfgeno lleva un Hidrégeno entonces
es un grupe teminal no reducldo.

La letrs ™" Indica una estructura lineal.

La letra "B se designa parn los enlaces de ramificaciones (branch - -
polnt linkage).

La letra "¢ que se di en enlaces 1-3 indica que ¢l mismo tipo de en
laces se vepite continuamento. .

Las letras "nc' correspomnden a no continuidad del mismo enlace den--
tro Jde una cadena., ’

1a tabla 1,1 micstya 1o pt‘oporciénlllc enlaces en Doxtranos obtenl
dos de diferentes cepas, tomado del mismo estudio, asi actusiizondo 1n in
fomacifn con que se contabi anterioymente podemos ver por clemplo, que
¢l Dextrano obtenido de 1a cepn B 512 comtlene un 90% de enlaces 1-6 un -
5% de cnlnces 1-33b, y un 5 4 de enlaces 1~3, ¥ no como antes se allrma-
ba que contenia 85% de enluces 1-6 ¥ el resto de enlaces 1-3, (9)

Por 1o tanto polemos concluir que las posibilidades de ramificacién
y de enlaces son muy conslderables y de esto depende el Peso Molecular, -~
las Jdiferencias on solubilidad y las caracteristicas reolégicas de los di
ferentes Dextranos para asf pederlos clasificar ¢n su posible utilizacidn
(143, pero recordando que el tipo de copa formard un Dextrano particular
y que puede tener pequelas o grandes difercenclas estructurales con agque--
1los producidos por otras cepas. (15) (Tabla 1.1)



giNBOLO $iMBOLO
DE ESTRUCTURA DE ENLACE DE ESTRUCTURA  OF ENLACE

guLACE gNLACE

DB
e BB DB

; 2-'-9% L1 (11 ] 2{0% o1y oidy

B0 wa) \@f@r Y m Qﬁ
Bacu,  wacu, g

(1% 1Y) m

F‘ig. 1.5 Estructuras y simbolos de enlaces de Dextranos.




Cepa de Tipos de enloce en porcentage mplar: ;
FRSK, Moo (1v) (1-67 {1-23b) (1-Z:l.nc) (i-4:b) (1-4il,ne) (1-3:b) {1-3:1,m¢)
BSIZF] § o0 5
8 742 33 25 8 28
RS ) 21 82 2 T 4 1
Bass |oa a2 z 7 1
miwe | 31 3w 5 1 1
B30 | & 81 1 4
B138S | to 45 10 3%
BI397 | 18 66 14 2
pioe | 23 4y 2
w0z | 2 s 22 3
i 1422 19 62 1& H
i B1a2s | 22 57 17 4
i B3z | 26 ez ' 17 1 1
i B1s26 | 18 66 " 2
' Blios | 1w 5 1 9 29
Ii pisat | 7 o 9 2
7;\

Tobla 1.1 Anfilisis estructursl por metilncién do Dextranos mis frecuen
temente usndos cn estudlos inoumolbgicos. Todus las cepas son de L. -
mesenteroides excepto L. dextranicum B-1420; Streptobacterium dextrani
cum B-1254 y B-1255 y Stroptococcus sp, 8-1526.




-1.3) .~ Propicdudes del polfmero,
Pocas propledades pueden aplicarse coma penerales para todos los Pox
tranos, Pero s¢ puede decir quo tedes al ser sulicivatemente purificades
son 361idos blancos inafpidos; todos muestran una gran rotacién optica pe
sitiva; ¢l onfilisis de pbsorcibn de infrarrojus muestran bandas cavncte-s
risticas de unldades de alphn-D-glucopirinosa con enlaces 1-6 cerce del -

917, 840 y 768 cm’ b, 1a mayorfs de otras propicdades pueden diferir de
seuento @ 1n cepa utilizada.

1.3.1) .- Propledades fisicus,

Ia forma se relaciona con los tipos estructurdles. Cusndo son preci
plundos con soluciones nacuosas de etano! al 45- 50% de concentracidn puc-
den parccer gomas poco o mty pegajosas o coma polva (ing o Meculento.

Cuando se deshidreta pl Dextrano puwsde presentirse como Cibras volu-
minosus, polvos denses O esfxljosos.
medio ambiente con facilidad.

1.3,1,1}.~ Peso Molecular, .

il Poso Molecular promedio detowninade por ia téenien de luz dispor-
sa pira el Dextrane preparade con cepa B 51 tlepe un valor oo el rango -

de 40 a 30 x 106, y para Dextrang sintotizada enzimiticamente de capp e,
512 son do 35 a 125 x 107,

Los Deatranos absorven lumedid del

Las seluciones de estos Dextranos como las de
otras cepas son potidisperses, cop una emplia distribucibn en Peso Molecy
Iar. Bichos materiales sole pucden sor descvitos on téminos de Pesos Mo-
leculares promedio, para 1o cuanl sc utilizan los términos "Nmero i'rome--
dio"” Mn ¥ “"Peso Promedio” M": por 1o tunto su composicidn molecular so

define por 1a curva de distribucidn de los diversos V'csos Moleculares.
{Fig.1.6}

(NO. MEDIG

" ML

&= VISCOSIDAD MEDIA
FOLMENG

4+~ PESD MEDBIG

FEES NOLECULAN

Fig. 1.6 Distribucifn de los Pesos Moleculares de un polimero tipico.
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Fig. 1.7 Grfifica de viscosidad, Donde la viscosidad intriseca
¥ el Peso Molecular (promedio de viscosidad) M, estfn dados -
en cscalas logarftmicas, la relacién resultante es aproximada
mente linear, correspomlienda o 1o relacién empirica [f -10'3-?
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iista curva estfd dada por las [Snmilas:

£ni x Mi
My = =
" Eni

dondde ni = nimero de moleculas

2
M, Lol x M con Peso Molecular = Mi,
& ni
y 1a distribucién de Pesos Moleculares estd dada por: M,/ Mu

Generalmente M tiene un valor entre My 3, ¥ entre mis cercn esté -
¢l valor do M, ol Mn in distribucién de Pesos Moleculares os menor, !

La viscosidad intr{seca del Dextrano cs la propiedad mis simple rela--
cionada con el Peso Molecular ¥ puede ser medida en el laboratoria. Estd -
dada por la ecuacién:

() - w

donde K y n son parfimetros que ticnen valotes diferentes para Dextranos con
radio de ramificocién diferente. As{ por cjemplo Ingelman y Halling repor-
taron para Pesos Moleculares en el rango de 40,000 a 300,000:

- 82x107M + 0.18

" mientras quc Wales reportd para Dextranos do Pesos Moleculares entre 20,000
¥y 250,000: (2}

[sl] - 1073t
" basado en esta (ltima sc delcmdnﬁ'unn griifica de experimentos realizndos -
por Wales con Dextrano de cepa B 512. (2) (Fig 1.7}
1.3.1.2}.- Solubilidad
En general, los mis solubles son los Dextranos con mayor contenido de
enlaces 1-6. Existiendo otros Dextranos que muestran una dificultad inex--

-



piicable de disoiverse desde e astodo amorfo scco o himedo.
Se han ciasificado en autro tipos existeontes:

a} soluble faciimente o temperaturds apdinorias on agun, formami~
da, dimecidfomanida, ctilencdiuming o sosa dituida.

b) solvble on agun con téenice especinl de hidratscifn a tempera-
turas de cntre 4% y 25° (G,

€} soluble en apun primevo con la téenicn b y posteriommente auto
clave (§20° C, 15psl).

4} vepitiondo b y ¢ y despues se alcalinizs Ja suspensidn,

El Dextrano de la-copa B 512 se disulve facilmente en agun pero -

los compuestos come urea 6M, glucosa nl 50% y glicina M son solventes
muy superioros al agua,

1.3.1.3}.- Rotacién Optica.

ta rotacidn dptica cspcufﬁ;&:uf:"-}:ﬂrnc vitores do + 199° 4 203y
+ 2157 on apua, hidréxide de potasio IN y formamidn respectivamente,

JLas virlores dqﬁ-ﬁ]: para muchos Bextranos solubles on formamids -
cstfin on el rapgo de + 208 u + 233° y purae Jos Dextranos medidos con v
hidybxide de potasio los velores Fucron entre + 203 y + 2329,

tHay una correspordencin directn eptre Ia magnitud de rotacibn y -
14 proporeibn del nfmero de enlaces 1-3 del Dextrones Pero pora Dex--
trunos con mis del 75% de enlaces 1-6, 1o rotocifn no varfs signifien-
tivamcrte con o1 diferente contenide de enlaces I-3, 1-2 & 1-4,

Se han medido un nimers de Doxtranos on aguas y en soluciones de -
cobre y amonio o 4358 R, Lu roracién molecular cumbid on la solucibn

de cabre y wmonio, con vango de -92,500 a 465,400, qie permite la dife
rencizcifin entre cnlaces 1-2 y 3~4 en les Vextrunos,

1.3.1.4) .- Rayos X.

Bajo condicim?s apropladas de deshidratactidn lentn o humidifica-
cién { a B5% rh, 25°\) , las Dextramos de B5EZ y oirps copas que con--
ticnen unn alts proporcién de enlaces 1-6, micstren buchas patrones de
Rayos X, Con pocas cxcepoiones los Dextranos que ticnon uns aita pro-
porcifn de enluces gue na sean 1-6, permanccen amorfos.

1.3.1,5},~ Viscosidad,

La viscosidad intriseca en decliltro por grame ostin en el range
de 6,15 2 2 ( en agun a 25°C 3 ¥y de 1.5 8 3.1 { en KOH IN & 25°C ) pa-




o Dextrinmos solubles en agua, e] ridjo de [’l] IN KON f["i]llzo estél entre
1.2y 1.4,

1.3.1.0) .~ Forma molecular, Flexibilidad y rumificacién,

Las moleculas Jdo Dextrano Jde B 512 en selucién se piwnsa que tiencn
una forma aproximidamente esférica o pueden ser helicoidales. La flexibi
lidad esth duda por la bircfringencin de Flujo y otras propledades de flu
jo. La llbertad de rotacién debe ser favoreclida por enlaces glucopirano-
sfdicos on las posiciones de Carbono 6.

In Dextrano B 512 1a ramificacibn ocurred travez de aproximadamente

" 5% de calaces 1-3: por lo menos el 80% de las ramificaciones internas pa-
recen ser de una unidad de plucesa de largo, y muy pocas ramificociones -
parecen ser muy larpas. Aunque el ndmero de estas ramificaciones largas
probablemente nunca excedenel 1% del nfmero total de unjdades de glucosa,
son de gron importancia cn la determinacién de las propiedades de los Dex
tranos; ¥y estas, propiedmades dificilmente se afectan del todo por las rami
ficnciones cortas que estan presentes en mayor nimero.

1.3,1.7},- Otras constantes,

Incremento refractivo dn/de = 0,154 ml/p o 436 mililamdes on el or--
don de zooo X.

La constante de sedimentacisn SZO,D.‘INJICI' 14; el voltimen parcial -
cspecifico = 0,606 ml/g ¥ densidad del 48,31 on solucién (w/w) =1.230, um
bos en agua n 25°C. La constante de difusion rotatoria en estado intor--

cionade [119/;-] = 0.01.
q.ﬂ

1.3,2).- Propiedades Qufmicas.

Una proporcién alta de enlaces 1-6 en un Pextrano permiten una osta-
bilidml a la degradacién bujo condiciones fcidns o nlealinus,

Para 1a hidrélisis ficida, la encrgfn de uctivaclén para Dextruno pre
parade con B 512 sc ha calculado en 30 a 34 Keal/mol.

Bajo condiciones ficidas los enlaces 1-6 e los Dextranos son mis 1d4-
biles que los enlaces 2, 3 y 4,

Los grupos hidroxllo en los Dextrunos son los sitios donde ocurren -
mis derivaclones. EL hidroxilo del C 2 fxlrccc ser el primero en reaccio
nar, La asusencis de hidroxilos en el €6 se espera disminuya la solvatne«
cibn de los derivados. La msyorfa e los derivados de Dextranos cstan en



proceso de patentes.

Intre los ésteres sc incluyen aquelios con ficidos aliffiticos sim--
ples, fcidos grasos de cadena larga, ocidos dibisicos, aminoficidos y los
ficidos' nftrico, sulllrico y fosfévico. Ln les éteres incluimes mlquilo
simples, con carboximetilo y ciancetilo, el arilo y quellos hechos con -
aldchidos hifuncionales y agentes epéxidos. Se conocen carbumitos y xan
tates. En soluciones alcalinas, los complejos de Dextrano que so forman
ticnen una composicidn definida pero estructurs incicrta con muchas ---
iones metfilicos tales como aquellos de antimonio, calcio, cobalto, cobre
¥y urinio, .

1.3.3).~ Propledades Bioquimicas.

El comportamiento e los Dextranos en reacciones enzimitieas, inmu-.
noléglens ¢ Inmmnoquimicas Jependen de 1as diferencins estructurnles de
acuenlo a 1n cepa utilizada. El Dextrane de la copa B#,512 es digerible
¥ ha sido utilizado para ¢l crecimiento de ratones. Lxisten dextrohusos
en ln mucosa intestinal ¥ otros tejidos en man{feros como hIgndn. rindn,
buzo, etc, pera no en la sangre.

El Dextratio ¢lfnico administrado intravenosamente es metubolizado -
lentn ¥y completsmente on €l cuerpo, pero no es atacudo por la aipha ami-
lasa de 1a sangre. las dextranasas de las bacterias del intestino luma-
na y otras hacterias atacan los enlaces 1-0.

1.4} .- Actividad Fislolégicn del Dextrano clinico,

1.4.1).- Definicidn,

Los Dextrinos natives son aquelles que se producen normalmente por
fermentacifn o sfntesis enzimitica y que no han sido alterados por hidr§
lisis y fraccionamlente. El Peso Molecular promedic del Dextrano de la
cepa NRRL B 512 F ¢s de 30 a 50 millones, y al fraccionarse o hidrolizar
5¢ nos conducen a los Pextrunos clfnices que tienen Pesos Moleculares ba
jos como el utilizado parn expansor del vol(men sanguinea PMe 75,000 *
25,000, (16)

1.4,2).- Efectos principales,

1.4.2.1).- Substituycnte de Plasma sangufnco,
El Dextrane fue introdudido como expansor del vollmen plosmitico ha



ce mis de 30 ofios. (17)

Cuande unn persona pierdo parte de su volfmen sangulneo estli expues
ta o michos transtornos metabblicos. Los sujctas que han pasado por di-
ferentes trmmas o shocks, on accidentes, incendios, opernciones quiric-
gicas, puerras, ctc.; deben recuperar su volfmnen plasmitico lo mis ripl-
damente posible.

