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PESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo general el optimizar cada uno de los
aspectos técnicos para la implementacién de un proceso para la produccidn

industrial de dextranpas.

Primeramente, se obtuvieron las condiciones mis favorables de operacién para
la sintesis de dextranas obtenidas por via enzimitica. Se siguié el curso
de reaccién para la obtencidén del polimero, sin adicidén de sustrato ni control
de pH para observar 1las ventajas en el control de los pardmetros durante
la sintesis de dicho polimero; comparindolo con aquellas fermentaciones que

si la tenfan.

Las variables que se utilizaron fuercn: el volumen y la temperatura del medio
de reaccidén, la concentracidén de sacarosa, el tipo de extracto de levadura
y el pB parz estudiar su influencie en le productivided de la sintesis de
las dextranas. Las condiciones mis favorables de trabajb en el equipo para
obtener una wmAxiwma productividad de dextranas, dentro de los limites de Peso

Molecular que nos importan por ser de interés farmaceiitico (40000 - 70000)

son:
Temperatura 26°% * 1%
Velocidad de agitacién 300 rpm
Flujo de aire 2000 cm3/min
Concentracién de sacarosa 150 g/1t alimentada

Tipo de extracto de levadura Yestal 400



Se establecieron las condiciones de sintesis y se ¢btuvo un modelo matemitico

para el diseio del gistema de reaccién.

Se disefio el proceso en forma global estableciendo el diagrama de flujo para

la produccién industrial de dicho polimero, incluyendo los equipos necesarios

para tal produccién. La rentabilidad global de este proceso estuvo determina-

da por:
a. Por el tiempo de hidrdlisis para la obtencidn de las fracciones del

polimero de interés clinico, que es el tiempo critico que determina

el minimo para obtener dicha dextrana., Este tiempo fué de 4.5 hrs.
b. Y el nimero de kilogramos producidos por mes para que la utilidad

obtenida por el costo de elaboracidn de los productos fuera la sS&xima.

Dextranas de bajo P.M. 2 486 262 Kgs/mes
Dextranas de alto P.M. 1 836 600 Rgs/mes

c. El rendimiento global de productos de interés farmacéutico fué del

48,92,

Se realizaron diferentes simulaciones del proceso de fermentacién, elaborando
un programa de computadora con el fin de establecer um criterio de escalamien-
to y tener mAs informacién antes de experimentar en el sistema real a escala

industrial. Para tal efecto se realizd una fermentacidén en volumen de 13.5

1ts, con las mismas condiciones de proceso que las de volumen 0.5 1ts, mencio-

nadas anteriormente; obteniéndose un rendimiento de la enzima parecido, 160

contra 170 unidades de dextransacarasa por mililitre.

ii



Se simuld la fermentacidén para comprobar el modelo obtenido en el desarrollo
de este trabajo y compariandolo con los resultados experimentales se obtuvo

un indice de correlacién de 0.716.
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INTRODUCCTION

A pesar del hecho de que los alimentos son requerimientos bisicos del hombre;

la Ingenieria en Alimentos como actividad especifica, es un desarrollo relati-

vamente reciente,

Histéricamente, la Industria de los Alimentos se ha dividido en areas especia-
lizadas; exclusivamente para el manejo, distribucién y conservacién en estado

natural de éstos, o en forma semiprocesada ( enlatado, refrigeracidn, deshidra

tacién ). (27)

Los nuevos desarrollos en 1la Ciencia y 1a Tecnologia de Alimentos se han
adaptado al patrdn ya establecidu como complemento a las formas tradicionales,
situacién que ha frenado 1la influencia del énfasis reciente en principios

y conocimientos bésicos aplicables a Alimeatcs en general. (27)

Muchos de los procesos desarrollados hasta hace 10 afios en el campo de la
Ingenierfa en Alimentos han sido implementados empiricamente y sus productos
finales son ya tradicionales ( productos lActeos, embutidos, mermelzdas,
harinas, pescado y carnes, ahumados, entre otros ). Se tratan de procesos

comple jos que hasta ahora se estén empezando a explicar en términos cientifi-

cos. (&)

El papel que juega la Ingenieria de procesos en el campo de la Ingenieria

en Alimentos, como 1los procesos mAs recientes: enlatado, esterilizacién y
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cungelacidn, se ajustan al anflisis cientifico, por lo que el equipo y condi-
ciones de proceso que se requieren pueden disefiarse con base en principios

de Ingenieria rigurosos. (27)

La premisa fundamental es el conocimiento global que se tenga del proceso
como también del control de sus variables y de la exactitud de sus medicio-

nes.

Por tal motivo es la importancia del control de cualquier proceso; con esto,
es posible digefiar y controlar con mayor eficiencia las operaciones de 1la
Ingenieria en el procesamiento de alimentos, basfndose en el conocimiento
més completo de los cambios que ocurren en los alimentos los cuales son
sometidos a cualquier proceso y de la representacidém adecuada entre las rela-

ciones de los pardmetros que rigen al mismo.