Cuundo el plasma o sangre completa no ostfin o dispesicién del pa---
ciente los substituyentes del plasma sanguinco son una alternativa scgu-
ra ¥ cconbmicu.

Un buen suhstituyente de Plasma sanguineo ldealmente debe producir
un efecto predictive y reproducible en ¢l voliimen, de suficientc dura---
cibn que permita 1llevar a cabo cirugia adecuada y terapia hcmodin:’unicn.

Debe ser complotamente cxcretado o metabolizade. la capacidmd de
un cololde para Actuar como cxpansor del velimen plasmdtico pucde ser -
expresado por su cficiencia oncbtica definida como ¢l voltmen de ngua -
retenldo en la vascularidad por cada gramoe de colelde a una presién ca-
pllar normal. Este voldmen s nlrededor de 18 ml por gr. para lu albi-
mina y de 30 @ 35 ml. por gr. para cl Dextrano.  La concentracifn coloi
de isoténicn del Dextrano circulante es de 4 a 5 4, por lo que los 4 &
§ grs. de Dextrano fijarfin 100 ml. de agua en condiciones circulatorias
normiales. (15) .

Lu distribucién del Peso Molecular influye en la extension y duras
cién del expansor. Los Dextrinos clfnicos obtenidos en Succia por ar
micia, Dextrano 40 ( Rthcomacredex ) y Dextrano 70 ( Macrodex }, tienen
una distribucifn de Peso Molecular Je 1.6 ¥ 1.8 respectivamente, 1o gque
quicre decly que mfis del 80% de 1ns moleculas estdn comrendidas en los
Pesos Moleculares extremos de 15,000 & 75,000 parn Rheomacrodex y de --
20,000 a 115,000 para Macrodex,

Se han comparado infusiones salinas de sangre autbloga, Plasmn, Do
trano 70, Dextrano 40 (16) ¥ s¢ comprobd que la expansidn del voldmen -
plasmitico medido despues de 1.5 y de 4 horas rospectivamente cra igual
o mejor que la sangre completa o el plasma.

Los coleides deben durar por lo menos 6 a 8 hrs. con la capaclidad
de substituyente de Plasma sanguinco para consliderarlo un bucn expunsor
y el Macrodex cumple este requisito.



El Dextrang es eliminade principalmente por los rifiones, las moiéculas -
con Pesos Maleculares smenares de 15,000 pason 1ibremente por los filtros
glomerulares, Moleculas mayores estin mis restrigidas on su pase, y ol
Dextrano con Peso Molecular mayer @ 50,000 ne o5 oxeretmlo pricticamonte.

¥n un estudlo de Exeresidn renat del Dextrono cncontramos que el 60
4 70°% de 1a infuston { 500ml. al 104 } <dc Dextrano 40 { Rheomacrodox )
se¢ ha eliminmdo dcspués de 12 horas, mientras que el Dextriano 70 [ Ma--
crodex ul 0% Sim. ) fud del 30 al 40 ¥, ¥s de especial interés ver que
1as infusiones de Macradex y Rheomzcrodex despuds de 4 & & horas corres-
ponden uproxtmadmante al voldmen infundtdo. ( Fig.2.8 3} (A7)

il bextrane Jde Peso Molccuiar mayor a 50,600 so climinn completimen
te de la singre por biodegradacibn, pevo proporciona ) suficiente ticm-
po e gue Jas protelnis del plasma normiles tomen ¢l lugar Jel substi-
tuyeate, {2) ’

AMemas se requiere que el ecoloide pars sor buen expansor tenga esto-
billdad en el alhmacenamicnto sin sor ref{rigerads, debe ser cristaline pa

ra detectar Caciimente contaminacifn y debe ser fluldo a temperaturas do
o°C,

ANEGUALABEER
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Fig. 1.8 Concentracidn do Dextranos en suero seguideo de infusidn de
500 ml. de Dextrano 70 [(6%) ¥y 508 ml de Dextrano 40 (10%).



L substancia no debe ser antigénlen, no debe producir cambios his-
tolbgicos, no permanecicende en tejlidos por pcrfodos largos. No idebe ac-
tuar como diurétice, o cousar mmento cn el rango de sedimentacién eri--
trocitico.

1.4.2.2).- Promocién del llujo periférico.

En el shock o trauma comunmente hay aumento de la resistencia peri-
férica, debida a Ia agregacién de celulas rojas, especialmente en el seg
mento posteapilar debddo o In disminucién de la velocidad de flujo, El
shock hemorrfigico es scguldo de varias ncciones el sistemn cardiovascu-

“lar: a) hipovolemia e hipotensidn

b) vasoconstricclfn compensatorin

¢} agregucibn intravascular

La vasoconstriceifn ufectn 1a distribucidn del Ox{gone y se da una
ncidosis metabSlica que a su vez reduce el gasto cardiaco y por lo tante
empeora la microcirculacifn,

La terapin del shock debe basarse en mejurur 1a difucion en tejido y
el tratar de revertir las accionces del sistema cardiovascular antes men--
cionadas. {19}

Todos los coleides aflectan i estabilidad de suspension dc 1ln san---
gre.  la extension de esta influencio depende del tipo de coluide ¥ su dis
tribucién de Peso Molecular, las prowelnas de alte Peso Melecular cn el
plasma (ej. fibrinépenc) causan agregacién de eritrocitos; ocurre lo mis-
mo con los Dextrianos Je Peso Moleculur alto, pero con el Dextrano 70 sole
se alcanza la misma apregocifn que con ol Plusmn putelégico.

) Ll Dextrano de Peso Molecular 40,000 no permite 1a agropacién por lo
que es copleado para restablecer el fiujo sanguineo microcirculatorio.

Esta desagregacién es el resultado Jde varlos factores come la expan-
sion del vollmen plasmitico, disminucibn en viscosidad y el subsccuente
mejoramiento del flujo sanguinco.

Por lo general primero se usa Dextrano 70 en trouma ¥ shock cuamlo -
el propésito principal es cl restablecimiento del volumen sanguineo, Kl
deficit es rhpidamente restablecido hasta 10000 1500 ml. de Dextrone 70 -
son administrados inicialmente, seguidos de sangre completa o paquete ce-
lular para alcanzar y mantener un grado moderado de hemodilucion. En pa-
ralele, los requerimientos de agua, electrolitos y glucosa dentro de los
primeras 24 hrs. son calculades, y se inician las infusiones.



$i despues de la restauracién adecuada del voldmen plasmitico, el
flujo sanguinco periférico todavia no es el adecuado debide o la agre-
gacién eritrocfeico o vasoconstriceidn, se utilizan los efectos del -
Dextrane 40 en. combinacién con vasodilatacién farmacolégica.

1.4,2.3).- Efecto Antitrombético.

Las propicdimles antitrombéticas del Dextrang onpiclentes de ciru-
gfa fuc descubierto por Kockenberg. (17)

Lste efecto so ha comprobado en muchos estudles realijzados desde
1962 y que demucstrin que cl Dextrano previene la trombosis venosa y la
embolia pulmonur, ' .

Ia trombosis venosa so Jda por 1o general despues de clrugfa y se -
ha comprebado expedmentalmente que 1os pacicentes trotados con Dextrano
ticnen menos probabilidades de sufrir la formicién de trombos.

Fn lu embolia pulmonar se han reportado una disminucién en Ia incl
denein de un 24% hasta 344,

los tratamientes para la prevencién de la embolia pulmonar inclu--
yen la administracidn de heparina y Dextranes, teniendo cada uno sus -
ventajas (17):

A) Ventajns de Pextranos.

a) Se reduce la necesidid de transfusiones sanguincas al expander
el volfimen plasmitico.

h} Las complicaciones de sangrado son pocas o nulas.

c) Efectivo mm cuando solo se administre el dfa de 1a cirnugia.

B) Desventajas de Dextrinas.

a)} Pasibles reacciones anafilficticas

2) Volfmen restringide para pacientes de cdnd avanzada y con insu-
ficiencia cardiaca.

S¢ han desarrollade drogas similares a la heparinn como es el sul-
lfato de Dextrano (selo utilizado en Inglaterra) pero el tratamiento pro
longado pucde [;roduclr alopecia, (20)

Tambicn se estdn esperimentando derivados de Dextranes como aque--
11os que contengan grupos fcidos carbox{lices o bencilsulfatos que pue-
" den ser ruy prometedores. (21}

El mecanismo de accifn del Dextrano en la profilaxis de los casos
de Trombosis venosa y [mbolia pulmonar se basa en:



A) lpansidn del volfmen plasmitico que mejora el flujo 'de sangre
w travez de las venns, donde la mayorfa de 1os trombos pre y postcperato
rios estin formdos. '

B} Lfecto en el factor VIII, dando com resultado ¢l mumento de 1i
sis de los trombos formados con unn disminucidn paraleln de adhesidn -
plaquetaria (17) (22), como efecto hemostitico en el factor 3 plaqueta-
rio ol scr disminuido. (23)

ta red de (ibrins forwada en la presencin del Dextrano es mis su--
ceptible al sistema Cibrinolftico. Il cfecto del Dextrano sobre el fag
tor V111 nleonzn su mixima o las 3 - 5 hrs. de la infusidn y pueden ser
reversibles con 1a aplicacién del factor Vi1l concentrado,

LY wecanismo es afin desconocido pero se cree por alpunos estudios
que el Dlextrano puede interferir en la sintesis y fo los mecanismas de
1iberacién del Cactor VII1 o von Willcbrand, (24)

“¥n el sindrome de toswzitopenia asocindo o la heparina sc produce
agregnciSn plaquetarin la cual puede ser disminuida com Dextrano 40,
(25)

E1 Bextruno ne debe ser administrado a pacientes con desérdencs de
sangrido o o paclientes yo heparinizados.

1.5).- Lfpctos metabblicos,

1.5.1).- Efectos en circulacién, excresidn, aimicepamicnto y mota-
bolismo,

Et 1a priictico, los substituyentes de Mlasma sanguinco sulvch va--
rias contidades de pérdida, por medio de cxcrosién o metabolisme, por
pasar al fluldo extravascular y por almacenamionto. [En el case del fex
trano, 1o velocidad del metnbolizade no cs rfipida, paro que las pérdi--
das importantes duronte ¢l periodo crucial de las primeras 24 - 48 hrs.
del tratamjento del shock sean aquellas resultantes de 1o difusion --
ptravez de los tejidos y oxcrecddn vin rifones. Ambus pérdidus relacio
nadas con moléculas pequefas. ’

Los cfectos en detalle en dinfmica circulatoria de una infusidn de
Pextrano han sido demostrados por cateterizacién de pacientes (uic pasen
por operaciones quirfirglcas, Lla presién del aurfeulo derechs aumenta -
cuando el Pextrano es inyectade por lo que cl gasto cardiaco y la pre--
sién sanguinea aumentan corvesporslientemente.

| 3



Estudios detnllados deln excrecibn de lus moléeulns de Dextrano de
diferentes twmafios se han renlizndo por Ricketts desde 1950 y por Brewer
en 1951, Concluyendo que 1a mayorin del Dextrino cs cxeretndo por los
rifones por iltraclén glemerular, micntras que cunlquier excrecidn tubu
lar © reobsorcién son Jde miy pocas cantidades, cuanda el Dextrano elimi-
nada fucrn Je bajo l'eso Molecular.

Sus resultados sugleren un vango de pormeabilidad glomerular en lu-
gar de un nivel exocto de filtracibn o retencifn, propusicron vida media
parn fracclones cercanas a 25,000 de 1.2 horas, michtras que para froec--
cioncs de 38,000 en Peso Molecular fue’ caleulado como 4,8 hrs.

fura moleculas con Pesos Moleculares promcdio de 50,000 o arriba no
fucron significatives sus datos de excresién. las moléculas de Dextrano
de miayer I'ese Molecular encontradas en orina dcsrmés de 1a infusidn del
producte cn mdultos nommiles fucron aquellas cercanas a 46,000 poro tros
pacientes con quemaduras excreturon miterinl con Pesos Moleculares tan -
altos como 56,000, En otros casos de pemenbilidmd plomerular sumentada
como nefritis, la permeabilidad al texirano pucde oumentarso mis allf y
moldculns de 104,500 on Peso Molecular pueden aparccer cn orinn bajo es-
tas condiciones,

Micntras que ¢l material de tomafio pequefo es perdido ripidamente,
¢l Dextrano de nlte Peso Molecular puede encontrarse en orina cuando se
han realizado transfusiones en gran escala, Tal erina es notorimmente -
mis viscosa, pudiendo contepes 10 grs. o mis de Dextrano por cada 100 -
mis. de orina, sin haberse demostrade que cause dafios [sicos,

Los cxperimentos con Dextruno en circulncidn han mostrade que el --
efccto principal de 1a infusién es el de mantener sin alteraciones en --
cantidades de proteinas plasmdticas virculantes on dilusién. [isto pucdo
ser falso si se dan grandes cintidades Jdo Dextranos cuando el volfien -
sanguineo ya s nomml.  ln este caso el Plasmi que contenpa al Dextrano
y a las proteinas se pierde proboblemente del torrente clrculatorlio has,
ta que el volimen sen corregido.

£n general los Dextranos como mauchas otras substancias con macromo-
‘1deulas, se cncuentran temporalmente nlmacenados en varios Grgnnos. En
el ratén se ha detectado y estimado quimicamente en el higade, bazo, ri
fiones y glzfndulns linffiticas despues de dos a tres semahas de habeyse -
inyectado.



*

Maycock detevtd cantidades pequenfsims on ciertos tejldos hasta
12 meses Jespuds de la inyeecién.,  Friberg examind el almacchamicnto
despuds de 1 infusion  de diferentes tamafios de (raccioncs motectila--
res y cncontrd que 1a contidad en el rifidn era mayor con las fraccios-
nes de Dextrane de tamafio pequeflo, pero ostos trabajos no pwdieron ---
aclarar sl 1a presencia Jdel Pextrane significaba reubsorcién, cxcre---
cifn o almacenamlento. Después de inyecciones por 100 dias seguidos
a conejos, sc detectaron sole poqueias cantidades Jel Dextrano on hipa
do, baze'y sistema retfculo endotelial.

Cuando se realizaron experimentes humanos en funcionamiento renal

no se encontraton diferenclas en filtracidn glomerular o en reahsor--- . .

cibn tubular por el efecto del compuesto. Similanmente en la funcién -
hepitica medida por fcide hipedrico, fosfatasa, bilirrubina y urobili-
négeno se encontraton sin alteracién algunn. Todo esto nos lleva a -
PENSAT que una myy peduefin proporeida del Dextrano ¢linico infundido
pormancee por un periodo corto de ticmpo en olgunos Srganos, particu--
lamente aguellos relocionados ton €1 sistema ret{culo endotelinl, pe-
re ¢l material ahi retenido va desapurcciende gradualmente, aparente--
mente sin cousar nipgdn Jdofio.

- Por almmnos autores se ha considerado In posibildad del metabolis
mo que ocurve en el tracto intestinali Aberg observd que algunas bacte
rias normiles en ¢l cuerpo humano son capaces de hidrolizar el Dextra-
no mientras que otros sutores han demostrado la presencia del Dextrino
ch el jugo ghstrico despues de haberse inyectodo en animales y hombre,
pero el simificade de 1a ruta para la excresidn del compuesto todavia
po se determina.  Bloom y Wilhelmi reportaren la aparicién de una enzi
ma ¢n el duodeno de las vatas capaz de hidrolizar Dextrano, si esto os
pasible en otras especies cualquier Dextrano gque lleguc al intestino -
s¢ hidrolizarf répldamente por lo que no aparecerd en suficiente cantl
dad detectable. (26) :

1.5.2).- Reacciones Anafilafticas.

Atn cuando los Dextranes nativoz de altos Pesos Moleculares puc--
den inducir la formacién de anticueipos, una o repetidas inyecciones
de Dextranos clfnicos no han mostrado ser antigénicos. Las posibles




reaceiones at Dextrane usunimente uparccen durante la.infusidn de los pri
meros 20 a 30 mls. la incidencla de rencciones anafilficticas es muy bae-
Ja. Fnoun reporte on 1974 Jde Macrodex o Bextrone 70 la incidencia glebal
do reacciones unufilicticas fué de 8,000% ¥ pars Rhcomacrodex o Dextrune
40 fue de G.001%. (1B)

1,5.2.1.}.~ Antigenicidad.

Besde que el bDoxtrmo fue intreducido en el mercado como substituyen
te de Plasma sangeines se le by atribuido provocar antigenicidad, fa -
pruchs que sc utilizd y ufin se uctlizo pora vevoear estu idos cs In inyec
cifp de cantidades relutivamente grandes de Dextranos en conejos, dadag -
intrpvenosimente y que no provocan la Formacifn de anticuerpos. (23,

Por otrn parte se ha encontrade que ol Dextrang pucde precipiturse y
fijar cﬁmplcmuma en Ia presencia de ciertos naticuerpos ¥ por lo tato -
se le ha consideride como hapteno.  Las reacciones smafilficticas en con--
tra del Dextrano pueden manifestarse por ln aplicacidn de contidudes pe--
quciins o friaceiones de Nextranos parcialmente hidrolizados invectodos co
¢l homhre y snimtles, como 1n formacidn do anticuerpas predeminnntemcnce
con espeeificidad alpha-(1-6) o los Dextrapos que tepgan fucrtes contida-
des de enlaces 1-2, 1-3 ¥ 1-4 yue provecan la formacidn de antlicuerpos cs
pecificos contra estos enluces: alm que en 3973 Torit, dijo que los antd-
cuorpos con especifickdad auténtica por enlnces 1-4 no' se ha demostrado
hasta shora, (13).

las tencciones aanfilficticas pueden dar rencciones cn piel hasta el
shock sohguinea de acuerdo a su severidad, y estas reacciones parecen te--
ner relacifn con el Peso Molecular del cempuesto directamonte,

Las reacciones se dividen en 4 tipos:

Tipa 1 Munifestaciones cutfinens {Urticaria, satpullids)

Tipo 2 [fipotensidn medin, taquicandia, nauscn, disnea.

Tipo 3 Shock, broncoespuswo posiblemte mortal.

Tipo 4 faro cardinco o resplratorio.

No existe evidencin de hober relacibn entre ol sexe y 1a incidencia
de estas reacciones, ocurriendo cn todos 105 ranpos de edades tenjendo ma
yor frecuencin y severidad con personas deo edad ovanzada. 5S¢ pucden ob--
servar estos reacciones on pacicntes bajo los efectos de ancstesin y sin
ellos, En un 50% de los pacientes con reaccidn tips 1 se encontré histo-
rial de nlorglas, mientros que en los pocientes con tipo 2 al 4 1a dispo-




sieibn a alergias fue igual que cn la ;ml:lr:ciiSh nonnal. (27)

A los pucicntes que han experimentado shock mnafllfictico, con fre-
cucncia se los demuestra anticucipos tipo Igh y se les ha considerado -
los rcspous:ahlcé. del desarrollo de Jos sintomas clinicos. [Por lo tunto,
so examinaron nuestras de suero de pacientes que reaccionaron contra -~
del Dextrano para 1a localizacidn de anticuerpos Igli. he se pude denos
trar anticuerpos {ormados antes o después de las reacciones analilicti-
cas en monos, por anafiluxis cutanea pasiva, por tfenica radio-alergo--
sorbente’ y células rojas modificadas unidus o antiglobulina como ant{ge
‘mo. Por 1o tanto podemos deducir que 1a anafilaxls citotrépica mediada
por gl no se da cp este caso.

Tambien se analizaron sueres dJe pacientes que reoacclonaron contra
el Dextrano yon suma total de todas las clases de Ig: IgG, 1gA, IpM, 1g
E e 1gD por la prucba de hemaglutinacién pasiva usando celulas rojos -
sensibllizadas con Dextrano-steareil, Todos los pacientes con prlo 3
y 4 si mestraron tener tftulos altos Jde anticuerpos indicondo as{ el -
Juepo patogfnice de tales nticuerpos. Su presencin puede sipgnilicar
inmunizacién por Dextrano en si o por polisnciridos que Jen reaccliones
cruzadas con cl,

1,5.2,2) .~ Patomecanismo.

1.as reacciones anafilicticas Inducidus por el Dextrane se ha anali
zado para ver su posible patomecanismo, Jel cual se concluye (28) se di
vide sepln la Fig. 1.9

PREPARACION PACIENTT:
Estructurn «dcl Dextrano Anticuerpos
Peso Molecular Liberacifn medindores
Edo, Fisicoquimico Activacibn de comple-
T mento
Ccntnmimmte; Anormalidades en sistema en-
zimdtico en Plasna

Fig. 1.9 Mecunismos potenciales del desarrello de reacciones anafi-
lficticas en contra del Dextrano.



Folfenin Jdel Dextrano.  Las reacciones alérgliens hon Jdisminulde on
la actualidad con el wso del Dextrmne clinico de B 512 casi tinear, ya
ue como s¢ menciond antes las rimificiaciones de enlages nipha-1-3 con
tres o mis unidades de glucesn son determinantes antigénicos.

Contamindntes. Los contaminantes pueden jugar un papel casunl en
e} desarrollo de reacciones perve el Dextrana clinico en selucibn no con
tiene macromotéculas contaminantes que pucda llevar a la formacién de -
anticuerpos on conejos,en amtfiluxis cutfnes heterdloga pasiva,

Anticterpos reactivos at lk:x:r:m'o. En resunc ho hay evidencia de
In formaeidn de anticuerpos in vivo o in vitro en las reacciones anafi-

ticticas inducidas por Dextrano, Aunque sc han determinado t{tulos de

anticuerpos contra Doxtrape formidos posiblemenie por inmunizacidn pre-
via yo gue muchos individuos puelon ser estlmadados en diforentes mane-
ras comd ol ostar on coptacto con contaminantes de sacaros:d, wiitivos --
a#limenticios o caries dental, cte. As{ como Jos polisacdridos que reacs
elonan crviadamente con el Dextruno que pucden provenlt de mircroovpa-~
nismos tales coma Klohsiella, Sulmenelln, pnoumococcus ¥ Streptococcus,
(28)

xisten ensayos de Hevhe y Neil (2) de precipitaciones con nntisug
ro de Saimonella typhi, Mus tarde Zozayn, Neil y Abrobhams vieron reac-
ciones de precipitacidén y €ljacibn de complemento den &, oranienburg, -
S. paratyphl, 5. cholerae suis, ctec, Los nntisueros de pnourococous ~-

del tipe 11, Xil, y XX suclen sor los mis comuies en prescitor reac----
cibn,

1.5.2.3).- Cambios histolbpicos,

Los riflones ¢ higndas que han sldo sometides n obiservacifn on oxpe
rimentos mnimales con Dextymng, ne han mostrado cambios histolbgicos --
cunndo se dieron soluciones de Pextyane clinico a perros, concjos y ra-
tones nommailes en volimenes equivalentes a 20.¢ grs. de Dextrano por ki
lograme de posoj y en cuanto o 1a opinién general los Dextronos adminis
trades on cantidades mederadas no son irritantes en tejido, mungue se -
han observade quy infusiones de Dextrang 40 pucde dar como resultado --
camblos histolégicos transitorios de los lisosomas y de las células tu-
bulares del rifign, ¥y no asociada cen toxicidad o funclén repal dispare-
3a.



1.6).- Usos y aplicaciones,

Log Dextranes tiencn puchis aplicaciones y usos dependictdo de su e
so Molecular. Aquellos solubles en npua y de tipo linear de algunuss ce--
pas son cfectives pary nlgunos usos potenciales, como para 1a TECUPET==
clién del petréleo. Mejora 1a calidod de los sditives para taladreo en
barro mientras que el tipo Iincal muestrn unn vesistencin relativamente -
olea al deterioro en terrenos y pucden ser recubrimicntos de proteccifn -
may efectivos para las semjllas y defloculantes on 1a produceidn de papel
fino. Algunos Dextrapos formaderes dc capas Cinas se utilizan pavs par--
‘char algunas arcas para la deposicién de metal en procesos de implantoa---
cifn de pas y al ser solubles en apua pueden removerse con focilldad. (1)

De acuerde a licpner y Male (1982) {4) 1a produccidn de Nextrino on -
1930 se estimd cn 100 toneladas en Furopa Oriental ¥ 200 toneladas o ni--
vel mndial, Donde 1n mayoria de los polisacdridos son convertidas por -
procoesos hidrolftices (hidrélisls dclda suave) s 1n forma de Dextrano gue
se utiliza para fines formicluticos, de Investipneibn, imdustriales, cte.

1.6.1) .- Usos Industriates.

In cromatogralfa, 1u proparacifn de Dextrino granplar que sc compor-
ta como mesthrana diallzante. Se utiliza en ¢olumnas de sepuracién de mo-
1€culns por su tamaie, donde despucs de poner el solvente las moléculas -
grandes quedan en ba parte superiar de 1a columma ¥ lus moldculas peqgue--
fas por debajo de las antcriores; ol proceso se le conoce como filtracidn
con cromatografia en gel. (29)

Fn Ja produccién de gels para uso biogquimico se utlliza Destrane Jde
alto Pesa Meleenlar, empleado para sintetlzar productos con alta recupe-
racfon de agua, Existen pels con epiclorohidring y los de tipo "enloce
cruzado” o Sephadex que ticnen comd propdsito servir de adsorbentes con
diferentes porosidades y vange Jde fraceiones.

5i se afiaden otros grupos quimicos a 1as moléculas nos lleva a obite
fer ndsorbentes con propiedades lipofflicas. Sephadex es el nombre co--
mercial del preducto fabricado por Pharmiclo (Succla) que se le dib a s
te compuesto que ticncn amplin aplicacidn en 1o separacién y purificacién
de moléculas blolégicas basudo en su cargi, tomafo molccular, ete. (4)

Dextranos do Peso Molecular 1B,000 , 74,000 , 228,000 , 7,400,000 en
spluciones acuosns se utilizan como medio superior para la suspencién y
polimerizacién de mondmeres industriales.



Para el recubrimjento de placas hacilndolas fotoresistentes con 50
lucién acuosa e Dextrano (™ 10,000 - 300,000) al 12% y sal de cromo -
0.5 - 3.0% para procesos de grabado en apgux, Si el recubrimiento es en
filmes radiolégicos o litogrificos se numenta el poder de cubrimiento,
mixima densidad, contraste y velocldad con emlsiones de gelatina-hinlu
ro de plata; para lo cual se utiliza Dextrano con Peso Molecular mayor
o igual a 10,000 cn proporcién de 5§ - 50% cn peso del total de sélidos
en ese tipo de crulsioncs. Dentro de la industris alimenticia estabili.
za micles, jarabes ¥ similives contra 1o cristulizacibn, actuando tam--
bién como adhesives, humectuntes ¥ alta tolerancia al pl. Puede estabi-
Tizar 1a textura de helados y refrescos de frutas, (1) '

1.6.2).- Usos cn investigacidn,

Separacién de particulas y macromoléculas en sistemas dJde dos fases
utllizando sedio-Dextrano, sulfuto-Dextrane, carboximetilDextrang sédi-
co o dletilominoctiltextrane. Separacifn de molédulas o fraceionamion-
to de ‘substancias en soluciones scuosas con ifmites Je exclusibn on el
rango de¢ ™ de 5,000 ¢ 200,000 utiiizando Dextranos de 1% 30,000 a 2 X
.

Fruccionnmiento Je protcinas, acidos nucléicos, pelisacdrides y ne
dio de intercombio de iones utilizunde Dextranos con gels de M 30,000 a
2 x luﬁ. (1) El Dextrano puede funejonar como transportador para monen
tar la vida de circulacién de enzims administradas al cucrpo humino o
animil. Se han preparade gllceconjugndos formados de Dextranos solu-«-
bles y enzimas tales como kn carboxipepthdasa G y arginasa. ()

Il Dextrano de PM 80,000 soluble unido covnlentomente a 1la adeno«~
sindeamingsa es utitizado para prolongar 1a vida del Plasma. (30)

Otro estudlo con Dextrano TcB9m como agente marcado seo utiliza en
investigaciones en nngiocardiograffa (31} o en dremaje linfAtice de --
miclom maligno (32). El Dextrano recubricndo carbon warcado para es-
tudios de receptores de estrégeno en tejido de cancer de pecho (32) es
otra aplicacifn.