Por lo que esta ambivalencia hace que mientras mAs exicta sea la representa-
cién de los cambios que ocurren y mejor sea el conocimiento de las variables
y sus formas de control, tanto mejor serd la prediccién y extrapolacidn a

condiciones en el estudio de cualquier proceso en el campo de Alimentos,

A pesar de lo anterior, falta mucho todavia para que el papel del Ingeniero
en Alimentos en el procesamiento de éstos, alacance al del Ingeniero Quimico
en la Industria de Proceso. Tal es parte de los objetivos de'este trabajo,
la de darle la importancia a la Ingenieria de Procesos en el procesamiento
de alimentos; implementando en el campo industrial de una manera sistemftica

la investigacién que profudice el conocimiento y el estudio de las variables



Yy su reprerentacién dentro del proceso global para que se tengan elementos

de juicio en cualquier toma de decisién en lo concerniente al micno.

La Industria de Alimentos est4 cambiando cada vez m&s en cuanto a tareas
que le asigna el Ingeniero . Hay que egperar que este cambio también se
refleje en la Investigacidén de areas en la Ingenieria, ya que hasta la fecha
no se le ha dado la debida importancia que tiene la Produccién Industrial
de Alimentos y la implementacién de nuevos procesos con diferentes alternati-—
vas en campos ain no estudiados completamente, tales como la Biotecnologia
¥ la Bioingenieria. Tal debe ser la funcibn social y comercial que tienen

los mismos.

La nueva tecnologia que ha surgido del uso de la fermentacidén a escala indus—
trial y de la Biologia Molecular, tiene implicaciones directas para la produc-

cidén y procesamiento de Alimentos y por ende, para la Ingenierfa en Alimentos.

La produccién de polimeros por sintesis enzimitica es un ejemplo de la interre
lacién entre la Biotecnologfa y 1a Ingenieria en Alimentos; y tomando en
cuenta que la funcidén del Ingeniero en Alimentos debe ser la de la creacidn
de nuevos procesos tecnolégicos y la innovacidén u optimizacién de los ya
establecidos; el proceso de produccidén de Dextranas ofrece perspectivas de

desarrollo sumamente amplias:
a. La aplicacibén comercial de estos polimeros tiene grandes posibilida-
des; debido a las propiedades fisicas tan extremadamente diversas

que hacen posible la aplicacién en diferentes industrias; como 1la
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de alimentos, farmaceGtica, cosmética, aceites y textiles, entre
otras. (38)

b. El control de las variables en el proceso de fermentaclién es complejo
por diferentes razones. La complejidad de este proceso hace que
este trabajo de investigacidén sea una herramjenta para aumentar el
grado de control de lo que ocurre dentro de un Bioreactor.

c. A pesar de la complejidad del control de las variables del proceso,
el objetivo del estudio de este proceso es el de tener el mejor con-—
trol sobre la sintesis y las propiedades fisicas de este polimero.
Esto es posible gracias a que se pueden controlar en forma mas precisa
los factores que intevienen en la reproduccibén y crecimiento de los
microorganismos, y que a sSu vez favorecen la produccién del tipo
de dextranas deseado. Asi miswo, la posibilidad de usar diferentes
microorganismos, ofrece la ventaja de poder obtener polimeros con

propiedades fisicas y quimicas diferentes.

Todos estos factores determinan la importancia del estudio del proceso para

la produccidn Industrial de Dextranas.

Por tanto, para los pfopésicos que pretende cubrir este trabajo de investiga-
cidén, implica que el Ingeniero se involucra en el disefio y la prediccién
de cualquier proceso de fermentacidn, ademis debe de saber resolver problemas
especiales asociados con la complejidad, la sensibilidad y la variabilidad

de su bioproceso; por tanto debe de tener el conocimiento completo del control

de las variables del mismo.
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Es importante el establecimiento del modelo del proceso desde el punto de
vista de control y la prediccién. AdemAs de que la rentabilidad econbmica
del proceso global s8lo se asegura en la medida en que se exija un cierto
grado de optimizacién al conjunto. Y esto sbélo serd posible si se tiene un

buen conocimiento del proceso a estudiar. (5)

También se pretende la adaptacién de otras disciplinas a 1la Ingenieria.
Como en el caso de este trabajo, las perspectivas que abre la aplicacibn
de la informidtica para el manejo de variables miiltiples y el procesamiento
de datos complejos que permitirén el progreso en el campo del monitoreo y
prediccién; adembs, consecuentemente las pruebas exhaustivas de modelos y

prototipos por simulacibén computarizada.

El objetivo primordial de este trabajo es poder representar una base de cono—
cimientos en donde se tenga informacidén especifica de las relaciones y los
hechos involucrados en el dominic del proceso de produccién industrial de
Dextranas; de una manera adecuada, de tal forma, que después puedan ser utili-
zados sin ambiguedades o pérdidas de informacién. Para ello existen diversas

formas de representar el conocimiento de manera sistemitica y bien definida.