1.6.3).- Usos Clinicos.

Los Dextranes tiemen un amplio rango de efectes on diferentes sis
* temas fisiolédgicos y debido a su accién se clasifican principalmente

[ B




comai

1) Substituyente de Plasma sanguince, que posce los mlsmas propicda
des osmdticas equivalentes a las proteimas plasmiticas. In solucioncs -
al 6% de concentracién en solucidn Je Cloruro de sodio al 0.9%, por infu
sién intravenosn, con Peso Moleculur 75,000 * 25,000, Con Dextrano 60
en reemplnzo quirfirpico (34) e en volfmen sanguinco pre y postoperato--«
rio. (35)

2} Trotumlento de hipepyoteinemia, edema nefrético o cercbral y he-
medllucion on eritrocltosis secunlarla (36) con soluclones glucosmdas al
10-12% de bBextrane cn infusion intravenosa. .

3) Reduccién de ogregacién eritroc{tica con soluciones del 10% en -
gloruro de solio 0l 0.9%, infuslones intravenosuas de Dextranos de Peso -
Molecular 40,000 * 20,000,

4) Agente para tratumicento de anembas por Jeficiencin do hicrro, es
pecialmente en 1o infancia y ¢l cmbarazo de picientes gue no respondan -
ol tratamicito oril o que requicren de una compensacién ripida del metal
proparcionado en sotucién de [ierro hextrane en clorura de sodio ul 0.9%
con 50 mp/ml de hicrre clemental, inyeetida por vin Intramascular ueill-
zando Dextrano de Peso Molecular 2,000 a 10,000.

S} Anticoapuinnte y ngente antilipémico con Dextranos de Peso Mole-
cular de 7,000 a 10,000,

6) Resuscitncibn en pequefio volimen con soluctén salina de Dextrano
70 hiperténico, para el restablecimiento de 1n funcibén cardiovasculur, -
metabdlica y newrolumoral onla resuscitacién despues de una hemorrngia
grave por nccidentes.

Se han renlizudo muchos estudlos muy interesintes que destacan la -
importancia del Dextrano ¥ su utilizaciéng nlgunos se mencionan a conti-
nuncién:

anestesln, Prolongn el efecto wnestésico (37) (38).

Cirugfn. Los Dextranos 70 en cirupfas de corazén wbierto son suhs-
titutos Jdel Plasma aywlando a que cl volumen total no se descomense  --
(37), en éirugin reconstructiva Jde carftide ¢! Dextirono 40 nctua como --
droga antiplaquetarias y reduce 1a incidencia de complicaciones neurolégi
£as que son comunes cn este tipo de operaciones (4); eon cirugfa recons--
tructiva arteriol reduco la produccién de trombos (41).

Preservacidn de corncas cn ratones con Dextranc 40 y humonas con ==



Dextrane T 500, (42) (43) :

Tratumiento en pérdida del oldo con Dextrano 70 y vincamina, (44)

Tratamicnto g gangrenn con hemodiluciones de Dextrano 40 que nwacn
ta la prcsiJn de Oxfgeno en ¢l tejido de pacientes con arterlas ocluidas
(45), hemediluciones con Dextrane 70 para cesfrias (46), on tratamicnto
de arteriopatia on cxtremidades inferiores (47} (48) y on otras ciruglas
ia hemodilucibn manticne niveles de hematocrito aceptables (49),

Insuficiencia microcirculatoria eausada per traumas que aumentan la
viscosidad de Ia sangre y que con Dextrano 40 es correglda (50),

Insulicicncia respiratoria en el ndulto es disminuida su incldencia
por que el Dextrano 70 disminuye el periouo de shock séptico (51) ‘a --
traundt tco-hemorrdgico (52).

La prevencidn del tvorbocmbolismo por el Dextrano 40 en pcriodo .-
postoperatorio {53) cor Dextrano 70 en embolismo pulmonar postoperatorio
{54). Como prefilaxis en cembolin pulmonar fatal con Dextrano 70 (55) --
(56).

Tratamicente de Macroglobulinemia primaria (57}, Tratamiento :.lc obs
tyucciones intestinules (58}, de Osteitis alveolar (59), de crosion cor-
neal ¥ edema cornenl (60, trotamiento con hewedilucidn de Dextrano 40 -
(61} ¥ de Dextrano 60 (62) on alteraciopes de micirocirculacibn de pan---
croutitis. ’

tn shock hemorripico por expesicibn a aire hincrbfirico con Dextrano
70 {63). Tratamicnto con Doxtrana 70 en shock ¢ hipovolemia (64). Re--
suscitacidn de hipovolemio hcmorrafg;icn con Dextrano 70 (65), tratamiento
hipoveiémico de arteriopatfus crénicas on extremidodes con Dextrape 70 -
(66) .

1l Dextrano 40 puede actuny como modulader inmine y actividades de
coagulacién en pacicntes con traumas (67).

Respuestas cardiorespiratorias al Dextrano 40 por los cumbios de -
transporte de Oxfgeno y hemodinfmicos por hemodilucién y cxpansion del
Plasma {(68). En transfusiones sanguincas homdlopas para disminuir las
posibles sccuelas de SIDA (69).

Tratamiento de isquemin Jde vasoespasmocerchral con Dextrano 40 (70),
prevencifn Je trombesis en extremidodes inferiores (71), tromboesbolias -
(72), tromboonbolias en embarnzo (73). Prevencifin de adhesiones intrapg
ritoncales causadas por el lubricante de guantes quirirgicos (74},



L Dextrano 70 come previsor de adhesion en coagulacién sunguinea de
cirugfa en mujcres infdrtiles (75).

Profilaxis de trowboembol ias postoperiatorias on neurocirupin (76) on
inhibicifn de vdhesiones de tendones (77), perlcardinles (78).

Prevencibn de trombosis venosa cn cirugfs de calers con Dextranc 40
¥y 70 (79). lewodilucidn en pacicntes con isquemia de lcerns de piel -
{80). Trotamicnto de dlceras (B1). Estabilizador de materiales congela-
dos desccados sensibles como vacunas y bacterias con Dextranos de 10,000
a 30,000 de Peso dMolecular, (1)
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OCBTENCTION [} H DEXTRANOS

2.1).~- Historin.

L1 interds on los polisacdridos biosintctizados se origind hace mis
de un siglo, con el problema que se ocasionaba en el proceso industrial
del azGcar, In 1822 sc reporté que el jugo de cofa despuds de ser alma-
cenade habf{n cambiado a forma muclilaginosa espesa y no se podfa utilizar,
y cn 1B61 Pasteur describid lermentaciones de In sacarosa debide a dos «-
bacterius fermentadoras organizodas.

Scheibler, en 1869, le llemS o !a poma *Dextrans”. In 1931 Tarr y
Hibbert reportaron 1as condiclones &ptimts de crecimiento del microorpa--
nismo productor del Dextrano y lu produccidn de éste a partir de sucara--
sn. lkhre reportd 1o biesfntesis de Dextrane o partir de dextrinas do --
Acetobacter viscosum ¥ A. capsulatum, como ya se menclond con anteriori--
dad. (3)

El producto conocldo vomo Dextrane fud desarrolludo inicialmente con
los esfucrzos de Gl nwall e Ingelmnn cn 1944 y 1945 en Succia, ducho -
del Dextrono nhorn fabricado se realiza por el método que ellos patenta--
ron _enl943. (16)

Mientras tonto cl departamento de investipnciones y desarrello dJde] -
Departamento de Agricultura de los Estmlos Unides de Korte Amtrica se In-
teresaron cn la produccibn de Dextrimes. .

Fué en cste mismo Pafs donde se construyeron dos plantas comercinles
para la produccién de Dextrano come un expansor del Plasma sangulfeno.

Muchas otras compafifas construyeron plantas piloto. lubo miestras -
de Inters comercial on la produccibn de Dextrano en lnglaterra y Succia.

El mercodo del Dextranc virtualmente se colapsé en 1955 cunndo ¢l --
cuerpo militar de los Estados Unidos pard la compra del expansor sunguf--
neo ya tenminadas los guerras mundiales. Despufs de entonces 1o produc--
cifn bajé a poca escala, (3) pero en 1a actunlidud existen varios Iafses
productores Je Dextranos: el polisacdrido ha resultado de gran importan--
cia en nadltiples arcas de la industria mumndial,

Existen loboratorios en todo el mundo investigando constantcmento ==
algo mfis accrca de este importante compucsto ¥ Sus uses aumenran dfa a --
dfa en diferentes sectores.



2.2}.- irocesos de Obtencibn,

Cs negesarie parn ¢l procese do obtencifn, primeramente escoger ia
cepa requerida de ias bacterias productoras gue pucden ser leutonostoes,
Streptococcus, Streptobacterium, Acetobzcter ¥ Betabacterium entre otras
(3}. la copit intermacionalmente usada pars la produceisn doi Dextrano -
clinico os 1a NRAL B 512 F,

En cusnto a medios de cultive Jeanes reportd en sus estudles con va
rius condiciones Jde crecinionte, uwn medio constiteido de 101 de sacarosi,

Q.5% dv fosfuto Hcido de potasie, 0,25% de extracto do levadura, D.1% de

clorure de sodio, 0,00/ de sutfato Jdc mwonio y 0.2% Jdo sulfiuto heptohi-

dvatade de mipnesio. {3) Micntras que MeCleskey, Faville y Bamet usns-

ron como medie de aistamicnte para L. mesentereldes, juge de cafia de HEQ_
car a 10-18°C: tripticasa 10 prs., extracto de levadura 5 grs., azfcar
creeln 100 grs., apav 2 grs., apua destiida 1000 mis., hasta Llepar & -
unt il de 6.7,

Los Dextranos pusden scr producidos por fermentacifn o T un proca
s0 que involucra la preparacién de Pextransucrass baje condlclones épti-
mis para su claboracifn, seguida Jde ung sfntesis enzimdtica. En ambos -
procosos o5 necesiario un proceso de Iraccionamiente para scparar el Dex-
trano clinico. El procese enzindtico tiene la ventaja de producir direg
tapente un pordentaje razenable del Dextrano con un Pose Molecular promg
din en el mango clinico siendo menes comlicado por estu razbn. (16}

2.2,13.- Propavacifn cn ol Laboratorioc, (1)

La composicifin del medio establecido eficazmente porn el creeimion-
1o del infculo y para 1a produccifn de Pextrano o escala de leboratorio
o partir de cepas de Leucanostoc es, on grimas por litro de agun destila
das sacarosa 100.0, extracte de tevadvra 2.5, suifuto de magnesio o hep-
tabidrutado 0.20, fosfats dibfisico de potasio S.0.

Bl fosfate se esterilizn par sepatade ¥ os sfindido asépticamonte a
la solucibn estéril y friz de los otros ingredientes. El ptl de la moz--
cln inicial eos do ceren de 7.0.

Para iniciar el Jdesarrolio del indcule,se transficere una poyuehis --
cantidad do 1a cepa en crecimiento en 125 mis de medio de cultive do sa-
carosa y agar esteriles en un metrsz Evlenmeyer de 300 mls de capacidad
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incuboindo a temperatura ambiente que no exceda de 25°C con su agitudor co
rrespondiente por un periodo de 16-48 hrs., Jependiends de 1a copa.  Lna
fuerte viscosidad y turbidez indican un buen crecimiento, I3 detemnininte
eritico del periddo de incubacién cs el pl, el cual dismipuye durante la
Incubacién debide a la formacién de ficido ldctico; la anctividad de uni ce-
pa es dispareja si el pH 1legn a menos de 4,8, El cultive en cl matraz de
300 mis se trunsfiercn uno do 750 mls. agregando 500 mls, de medio de cul-
tive estéril, incubondo por otras 16-48 horus, a 25°C, con agitacién my---
nual casual, Sc pueden inoculur grandes voldmenes cn cstas mismis comli--
‘efones. La produccifn del Dextrano os completa cuands 1n viscosidad del -
nedio 1leps a su punto miximo o su valor se hace estable, y cuando el pll
llcguc a 4.8,

Si el Dextrano es soluble en agua y su fementucién temming, primera-
mcnte se diluye en un volumen igual do agua y despufs etanol hasta hacer
35% cnn volumen. La solucién se centrifuga pura quitar lns células incre--
mentando pradualmente 1a concentracifn Je etanol (usualmente al $2-158) pa
ra precipitar el Dextruno. Bl .schrenadante puede ser removido del Dextra-
no por decantacibn o conteifugacién, ol Dextrano s purificide por repre-
cipitaclén, y 1-3 lavados  con una solucién acuosa de etanol al 5%, El
Dextrano puede ser deshidratade por adiclén de una solucién de ctanol abso
luto, lavando el precipitado con etanol ubsoluto, y scciindolo sobre cloru- .
ro de caleio o un sGlide polvese, En alternativa puede ser desecado por
liofilizacidén. Lu recuperacién y purificncién de Dextranos no solubles en
agua requieren de métodos modificudos.

2.2.2).- Fementacidn industrial

El proceso industrial de fewmentacidn aquf descrito es de un reporte
do una planta industrislizadn productora de Dextrane en los kstados Unidos
de Norte América [82).

2.2.2.1}.- Proceso en breve,

Se utillza Leuconostoc mesenteoides NRRL B 512 - F como cepa forments
dora. Este microorganismo [ermentas un medio que contenga- sucarosa, minern
les, vitaminns y spua para dar un Dextranc que es.precipitodo v scoparado
del licor de fermentacién para ser hidrolizade parcialmente con dcide clor
hidrico, para dar un producte con Pesa Molecular fluctuante entre 75,000 %
25,000, 5ec utiliza metanol para separar las [racelones del 1M descodo de
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agucilas con pesos mis nitos o menores.  La {raccifn es purificada, concen
tradn, sceada, compacada, analizada y finolmente procesnda para usg de cx=-
pansor del voldmen plasmitico y otros usos,

2.2.2.2).- IMoceso eon detalle.

Un diagrima de flujo (Fig.2.1) muestra el proceso comercial de obten--
cién. Para poder prevenir contaminacién imnecesaria del alre eon el edifi.-
clo de procesuniento, 1a materia prima ¥ el tanque de preparacibn del medio
de cultivo estdn locatizados en un odificio adyacente.

ta materta prims cs pesads y colocads ch wn tamue de preparacidn de -
mdio de cultiva de 1,500 pal. de capacidad, produciendo un voldmen total -
de 1,060 gal. 11 contenido os ogitado y 1a tomporstura se llcvn.hnstn 60°C
por medio de ealor proporcionado por el saco o chaqueta de vaper del tanque.

La solucibn es llevada por bosbfo al scrundo piso del cdificio centinl
(Fig. 2.2) donde es estevilizado en un intercambiader de calor de dos seccio
nes. El wedio es calentado a 142°C por cireulacifn de apun a 150°C (bajo --
presidn) en un lado dol intercambiador. En la segunda seccidn el medio se
enfria o 25°¢ ¥ 0.5°C. Parn hacer crecor ol indeulo se utiliza un tanque 11a
miwlo Bazooks (Fig. 2.3) de 10 gal, y ocero lnoxidible gque se epcucntrd ch el
cuarto de cultive. El contenlde de 1a Bazooka se mantienc a una tempernturs
wiifonre por cl uso de bajios de temperatura constante.

Bl infculo es transferido de la Bazooka ul tunq;xc de sembrade a travez
de 1fneas de acero inoxidable, flex ibles, esterilizadas por vaper por medio
de aire esteril bajo prusi&x. E1 indculo del tanque de sembrado es llevado
enseguida 8l fermentador de 300 g',u'L por aire esteril.

Anbos tianques tienen un agitader que ayuda a proveer 1 tomperatura uni
forme. Duvonte 1n fermentacién, ¢l pil disminuye debido n 1o produccién de
ficidos orginicos y 1a viscosidad Jel medio aumenta debldo o 1a sintesis del
Dextrano. Para poder asegtadr un buen contrel, se toman mucstras cada 2 ho
ras, Cuando el pll.llegd hasta 4.5, la sfntesis se considera como termina--
da, La viscosidad en este punto puede cstax cntre 400 y 700 c.p,

El medio gastado que contiene Dextrano, axficures no fermentadas, pro--
ductos de formentucidn coma fcido acético, 1fictice, ctanol y otras substan-
cias, es bombendo o un tanque de precipitacibn de 2,400 gol., dopde despubs
de mezclar ¥ ajustar el pll, se agrega ung cantidad aproximadnmente igual de
metanol (en este punto se controla la temperntura con un range de 1°C). La-
si todo ¢1 Dextrano es precipitado con el metanol, Dospuds que se les ha --

L )
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pemitide a los sétidos el precipitar, el sphrenadante o5 bombemto o un -
tangue de aimacenamicnto Jde 4,000 gal., on £} piso infertor en el area de
recuperacifn de metanol,

£l Dextrano hative preocipitado ¢s redisuelto en agn libre de pirégg
nos (equivilente.n agua bidestilada, y teniendo menas de 1.5p.p.m. de sb-
1jdos totnios) a wna temperatura de 60 o 7@°C, la precipitocién del Dexe
trang o5 realizada par sepunda vez con metanol, parn remover todas las po
siblex impuerezas gque pidicron escoparse on la prifera precipitacién.  las
sobronulintes tanbicdh se bombean abajo st tangue ¥ ol dextiuno os rodi-«-
sttele on apun libre de pivégenos a 50 o 76°C.

ta golucifn de Dextrano es bombemds n un hidretizader linear de vie-
drio de 1,400 pal. de capacidad,  Se witwde agun libre de plrfgenos husts
enar el tandgue. B} ealor y el aspirado scoaplicin para remover toda -~
tyuza de metanol.  Se affade fcido clerhidrico medldo con anticipacién y
1o wemperiturs de hidedlisis < mnticne cntre 100 y 105°C. por 1o aptica--
cifn de vapor a Ju chagueta o saco del hidrol izndor.

Ec controlunt 1o temperatura ¥ ) ticmpo de 1a hidrdlisis, basmles en
dacos de los medidas de viscosidid realizadas,

Sc hacen seis o mis loety
rus husta que 1legue a una viscosidad de 10 c.p.

Entonces sc realizan --
lecturas cude § min., y sc colucan los dates oo pupel en wna grifica semd
logarimmica, ¥ se caleula el punte oxacto do temminacién de precipitn----
clidn.

La taza do hidrdlisis va disminuyende por el enfriomiento do la soly
cifn, hecho de tal forma que 1 viscosidad de 1o suluctdn depués det en--
friamiento ¥ la noutralizacidn con hidr6xide de sodio sea menor de § c.p.

So afmden 35 libras de tierra de Jdintomen ail hidrolizador. El mate-
rial ¢s entonces bomboado o travez de un filtro de platos para purificar
y de aquf tlevado o un tanque de fracclommmionto de 1860 gal, de enpaci--
did. Lo temperaturn. del tandue es contvolada con 1°C de difercencin lo --
que signiflen la utilizacibn Jde una chaqueta de cohtrol de temperatura y
un apitador.

Se afisde un Peso calculade de wetnnel a 1p cantidad previumente pesa-
da de Dextrano cn solucién. Se aglta continuamente durante y despuds de
pgregar ¢l metonol, ¢} Dextrono de alto Peso Maleculnr es precipltado por
1o que se deja de agitar pars que las partitulas vayan al fonde del tanque
pars scr Temovidas despuds,  Se reanuda la agitacidn y se agrego motanol -




pesudo, una vez mis cn ¢l tanque., Entonces los Nextranos de Pesos Molecu
lares de 25,000 a 20,000 (rango clinico) sc precipltan esta vez, Sc de--
jan cner en un tanque Je disolucidn colocado en cf pise inferior, y las

fracciones que permanecen cn ¢! sébrenadonte de 1a so0lucidén de metanat, -
1a mayorfa de Pesa Moleculur mfis bajo, se 1lovan por bombeade Al tanque -
de recuperacibn de metanol.

Sc aprega agus 1ibre de pirSgenos al Dextrano Je rungo clinico para
redisolverlo en el tanque, asi se reduce 1a viscosidad facilitando el han
beado,  Bste materlal es bombeuado o un tingue de Craccichamiento Jde 750
gal, que ostd colocado sabre hisculasy estd localizado en el plso supe---
rior de¢ la planta, aqui se repiten los {riccionamicntes para dividirlos
cn fracciones altas ¥ las destinadas para uso ¢linico, 11 muterinl cl fni.
¢o sc deja caer al segumdo piso para rediselver en un tanque de 300 pal,
de capacidad., Se agroga opua libre de pirSgenos parn distsinuirsi viscosi
dad de 1a splucién y pederin llevar rfpidomente o traves de una colunna
desionizante. L solucién de Dextrano desionizuda es bomheado a un tubo
evaporador que contenga 60 pies cundrados de superficic para transferen--
cin de calor, BSe agrega filtro ayuda (apoximulinente el 53%) n la solu---
¢ién concentrada mezclindolos en un tangue para disolverios.

La mezcla es pasada por un filtre. La salucibn ¢s bombendn a un tan
que de slimentacidn del sccador de rocfo, de 100 gal. {1 secnder de ro-
cfo represnta el Gltimo paso del proceso La solucibn de Dextrano concens
trudo es pasndn a travez de un disco atomizador, de 5 pulgadas de Jdifime--
tro, que estd locnlizado con I parte superior de la clmara scondora de 7 -
pies. El disco rota a 21,000 r.p.m, y dispersa el Dextrano e gnses cn=-=-
lientes, El Dextrano pormanece en contacto con cl medio coliente corca -
de 5 seg, y su temperatura no oxcede de 10s 92.2°C.  la solucidn sc rodu-
ce a polve (con una humedad del 14) y es recolectada on una serie de cua-
tro separadores o ciclones, que estfin montados puralelamente. E1 materi-
ol se deja caer o una tolva central para ser empacado.

El Dextrane ¢s altamente hidroscépico, Consccuentemente debe ser om
pacado en contencdores que provean la proteccidn adecundn contra 1a shsor
cibn.de humedad. Tambores de flbra alincados con polictileno, contenien-
do una barrera de aluminio en la pared, ¥ cquipado con tapas do corchete
con empaque de caucho se han utilizado para este fin,



El moterial sc reticne hasta que todas 1as prucbas de laborutorio -
indiquen nque se cumplen todas las especificuciones requeridas, Dospuls
de 1o cual puede enboreilarse, accidn que puede ser realizada por scpiva
do en otra planta,

El Dextrano es disuclto en agua libre de pirbpenos, su concentracidn
sc ajusta ul 6% (6prs. por 100 mls.), sfudiendo clemuro de soedio pura pre
porcionar una concentracifn final del 0,9%: y se filtrs la soluclén.

suficiente de esta solucidn es introducida cn hotellas tipo plasma -
comercinl para proceder o su enwio de 300 mis. El alre sc saca de 1n bo-
tella, que es scllada y tapada. La botelln os chviada a esterilizar por
calor, asf haciendo su contenide c¢linicumente usable, Por (ltime es om-
pacado con ¢l equipo requerido de inyeccién.

2.2.3},- Sintesis Imzinfitica. [16) .

2.2,3.,1}.- Proceso en bireve, . .

El proceso para 1a sintesis cnzimbtica del Dextrano invelucra:

1.- 1a produccibn de dextransucrasa; 2.- remover las oflulas Je lps
biacterias del medlo de produccifng 3.- 1o sintesis del Dextrono cn una --
reaccifn mezclando sacarosa, dextransucrasa, bajo condiclones muy contro-
jadasy y 4.- fraccionacién y purificacién Je! Dextrano,

2.2,3.2),.- Proceso en Jetalle.

La produccién de 1a dextransucrasa se reportd desde 1952 por Koepsel
y Tsuchiys, a partir de leuconostoc mesenteroldes NRRL B 512, desarrollan
do un medlo para la produccién de In enzima que contenfa: 2% de sacarosn,
24 de licor de macerade de maiz (base seca), 0,1% de fosfato discide de
potasio y 0.5% cn voldmen de sales R { 4% de sulfato deptohidratado de --
magnesio, 0.2% de cloruro de sodio, 2% de sulfoto ferroso heptahidratado
y 0.2% sulfato de magnesio monohidrotado).

El pll de 5 a 5.2 da estabilidad a la actividad enzimitica y debe ‘ser
mintenido durante las 24 hrs, Jde preduccidn a tesperatura constante, gue
debe ser de 25 * 190, ya que terperatuvas mayores acelcoran la destruceibn

de la actividad enzimitica. Se requicrescrexidn suave para fovorecer -
la produccifn de la dextransucrasa. Esta pucde ser cbtenida de agitado--
res o pusanco 0.05 volumen de alre por volGmen del medio por minuto a tra
vez del substrato con agitacibn moderada.
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La concentraci6n del 2 § parcce ser ia &ptima, ya que concentracio-
nes mayores Inerementan la cnntidad Jde Bextrano y Jo dificultad de remo-
ver las eflulas rsertas. Los liguidos libres de ccﬁlulus hacteriangs se
obtiencn pasindolos a travez de contrifugaclién y posteriormente por un
filtro Spitz,

Il proceso de fermentaciSn enzimftien se 1lev8 a 25°C con acreacién
moderada y por periodos de 12 horas o tenos. )

Cuando el proceso se temaind debe haber 40 dextransucrasas en tni--
dad por ml. de licer, Una twnjdal de dextrunsucrasa es la cantidad de en
zima necesarin que convertird 1 mg. de sacarosa a Dextrano en 1 hora a
30° y o oun pl 5 en wila mezcla conteniendo 10% de sacarosa, M/20 buffer
do acetato, ¥ el cultivo centrifugado.

Para remover las bacterias, se utilizan filtros Scitz de mombrana -
:ljuﬁl.’ﬁulosc el pila 546 35.2 que le da la’estabilidad mixima n la enzima
pira ser almcenadn hasta 30 dfas a 15°C sin ningdn problema,

Sfntesis del Dextrane. Tsuchiye y nsociados en 1955, (16) reporta-
ron la relacifn entre ta concentracién de sacaresa y ¢l Peso Molecular
obtenido del Pextrano, Cuundo las concentraciones fueron mayores dei §
al 20% 1a cantidad y Peso Molecular del Pextrano disminufan, mientras --
que los Dextranos producidos a una concentracidn del 708 do Sacaresp, --
friieron e Pesa Molecular muy bajo, y 1os producidos a una: concentracién
el 10% Jdicron de alto l'eso Molecular. jas concentraclones ordinnclamen
te utilizodus de cnzimi fucron de 20 a 40 unidaldes de dextransucrisa por
ml, incrementando la concentracién de 1a enzima a cerca de 30°C, fuvore-
ce la produccién de Deatrano de Peso Molecular bajo.

Después quese completa la sintesis, se afinde metanol hasta concen--
traciones del 503 on vollimen, para propésites de precipitar ol Dextrano
as! que la mezcla se agita dursnte la adicién para prevenir concentracio
nes altas locales de alechel.  Se deju precipliar por 4 hrs. aproximada-
mente; el sobrenadunte que contfene fracciones de Peso Molecular bajo, -
se envia al arca de recuperacién de metannl. El Dextrano crudo es di---
suelte en agua libre de pirSgenos, ¥ sc afnde metanol para llegar 'a una
concentracifn de 50% cn volfinen, lo que origina 1a precipitacién el Dex

trino,
Por Gitimo se procede a la fraccionacién e hidr6lisis para dar Dex-
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tranos cnklos o los clfnicos, ‘Todo el proceso anterior sc describe en 1n
Fig. 2.4,

2,3).- Comzrol de calidud de Dextranes clfnicos,

2.3.1) .- Especiflcaciones.

EY Dextrano clinice envasado debe cumplir ciertas especifleaciones -
en 1os Dstidos Unidos do Norte Andrica segiin las cspecificociones de 1a
Puerza Aerca, La tabla siguiente muestra las especificaciones descmlas:
(1) {83).

MOPIEDAD ’ . VALOR N SOLUCION AL 6%
Contenido de Dextrano g/100 mt. 5.7 - 6.3

Clorure de sodlo 0.85 - 0.95

i 5.0 - 7.0

Color menor al AMIA 50

Metanel menos de 20 mg/100 mi.
Viscosidud c.p. a 25°C 2,5 - 3.5
Nitrégeno (max,), mg/100 ml 1.0

Metales pesados mp/100 ml 0.5

Ceniza mg/100 ml 0.056

Peso Molccular 75,000 * 25,000
Viscosidud intrinseca del/g 0.23 t 9,05
Capacidad Buffer (max.), ml de

0.100N de NaQll/100 ml. . 3.0

Toxicidad Negativa
Pirogenicidml -~ Kegativa
Antigenicidad Negativa
Esterilidad Negativn

Tabla 2.1 Especificaciones del Dextrano clinice industrializado
requeridas por Ia Fuerza Acrea de los Estados Unidos de Norte -
America, para controles de &alidad.

2.3.2) .- Fases de Controel,
Lo calidad de un producto se define como 1a aptjtud de su uso,
‘Por lo tanto un buen control de calidad se basa en las demandas y-

.
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descos del consumidor,  In tdimadinos farmacéutlicos se pucde decir que sc
expresn en tégmminos de clicocia, accptabilidad y scguridad. (81)

Idealmente La administracifn de los expunsores de Masma déhe resul
tar predecible y reproducible, La Juracidn de ostes cfectos tambicn ¢s
una medida de ealidud. (84)

%t habide gran dificuttad para evaluar los resultados de investiga-
ciones realizadas con Dextranos ya que cxisten muchas compaRias que 1o --
fubrican, con diferuntes 1etodos y por 1o tanto diferentes propicdades,

Por elemilo el Macrodex o Dextrono 70 se fabrica por harmacia en --
Succia; Knall AG, en Ludwisslafa fobrica Dextrane 60 que también es lloma
do Macrodex; existicmlo otros productores como Cutter on Beerkeley, Don
Baxter on’ Glendale, Travenol en Morton Grove, Vifor S5.A, en Genova, ete.

Tenemas Dextrano 75,000 fabricado por Abbott y Pharmacin en Suecia,
por L'Lquilibre Biologique en Paris, Knoll AG. en udwigshafon y Abhott -
en Chicage.,  (8) ! '

El control de calital Jdecada ffbrica es difcrente pero similar en --
conjunta, por lo que aquf incluircmas el contrel de Phaymacia en Succia,
que se clasifico en cinco fuses principales.

2.3.2.1).- Beterminacifn de I'eso Molecular.

Realizados por anilisis de grupos terminales con téenica colorimétri
¢n 0 por dispersién de 1n luz,

2.3.2.2).~ beteminacién de 1o distribucién de los Pesos Molecularcs.

Realizada en cropatografin en gel con Sephadex.

2.3.2.3),- Cantro} de Osterilidad,

La esterilizacibn se reallza o vapor, on outoclave en torre, en flu-
jo continuo. Dende se deben vigilar lo temperatura, y el tlempe del ci--
clo. Fara el control de ne toxicidad sc utilizs el autoclave en tarre pa
ra climinar las csporas de Bucillus theymohemophiius, una de las bacte---
rias mis termorresistentes copocldas,

2,3.2,4).- Control de pirégenos.

los pi régenos, producidos por ia dcscurmoﬁicién de las hacterias -~
mucrtas, son potentes materiales antigénicos que producen ficbre cunmdo
s¢ inyectan, afin cuando son muy escasos. Las pruchus se realizan con co-
nejos y termdmetvos muy scnsibles al cambio de terperatura colocados en
el recto, despues de hoberlos inyectada con la muestra.




2.3.2,5) .- Control Quimico.

Otras impurezas como azficores reductores, hasta los metales pesados
que son tan téxicos pucden ser detectmlos por espectrometria en Infrarro
jo y 1a cremitogruffa de gases.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1},- Objetivos,

El plan de trabajo sc rosume dentro del Diagrama de flujo (Fig. 3.1),
el quoa se divide cn dos partes principales:

a) Obtoncibn de la cepa microbiana,

b) Obtencién ¢ ideptificacién del Dextrano.

3.2).- Obtoncién microbieléplca.
3.2,1).- Materinles y Reactivos.

Cajas petri ’ Caila de azGear
Portaobjetos Agua destilada
Asus Aceite de inmersién
Mechero Agar
Microscopio Medio de Tarr § libbert * (85)
Tubios o cnsoyo Coloracibn de Gram *
Gradilla Prucha de Catalasa *
Matraces Erlenmeyer Prucha de Sacarosa *
Relrigerador Prucba de Arabinosa *
 Tapanes de Algodén Prucha dc Manitol *
.. Olla Express S.1.M. *
Prucba de Kligler * Prucba de licuefaceiédn de la
gelatina *

. 3
* para ver preparacibn ver apendice,

3.2.2).- Métado.

Obtencifn de cafa de azear.

S¢ obticne caia de azdcar mudura [rezcs y reclentemente cortadi,

Preparacién de medio de cultivo.

El medic de.cultivo utilizodo es de Tarr & Hibbert (85), se siguen
los pasos enlistados cn el apendice para su claboracién, y esterilizado,
usaido medio sblide para cajos petri y tubos inclinalos,

Preparacién y siembra en medio de cultive.

Se lava 1o cafia de az(car exterlommente con agua destilada, retiran
do los residuos de tierra y polve. Se hacen cortes de aproximadamente 1
cm. de anche por 1.5 an. de large y 1 cm. de profundidad; de 1s parte pr'g

.
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xima ( 30&:115. por arribu ) de la rafz.

Se colocun on tuhos con agua destilada y se dejan repesar por 24 hg
ras o Temperatura ambiente, Se toma del V{quido wna pequeda cant ddad con
el usa y se siembra por nislamicnto cn uvajas petri con ngar s6lido de  --
Tarr & ilibbert, incubando 24 horas o Terperatura unblente.

Se reuliza la ohscrvacifn microscépica de lns posibles cepas de Leu
conostec, buscindo colonlas gris-crema, brillantes, mcilaginosis, reden-
das, de borde entero, tamafio vepular, liperamente elevadas. thciomlo fro-
tis tenldos con la téenica de Gram (apéndice pura prepurucién). Ohsecrvar
en 100X con ncelte de Inmersidn,

Aislumicento, . .

Se siembhre en agor Tarr y Hibbert inclinade cn tubos incubunulo 24 ho
ras & Temperatura apbiente; las cepas que presonten erec imiento sin conta-
minuntes sc checan por observacifn microsedpicn y frotis tefidos con Gram.

' Se pruactican pruchas blogquimicas a las cepas alsladas, Existen prug
bas Jdiferenciales para cada cspecio,  ( Tabla 3.1 )

Scleccidén del mlcroorganismo Louconostod mesenteroldes.

En el monual de Bergey (86) (87), dentro de los cocos gram positives
sc clasificon en 1la fomilia Styeptococcaccac el géncro Leoucanostoc, primera
mchto observade por Ticghem en 1878y mis tarde por Icker y Pederson en --
1930. .

Leuconostoe viene Jde leucus = clare, luz; nostoc nombre gendrico de
alps que cn conjunto significa alga incolora.

Las célulassuclen ser esféricas o en form Je lenteja porticulumonte
en ogar, usunimente cn pares o cadenas. Xo es wovil, Gram positivo (88).

No formadores de esporas. La colonia es pequefin usunlmente menores -
do 1 . de didmetro, suaves redowdas, bluncogrisaseas. (B9)

Su crecimicnto depende de 1o presencla de un carbohidruto fermentable
en donde 1n glucosa es fennentada con lu produccibn de ficida 14ctico, cta--
nol, y CDZ. Ko fermentan rhammosa, inulina, plicerol, sorbitel ¢ inositel.

El plnero leuconostoc se divide en sels especies:

mescnteroides, dextranicum, parumesentereldes, lactis, cremores y oe-

El Leuconostoc meschteroides quiere decir en forma de mesenterio.

Son esferas o células en forma de lenteja, de 0.5-0.7 por 0.7-1.2 mi-
crémetresi crcentyadas en pares o cadenns usualmente cortas.

N
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+ = mayor del 90%de las cepss son positivas; d « 19-90% de ccpas posltivas;
- = mayar del 90%de las cepas son negativas: {} = resccién retardads; . = no

conocldo resultado.

PRUEBA mescnto- . demtra— paramesen lactls crema . oenos
roldes nicum tercides ris
Acido de:
Arabinosa - - d - - d
Fructuosa * + + + - +
Galactasa + d ¢ + * d d
CGlucosa. + + + + + *
Lactosa (d) + [C)) + * -
Haltosa + * - - d -
Banital d d (d) - - =
" Rlbosa + . . . . .
Sacarasa + . . + = -
Hid, de esculina d d d - - -
Form do Dextrano + + - - - -
Citrato d d d d * d
Crecimicnto en ' '
KHaCl 3.0% - d d d - .
6,52 d - d - - .
Catalasa - - - - - -
Indol N - - - - - -
Hy5 - - - - - -
Licuefacclidn de
gelatina - - . - - - -

Tabla 3.1 Relacién de diferentes pruchas do las especies de Leuca~
nostoe pdra su identificacién.
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Rango de Temperatura de crecimicnto de 10-37°C, Sptimo de 20-30°C,

encontrado en soluciones pegajesas de azficar, frutas, vegetales, leche
¥ productos ldctcos.,
‘ S¢ considera micro-lcmﬂuco (89)
Ke es tolerante a pll bajo (90}
Existen un gran nimero de pruchas bioquimicns que pueden realizorse
para la identificacién Jel microorgunismo pere hasta 1972 era muy senci-
1lo identificar las tres cspecics hasta entonces clnsxl':cmhs (86)
I Productores de 5:11!0 a partir Je Sacarosa
a) Acido de pentosas’
L. mcsnntcrondcs

b) Sin fcido de pentosas
L. dextranicum

I1 No productorcs de fcido o partir Je sacaresa
L. citrovorum

Ahora tenemos la siguiente clsificacibn (89):

Acido preducide o partir de:

ESPECIE Arabinosa Xilosa Glucosn Mangsn Liactosa Sacarosn
L. ercimoris - - + - + -
L. dextranicum - v + v + +
L. loctis - - + v * +
L. mescnteroides + v - . v +
v + + v +

L. paramesenteroides’

v = yvariable.

Con la diferencia entre L. paramesenteroides y L. mesenteroides que
¢l primoro no produce Dextrane, y que el segundo junta con L. dextranicum
son las dos cspecies productoras de Dextrano. La prueba de la Arabinosa
cn muy util para ¢l aislamiento de Ia cepa de L. mescenteroides.

Conscrvacibn, «

Para conservar las cepas se pucden refrigerar tubos de medio de Tarr
& Hibbert s6lide inclinados sembrados y cn cantidad suficicnte de creci--
micnto. Resembrando cada 2 8 3 mescs. '




3.3 .- Proceso femmentativo,
3.3.1).,- Materiales y reactives.

Mitraces Erlonmeyer Medio de Tarr § Hibbeet'*
Fermentodor Isopropanol

0lla Express Apua destllada

Manguera Solucibn Soxhlet *
Alpedon Tubes Je ¢nsayo

Tapén Je pldstico Tapones Je gasa y algedtn
Tubes de vidrio . Papel aluminio

Estufa de calor scco Boitha de aire

Pipetus de 10 mls. Mechero

Vasos de precipltado Soporte universal

Pinzas Probetas

Burcta de 50 mis. Peach{metro

* ver apéndice para preparacifn.  Centrifuga

3.3.2), - Método.

Se prepars wedio de cultive Tarr § Hibbert 1{quido siguiendo los pa
sos de preparaeidn Jdel apfndice. Se toma unn porcién pequefia on un ma--
tras Erlemmeyer y despuds de esterllizarse se inocula con L. mesenterol-
des incubapdo o Temperatura arhiente durante 24 hrs,

Se arma el aparate Je formentacién que consta de un frasco fermonta-
dor de vidrio con taphn de algodén ¥ gnsa, salida cn la parte inferior --
donde se coloca un tapdn de plistico por ¢1 que sc introduce un tubo de
vidrio concctado a uni minguera, que a su vez se £ijo o una bomba de aire
1a cual provee el aire suficiente para que ¢l burbugeo produzca 1a agita-
cién necesaria. Se celoca un filtro de algodfn en el paso de nire.

El cquipo es lavade y esterilizado antes de la fermeatacibn. Se in-
troduce medio de cultivo esteril y frio al fermentador. Se afiade el ma--
traz Erlepmever proviamente scmbrado e incubado, Se enciende 1a bomba de
aire y se Jdeja fermentar durante 24 horas aproximadamente; mientras tanto
se veallzan pruchas de control para determinar cl tiempo éptimo do fermen
tacién,

Las pruchas de control se dividen en tres:

1) Prucba de precipltacién, 2) Prucha de Azficar reductor.

3) Prucba de pil, o



1) Prucbn de precipitscién. .

Mucstras de alicwotns de 10 mls. son tomadas del ferméntader a diferen
tes lapsos do tiempe, afindicndo 10 mls. de isopropancl. Observar la canti--
dad de precipitado despues de dejar en reposo para que el posihle Pextrano
se sedimente.

2} Vrucha de azficar reductor,

Un azficar reductor es uno que contlene un grupo aldehido o un grupo ai-
fu hldroxicctona. Un prupe aldchido se oxida con facilidad a grupo carboxi
1o, los azlicarcs susceptibles de ser oxidados par ngentes oxidantes suaves
toles coma el reagtive de Tellens o el do Soxhlet, se denominan azficares re-
ductores. las formis hemincetfilicos ciclicas de todns las aldasas se oxidan
con gran facilidad por que esthn en cquilibrio con 1a forma sldehidiea de ca
dena abierta, como se mucstra n continuacibén: (91)

HOCH, o HOCHg
m U . L
" on Mg ooy 4 Asd
"o LA
o on

Lo glucosa y 1n loctoss san azficares veductores no asi los glichsidos -
comp el Dextrano o come In sacarosh gque es un azficar no veductor.

Para la prucha se prepara setucibn Soxhlet siguicndo los pasvs del apén
dice. S¢ hucen titulaciones de cstandares de Glucosa come patrbn, colocamlo
10 mis. de solucidn Soxhlet y 1 ml. de solucidn estandard, se collepta hasta
chullicidn y se agregan 4 gotas de Azul de metlleno. Se hacen tituluciones -
'ngl‘cp.ando solucién estondard medida con burcta husta que ocurra el cashio de
eolor. As! se obticne ¢l factor Jde titulncidén de la solucién Soxhlctl que --
nos indica cuantos prs. de glucesa se titulan por cada ml, de solucibn de --
Soxhlet. Dentro del femmoentador existe Dextrano formado, sacaress y fiuctug
sa libre, siondo ésta dltima 1a'dnica titulable como azlear reductor.

Se repite ol procodimiento parn la solucifn prablemn, tomada Jel Cevmen
tader o intervales irregulares de tiempa, determinande wna relacibn entre --
tiempo en horas y cantidad de azfiear reductor presente en gramos por ml,

LX)




3) Prucbas de pil.

Se tomih ruestras o diferentes intervalos de tiempo del {eoimentidor
¥ se mide el ph de 1a substancia con peachinetio. Los microorganismos en
la fase fermentativa forman diferentes deidos que hucen que el pi descien
da considerablemcnte, Muchos autores considernn al pli= 4,6 como ol cual
indica que la fermentacién de la sacaresa se completf.

Precipitacion,

La fermentacién es detenida por Ja ogregacién de isopropanol, despuds
de aproximadamente 24 hes.; la precipitacién se da en éste momento por ini
cluda parn asf empezar el preceso de recuperucidn y purificacién del Dex--
trano. i1 voldmen aftulido es igual al 1fquide feimentado$ menos alechol -
no precipiti todo el Pextrand cxistente,

PPrucha Je control.

In una prucha previa para ver si cl producto obtenido es Dextrano se -
toma 1iquide filtrado y Iavado y se contrifuga en tubos, decuntando y lavan
do can isopropanol. Después de dejar secor sc hace anflisis de infrarrojo,
¥ se comparid con una muestra patrn de Dextrono camercial, [ Fi.3.2)

3.4).- Purificacién ¢ Identificacibn fisicoquimica del Dextrana,
3.4.1.).+ Matorinles y Reactives,

Cubeta

‘asos e precipitados
Estufa cléctrica
IFmbude de Bushner
Matraz  kitazato
Papel [iltro

Embudo de rama larga
Bxlunza analitica
Agitador

Aparato de Infrarrojo
Pipetas

Mortero

Espitula

Pastillero
Polarfmetro

Frascos pequefios
Viscosimetro

Termbnetro

Agitndor con aspas
Frasco de vidrio para bafo
Soporte Universal
Pinzas

Crondmetro

Manpguera

Agua destilada
Isopropanol

Tiersa do dintomen
Dextrano patrén
Tetraclorure de Carbono
Acctona .
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Fig. 3.2 Pruecba de control,

infrarrojo de Dextrano patrén comercial.



3.4.2).- Mfodos,

3.4.2.1), - Purificacidn.

Se Jdecanta el sobrcnml_:mtc de la cubeta v el Dextrano s¢ redisuclve |
cn agus destilada, y sc’calienta sin llegar a Ia cbullicibn. Se filtra
en enliente en cmbudo buchner ¥ tierra de diatomen, 2 6 3 veces hastn --
que el 1fquido filtrado pase eristalino, se lava con agun destilada ca--
liente. Se replte la precipitacidn con isopropinol ( volfimen igual al -
1iquide ), se deja reposnr aproximadamente 24 hrs. Se decunta, Se repi
te 1a filtracibn ¥ el lavado redisolviendo en agua callente. Se repreci
pita con isopropanol decantando posteriormente. EL Dextrane obtenide se
filera en papel filtro proviaente pesado y cwbudo de ramn larga.

Se deja secar y s posa para obtener rendimiento.
3.5.2.2),- Pruehas Fisicoquimicas.

A) Prucha de infrurrojo.

La espectroscopia de inarrojo tiene amplias aplicaciones cn anfili
sis cualitative y cuamtitative. Bu principal utilizacién ha skdo 1o ---
identificacibén Jo compuestos orpinicos, ya que los cspectros correspon--
dientes suclen ser complejos ¥ contiench numcrosos miximos y minimos que
pueden servir para realizar comparacienes. Kl espectre do infDimrrejo de
un compueste orpfnico representa win do sus propicdides fisicas cpracte-
ribtlknl:n

ton excepcién de los isdmeros épticos, no existen teﬁrlcnmnte dos
comuestos que absorban exactamente en 1a misma forma.

Lo muestra s triturada con un mortero y s agrega tetraclorure de
carbeno para formar una pastilla a bdse de presich manual, la cual se co
loca en el aparato para gue éste nos de 1o grifica correspondiente, Se
debe teper cuidado de limplar con ncetonn el materisl utiljizado.

La prucha se realiza con patrén comercini de Dextrano y con miestra,

1) Rotacibn Sptica,

La rortacién de 1a radisclén polarizada en un plano por compucstos
fpticamente nctivos puede varlor desde varios cientos dc grados hasta --
s pocas centbsimas de grado.

La rotacién especifica o la potencia rotatoria especifica [—r-]-*_ S0
crplea rucho para describir las caracter{sticas rotatorias de un liquide.
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Se definc como:

donde ulfa es Ia rotacién observadn en grados, 1 es In lopgitud Jde
la trayectorias de iz celda en declmetvos, y ¢ es 1o concentracién del solu
to en 100 mls. de solucién, La longitwd de onda A ¥y Ya Temperaturn T sug
lon especificarse con un subindice y un superfndice, como se representi.

Las rotaciones cspecilicas se suclen mediv o 20°C con 1n dinea D del
sodio y se indican como E.c]:: « Tava un lguido pure, c se substituye
por la densidad.  Por convencibn, la rotacién hacin la izquierda o 1 es --
cunndo e1 haz se divige hacia el observinlor, se represcnta con sigho nepa-
tivo y se denomina levégiro, Cuande la rotacifn os a 1a derecha o d se do
nomina dextrfgire o positiva,

La rotacibn &ptica de un comuestepur bajo condiciones especificns’
proporcion wuna constante {{sica fundamental pors Cines d¢ identificacibn
semejante #1 punto de fusidn, ol punto de cbullicibn, cte,

Lo rotacibn Sptica se wide con un polarimetro cuyos componentos hisi
cos son una fuente de luz wonoeromitica, un prlsm polarizader pmea produ
cir radineidn polarizada, un tube de miestra, un prisma malizador con es
.cﬂlﬂ cireular, ete.

fa medicibn se realiza utilizando agui come solvente, hacidndola pa
ra Dextrune patrén comercial y para muestra de Dextrano ohtenido,

¢} Prucbha de viscosidad y determinncién del Peso Molccular., (93)

Gascs y liquidos posec una propicdad conocidn como viscosidad, que -
se deline como la resistencia que uvma parte del [lufde of rece al desplaza
miento de lu otra, Los liquidos cxhiben una resistencia o fluir micho ma
yor que los gases y por consiguiente ticnen unos coeflcientes Jde viscosi-
dad mayores.

La viscesidad se mide con un viscosimetio que puede ser ¢l de Ost---
wald, o alpuna modificaclién de éste pero con of mismo funcionamicnto b.’lsi_
co. Sc introduce una cantidad definidn de 1f{quido cn el viscosfireira in-
RWEerso ¢n un termostato y so le aryastra por succibn al bulbo hasta ue el
nivel del ldquido sc halje por encima Jde 1a marca. Entonces sc pernite -
1a salida del 1fquido y se mide el tiempo necesario para que ol l{quido -
descienda hasta 1o marca inferior. Sc limpla ¢l viscosimetro, sc unrega



¢l liquido de referencin y se vepite la operacibn totuimente, De estn ma-
nera tan simple se obtlenen tl Y tyyse caleula la viseosidad del 1iqui-
do mediante la siguiente ccunglién:

o Lt

N fn. ta
Lt viscosidad relativa de una solucién Dlp , es la relacién y{' - '1/{(.
donde 7] es la viscosidad de la solucibn y7, 1o del solvente puro, ambas
4 18 mism temperatura,  Asi mismo , 1o viscosidad especifica estd dada
por ?h, a 1, =7 ¥ 1a viscosidad intriscea, L'rl-l por

03 = Jim (“’%”"J

{0

donde C cs 1a concentracién del soluto, expresada peneralmentc en gramos
por 100 cc de solucién, arbas expresiones dan el mismo valor de [/ 1 .

Por otra parte se ha denostrado que la viscosidad intrinseca estd re
lacionada con el Peso Molecular por 1n cxpresibn

D’{] = kem®

Nonde K y a son constantes para polimere, solvente y tameratura de-
teminados.  Por lo tanto, una vez gue se copocen K y a para uno combina-
cién especifica polimero-solvente, se pucde calcular M del valor determi-
nado Je (Yf_] .

Mara obtener c"\_j, so miden 1as viscosidades de varias soluciones di
luidas de polimcros on un solvente y también Vl, y los datos se grafican
como Wsp/e © como {tn r)/c contra C. La extrapolacién a C=0, nos da la -
viscosidad intr?nsccn'. (93)




CAPITULO .4

RESULTADOS



RESULTADOS )

4.1).- Resultados de pruchas bioquimicas y seleccidn del microorga-
nismo Leuconostoe mescnteroldes,

Las pruchas se realizavon 2 'veces con diferentes cepas.

La primera utilizande & cepas difercntes y usande la prucba do kli-
gler, sacarosa, licuefuccifm de la gelatina, imdolenitrito, manitol y cas
talasa; tcnicho come resultados 1a tabla 4.1,

KLIGLER

Licue.de
CEPA Gluc., lac, Gas H,5 Sacarosa Gelating Indol Manitol Catalasa

1 + - - - -b. - - - -
2 + + + - - - - - -
3 + + + - * - - cont. -
4 . - + . * - - . -
5 + - - - - - + * -
[ - + + - +

L1 yns se prescotd depues de 48 hrs. Gluc.s pglucosa. Lac.= lactosa.

La prucha de indol se hize con medio de Indol nitrito,

La copa No. 5 so dJescarts por sus resultades., Lo cepa 3 se contamind= ‘cont.
Las copas 1, 2, 3, 4 ¥ 6 se 1levon nl proceso de fermentacibn,

Tabla 3.1 Resultados de Prucbas bioguimicas renlizadas 'a 6 cepas
aisladas de posible leuconestoc.

La segunda serie de prucbas se realizaron a 10 cepas de posible Leuco
nostec, practicandoscles:

Kligler, S.1.M., licvefaccién de 1n gelatinae, catalasa, sacarosa, mi-
nitol, arabinosa.

Los resultados se dant on ln toblo 4.2.
Comparay Tesultados con tabla 3.1 para mejor referencia,




. FRLIGLER Licue.de - .

CEPA Glue, lac, Gas H.S5 Sacavosa Celatinn Indol Manitol Catnl. Arabinosa

1 + + - - + - - - - +

2 + + - - + - - - - +

3 + - - - + - - + - +

4 * + - - + - - - - +

5 + +* - - + - - - - +

6 - - - + - - - - +

7 + - - - - - - + + -

1 + + + * + - - - - +

] * - - * + + + + - +
10 - - - * + - - - - +

Tabla 4.2 Resultados de Prusbas Blequimicas realizadas a 10 cepas de
posiblo leuconostoe mescnteroldes,

So descartan cepas de la 7 a la 10 por sus resultados,
"+ Las lecturas se rcalizaron a las 24 horas,




4.2}.- Determinacién de ticmpo Sptimo de formontacibn.

4.2.1). - Precipitacibn.

Los tubos de Tomentado agresindoles el isopropanel prescnturon un
precipitado repular, pudiendo observar floculacién sl se observoban cop
tra 1a luz. '

4,2.2),- Azdicar reductor.

t.os resultados de la paucha se plasmin en las siguientes tablas:

ESTANDARES . S0LUCION Dli_Gl.lm&\ EQUIVALENCIA
Cone. pr/100ml. mls., utillzndos en la en gr. de glucosd
titlacién de 10 mls. por ml. do sln.
de sln. Soxhlet. Soxhlet.
A 16.5 00825
) 6.9 .00G00
c 4 . .006
. n 3 006
L 2 006

Tabla 4.3 Titulucién de estundares de glucosa,

CRAMDS DE AZUCAR REDUCTOR TITULADOS EN- 100 ml,

TIEMPO EN M8, FERMENTADO AT FERMENTADD “p"
12 1.5272 1.68
14,3 2.688 . 2.8
a 5.6 6.109
26 7.7% 8.33
38 ' 5.4 9.16
a8 9.16 10.08

Tabla 3.4 Titulacibn de 2 muestras de fermentado a diferentes lap-
sos de tiempo, cen solucién Soxhlet.
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Fig. 4.1 “rfficn de asicar reductor en 100 ml. de fermentado a diferentes ticmpos.
A= Fermentado de mucstra YA, B= Fermentado de muestra “'BY,



4.2.3).- Prucbas de pit. .

T
TIDPO BN RS, * FERVENTADO "A" FERMINTADO "BY
1] T 7.1 5.9
7 6.5 6.3
12 5.8 5.2
22 5.0 4.9
28 4.8 4.3
35 : .42 4.0
18 3.7 3.8

Tulbla 4,5 Relaclén entre pi medido a 2 feymentados a diferentes lap
sos de tiempo.

"M,
.
!L PFERMENTADD “R“ s A
FEMENTADD "W B
]
)
o)
0 ’
A
[-] : N
t — -

-
1 ] e »n 48 WARAD

Fip., 4.2 Grifica que muestra los datos de la relacién entre o piH
wedida ¥ el tiempo cn horas durante la fermentacién de 2 muestras.
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4.2.4).- Prucba de contrel de Infrarrojo. .
Fig. 4.3 Infrarrojo de dos mestras de Dextrano antes del proceso de recuperacién y puri-

ficacién,



4.3}, - Resultados de Hendimiento,
S¢ reitlizaren 5 pruchas paria Jdeterminar el rendimicnta,
Hay que recordir gue de los gramos preseates en ol medio de'cultive

1a mitad corrvespanden n glucosa que formarf el Dextrano y la otra mitad
corresponde a 1a {ructuosa.

TRUERA RINDIMIENTO EN 4
A 8.80

B 5.41

[ 5.20

n 3.90

i 3.54

Tubln 4.6 Nendimiento Jo § prucbas diferentes de Dextrano obtenido
en el laborntorio. )
4.4).- Resultudos de Absorcifa do Infrarrojo.

los resultados se suestrap en las Fig, 4.4 y 4.5 de 3 prucbas real}l
sadas.

4.5) .- Resultados de Rotacidn Optica,

ESTANBARD DI CONCENTRACION o =2
DEXTIANDG COMERCTAL egrs, ch 100 mls. ik
A 0.25 4.2 6.6
B 0.125 2.2 © 5.2
C 0.075 1.8 6.0
D 0.05 1.5 6.0

MUESTRA DE DEXTIAND
1 0.01 2.4 75

;11{";1 del agup = 0,9
Tabla 4.7 Rotacidn bptica de muestras de estandard de Doxtrano comer
cial y Je la muestra de Dextrano obtenido en el laboratorio.
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Pig. 4.4 Gréflcn de infrarrojo de dos mucstras de Dextrano obtenido on nuestye laboratdrio.
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Fig. 4.5 Gr&fica de infrarrojo de muestra de ncxtrmw' obtenido en miestre laboratério,
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4.0).~ Prucha de viscosidad y Pesos Molcculares.
Sc reulizd la prucha o Dextrono patrée comerclal y a muestea do Pextrano
abrenide en ¢} loboratorie, obteniendo las sipulcptes tabias y Figuras:

C

Y rLrel. 4/t 'zcsp. - ,I:rcl.“l l"lr:sp.“’c
grimi, scg.
0.0400 149.4 2.658 1.65 41.25
q.0303 139.8 2.46 1.46 40¢.22
0.0333 131.1 2,30 1.30 39.03
0.0307 124.7 2.18 1.18 38.43
0.0285 120.0 z2.08 1.08 37.89
0.0200 101.0 - 1.74 6.74 37.00

C = Concentracidn
ty= tiempe del Dextrano
tp= tlempe del solvente (agux destilnda)

Tabta 4.8 Relncién de concentracién y viscosidades del Dextyano patrén,

Yiscosidad Intrinseca = 32,18
Peso Molecular = 55,690
Temporatura = 50°C,

X =39.3%10 3

B8 = 0.61
datos de constaptes tomados de bibliografin (95).
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Fig. 4.5 Grifico de viscosidad de Doxtrane patrdn comercial,
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Viscosidod de nuestra muestra Jde Dextranc.

c t1 -’Zrcl.' t'1‘“"(.’! )( c5p.' )z rtzl.'1 )Ecs;alc
griml. s0¢.
0.0400 113.8 z.01 1.01 25.55
0.0363 107.2 1.58 0.88 24,24
0.0333 02,2 - 1.79 0.79 23,72
0.0307 97.2 1.69 0.69 22.47
0.0285 95.0 1.64 0.64 22.45
0.0200 82.8 1.42 0.42 21,00

€ = Concentracifn
ty= ticrpo del Dextrano
@ tiemo del solvente (apgun destilada)

Tabla 4.9 Melacibn do concentracidn y viscosidades de Dextrano ruestra.

Viscosidad Intrinscca = 16.1¢
Peso Moleculnr = 18,816
Temperatura = 30°C,
K=39.3x10 7

a = 0.61 '
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Flg. 4.6 Griifico de viscosidad de Dextrano problema,
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ANALLSLS DE RESULTADOS.

Obtenciédn micyobioldgica,

Podemos concluir que de ésta parte la obtencifn del Leuconostac mesen
teroides sl se puede realizaor a partir de materia prima nacional wsando --
cafia de az@ear pura el aislamicato de la cepa. El procese toma ticmpo pa-
ra aislar 1a cepa adecuada, porque se utilizan téenicas de prucba y cryor,
pero los resultados conflimmin que cl desarrollo de la téenica utilizada, -
es ¢l mejor camine para obtener oste micreorganisme, ya que si se llevan a
cabo otras técnicas ¢l riesgo Je contaminacién por hongos, levaduras y bac
terias sc incrementa o tal grado que no es controlable.

Prichas de control.

Prucha de precipitacién.  Se pucde deducit que la mayor captidad do -
precipitada sc obticne alrededor de 24-36 hovas, pero las pruchas reque---
riun mucho tiempo para la precipitacidn y habfa variacién del tiempo segln
1a cepa utilizadn. No sc realizd cuantificacién exacta del precipitado, -
por ser puestras Je alicuotas tun pequefiss.

Pruclat de Azlear reductor. Segiin los datos obtenidos el tiempo Gpti-
mo para retivsr la foneentacifn estd entre las 24 y 56 horns poryque  oune-
que 1a fermentacién continda incrementindo el valor tituluble del azficar -
Teductor, ol ticrpo que ogupn el microorginismo cs macho mayor que aquel
ol inicio del proceso, La grdfica { Fig. 4.1 ) muestra la disminucién do
11 gelacibn entre ol tiemo ¥ los pramos de azlicar reductor tituludos.

Prueba Jde pll.  El tiemwo recomendido por slpunos sutores para dar fin
a la fementacién es aquel cuando el pit alcanza ¢l valor de 4.2 - 4.8, la
mestra "AY de nuestra prucba debfa retirarse sproximwdamente catre las 24
y 35 horus de inicisda lu formentacidn; y 1o muestra YB" cntre Ins 24 y 30
horas. Concordando cen lo pensado de Zdhoras como menciona la biblio--
grafia.

Prucbka de Infrarrojo. Sc realiza estaprucba antes de scguir con cl -
procedimiento de purificacién y comprobucibn fisicoquimica del Dextrano pa
ra verificar que nmuestro producto adn que se encuentre <on nlto contenide
de impurezas sca Dextrano. 51 no se cumple el nnnllisis de los picos en --

comparacifn con Dextrane patrbn comercial, entonces ne Se sigue con ol pro
cedimicnto.

Ts



Rendimiento,

Existe mucha pérdida de Pextrano en las filtraciones con tierra de
diatomen, porque antes de filtrar se dejé secar In muestra y se pesd an
tes de redisolver en agua, aunque sc deben retener Impurezas, células -
muertas, etc,; la diferencia en pesos os my grande.

E1 rendimiento mayor de B.86% ¢s relativamcnte bueno de acuerdo a
la pérdida,

Prucha de abser¢ibén de Infrarrojo.

Los" dingramas de infrarrojo de las mucstras fucvon cemparidos con
‘el del patrén y se ehservaron nucha similitud on picos diferentes, nun-
gque tambich existicron diferencias, principalmente ocasionadas por 1la
purificacién dentro del procedimicnto que ne es tan especializada como
1n del Dextrano cencreéial.

Prucha de rotuacidn éptica.

Se comprobd. que la votacidn es hacia la devecha, con Yia prucha rea-
lizada al Dextrano cbtenide en el laberatorio. Lu concentracién de ntweg
tra nuestra de 0.01 grs. en 100mls. cs tan baja, poryue soluciones ruyo-
res eran tan turbias que no se podian realizar as mediciones,

Prucha de viscosidad para determinar Peso Molecular.

Esta pruecbha lleva muchos factores de error «ue no nos praporcionan
datos may corteros. la prueba se realizé con Dextrano comercial y con
Dextrano obtentde en el laboratario, y al deteminar el Peso Molecular
pudimos notar Jdiferencia cntre los I'esos.

. fntre los errores tenemos: cronometrfo, puestra completamente snhie
dra para ser pesadn con valercs renleas e concentracién, la impureza de
la muestra que nos proporciona valores alterados de pesudo, etc.

Este ndtodo requicre de mucha sincronizocibn, de escrupulosas medi--
clones, de alto control en factores ambientales, ctc., para poderse consi
derur como un bucn método para la deteminacién del Peso Molecular de un
corpuesto. :

Si nuestro laboratorio contara con cquipo miis especializado, se po-
drian realizar michas mis pruebas con excelentos rvendimienitos y resulta-
dos.
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CONCLUSIONES

La obtencibn microbiolégica del Dextrane se hizo utilizando unn cepa
aislads a partir de caiin de nsGear con los siguicntes caracter{sticas:

Temperatura de crecimiento de la cepa = 25°C

Medio de cultivo utilizado = Medio de Tarr y llibbere.
pll = 7.0

Tiempo de incubacién antes dJel formentado = 24 horas.
Tiempo fptimo de fermentaclén = 24-36 horns.
Temperaturs de foimentacibn = 25°C

pil £inal Qo formentacién = 4.3 - 4.6

El Dextrano obtenido en nuestro laboratorio presenta los siguicntes
caracterfsticuss . :

Rendimicnto= 8.86%

Rotucifn Gptico =42,4°
Rotacibn espocfflca =+75°
Viscosidad Intrinscca = 16,16
Poso Molecular = 18,816

Curplimos con nuestros objctives planteados en este proyecto, pero qug
da ¢l campo abierto parva investigaciones posteriores para el mejoramiento -
de los métodos copleados.
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APDENDICTE

Formulacién y preparacién e medios de cultivo, prucbus bioquimicas,
¥ suluciones para determinaciones fisicoquimicas de la obtencién microbio

Iugicn de Dextrano.

MEDIO DE CULTIVQ DE TARR & MNIBBERT (8S5)

Sriearosa
l\'zlll'o 4

NaCl
I'eptors

pill 6.8+ 7,2

bisclver los reactives en npua destiluda,

101

0.51
0.5%
0.51

Dojar reposiar 5 min, Calen

tar en mechero husta que todos los reactlvos queden completamente disuel--

tos, ol color camhie a omarillo y quode el medio cristal fno:
hacerlo s6lido so agrega - 15 » 20! de agar.

121°C durante 1 hora.

AGAR MIEIRRO KLIGLER (95)
Peptona

Extracto e carne
Extracte do levadura
Lactosa

Dextrosa

Clomnwo de sodio
Clitrate férrico ambnico
Tlosulfato s&lico

Agar

m;jo de Fenol

Agua destilada

pH final 7.4

S$i se desen
Sc esteriliza en autoclive o

20 grs.

3 grs.

3 grs.

10 grs.

1 gr.

5 prs.
0.5 grs.
0.5 grs.
12 - 15 grs.
0.025 prs.
1 1.

Mezclar y ealentar con agitacifn hasta que sc disuelyan los compohen-

tos.

bistribuir cn tubos para agar inclinmlo y esterilizar a 121°C, 15min.



MDIO INDOL NITRITO (95)
Rigerido pancredtico de casefna 20 prs.

Fesfato distdico 2 grs. .
Dextrosa 1gr,

Apar . 1ar,

Nitrato potdsico 1 gr,

Apua Jdestilada 1 1t.

pH final 7.2

Muadir 2 grs. de agar si se utiliza paro prucbas de motilidad. Calen
tar con agitacién hasta chullicidn. Distribuir en tubos 1llenos hasta la
mitad, Lsterilizar cn outoclve 318 - 121°C, 15 min.

PRUEBA DE CATALASA (959)
Agua oxigenada ol 30% 1 gota,
Colocar lu colonia en un portaobjetos y afadir ¢1 apua oxigenada,

LICULFACCION DE LA GEIATINA (56)
Gelatina nutriente

Ixtracto de res 3 grs.
Peptona 5 grs,
Gelating 120 grs.

Afuidir les ingredientes a 1 1t. de sgun destilada, Calicnte en un ba-
fic doble cubierto, hasta disolver por completo. Despues de vertir on los
recipientes, esterilice en ¢l sutoclave a 0.58 I\'glcmz de presidn durante 20
min.

SACAROSA, ARARINGSA, MANITOL. :
Carbohidrato 10%
Base roje de Fenol 1.5%
Miadir o los ingrediente agua destilada. Disolver por completo. Es-
terilizar en auteclave a 121 °C durante 135 min.

e e i e e e ——




S.I.M. (97)

Peptona - 30 grs,
IExt, de come ) 3 grs.
Hierro poptonado DIFCO 0.2 grs.
Tiosulfate sbdico 0.025 grs.
Agar 3 grs.

pi finol 7.3 T 0.2 a 25 °C.

Resuspender 36 grs. del medio en 1 1t. de agua destilada.

Calentar u cbullicién para disolver por complete. Disponse en tubos,
esterilico 15 min. & 121°C y 15 lbs de p. Dejar solidificor cn posicién -
vertical, )

REACTIVO DI KWAC {96)

Para prucha de Indol.

Para dimetil omino benzaldehido 5 grs.

AMcolol amiYico o butirice 75 mls.

Acjdo clorbidrice (37%) 25 mls.

Disuelva ¢l para dimetil amine benziuldehido en el alcohol callicnte -
suavemente 1o solucin, en un bafio de agun tibin. Una vez disucltos los
ingredientes, agregue el ficido clorhfdrico con cuidado,

COLORACION DE GRAM (SB)

Violeta de genciana ’

Lupol

Alcohol cetona

Safranina

Despues de hacer un {rotis de la colonia o ohservar, se fijn con ca-
lor ¥y se colorea con Violeta 1 min. lavar con agu: corriente} sc agrega
tugol por 1 min. 'y sc¢ lava nuevamcnte; se utillizan unas gotas de alcohol
cctonn parn decolorar, los cuales se retiran inmedictamente con lavado y
por ultimo se coleca Safranina 1 min. y sec lava con agun.  Secar al airve.

SOLUCIONES DE GLUCOSA O DEXTRANO PATRON COMERCIAL

Curbohidrato suflciente para hacer las soluclones con concentracién
conocida, aflsdicende agua destilada, *

o,



SOLUCION SoNILET (99)

La selucibn Soxhlet es wodificacién de la solucién de Fehling, Prepa-
rando vollimenes iguales de a) y b) inmediatamente antes de usary

1) Selucién de Sulfato de Cu = Msolver 34.639 grs de CuSO,- 51,0 en
ogua y diluir a 500 mls. Filtrar. Determinar Cu y ajustar a contener «-
440,8emg. de Cu / 25 mls,

b) Solucidn alcaling de tartrato, Disolver 173 grs. do K¥a tartrato-
] 1120 (Rochelle Sul) y 50 grs. de NuOll en opua ¥y dilule a 500 mls., dejar
reposar 2 dias antes de su uso. 51 la sulucibn no es cristslina hacer fil
tracién a travez deo ashestos, '
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