Fl presente trabajo estd dividido en tres partes:

La primera parte comprende el capitulo I, en donde se estudia principalmente
los aspectos bisicos necesarios para la conceptualizacidn del modelado y
la simulacibén de procesos. Ademéis también comprende una visién general de

los procesos de fermentacibén, que incluyen los antecedentes histbéricos de
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las dextranas y los trabajos de investigacién realizados hasta la fecha en
la sintesis de dicho polimero; discutiendo los aspectos méAs importantes que
definen las caracteristicas del sistema sobre el cual se caracterizd el proce-
so. Se discuten ademfs los aspectos involucrados en la rentabilidad del

proceso, para su implementacidén industrial.

En la segunda parte se presenta la obtencidén del polimero en el laboratorio
y el anilisis de resultados; tanto en la obtencién del modelo, como en la
caracterizacidén del proceso en forma global, la simulacién del proceso compa-
radndolo con los resultados experimentales obtenidos; asi{ como la rentabilidad
del proceso y los criterios tomados para la implementacién de la produccidn

industrial de dicho polfmero.

La tercera parte y tltima, comprende la discusidén y el anAlisis de los resulta
dos experimentales obtenidos y la evaluacién de 1las conclusiones de este

trabajo, asi como las perspectivas a futuro del mismo.



General.

OBJETIVOS

Implementar un proceso para la obtencidn industrial de dextranas; optimizando

las condiciones de operacidén para su sintesis, asi como la rentabilidad global

de dicho proceso.

Particulares.

1.

2.

4

Optimizar las condiciones de fermentaciém y produccidén enzimitica
de las dextranas.

Estudiar lag condiciones de sintesis de dextranas, con el objeto
de obtener un modelo para el diseio del sistema de reacciédn.

Optimizar la produccién de dextrana de orden clinico a nivel laborato-
rio por medio de hidrblisis acida.

Establecer una técnica analitica para el andlisis y cuantificacidn
de dicha dextrana.

Disefiar el proceso en forma global con base en los datos obtenidos.
Desarollar un control eficiente del proceso de produccién de dextranas
a los pardmetros que determinan su Optima obtencidn.

Establecer los criterios necesarios para la definicién de las condicio
nes del proceso a escala Piloto e Industrial.

Establecer con la simulacidn de este procesc una “prueba de preven-
cién"” para comprobar nuevas normas y reglas de decisién con el fin
de manejarlo, antes de que se corra el riesgo al experimentar en

el sistema real a escala industrial.



CAPITULO X

GENERALIDADES

1.1. ANTECEDENTES TEORICOS

Los antecedentes tebricos comprenden dos partes el Modelado y 1# Simulai:i&-l

de procesos, la primera se describe a continuacidn.

1.1.1. Modelado
a. Importancia del establecimiento de modelos.

La rentabilidad econdémica de cualquier proceso en forma global sblo se asegura
rd en la medida en que se exija un cierto grado de optimizaciém al conjunto.
Esto sblo seri posible si se tiene un muy buen conocimiento del proceso a

controlar. (5)

Los modelo matemiticos soniitiles en investigacién y desarrollo para determinar
por ejemplo, los mecanismos de la cinética quimica, los pardmetros de laborato
rio o de planta piloto, o para explorar los efectos de condiciones de opera-

cién diferentes para estudios de optimizacién, etc.

Este tipo de modelos son también fGtiles en el disefio, para calcular el tamaiio
y arreglo del equipo de procesamiento para mejorar la dindmica, estudiar
las interacciones de varias partes del proceso, evaluar estrategias de con-

trol, simular arranques, paros, situaciones de emergencia, entre otras.



Los modelos matemiticos sgon itiles también para resolver problemas de control
y de procesamiento, ayudar en el entrenamiento del operador, estudiar los

efectos y requisitos de proyectos de expansién.

Es normalmente mAs barato, seguro y rApido conducir los estudios anteriores

sobre un modelo matemitico que sobre una unidad de operacién.

b. Aspectos basicos.

Un modelo es una representacién de un objeto, sistema o idea en alguna forma
diferente a la entidad misma. Su propdsito es usualmente ayudar a explicar
entender o mejorar un sistema.

Puede definirse entonces un modelo como una representacidén-: cuantitativa o
cualitativa de un sistema. Esta representacién debe mostrar las relaciones

entre los diversos factores que sean relevantes para el andlisis.

Desde el punto de vista cientifico, un modelo es un medio que se wsa para
generar conocimientos. Este método es la aplicacidén de la idea de observar
al mundo y procesar esta informacién por medio de la mente humana con el
objeto de extraer informacidn de los datos de los experimentos realizados.
Las observaciones se recogen en forma de frases de algin lenguaje elegido

para ello.

La construccidédn de modelos es una de las tareas esenciales de la labor cienti-



fica y tecnolégica. De hecho, se dice que toda la ciencia no es sino 1la

elaboracién de un modelo de la naturaleza.

los modelos se refieren a los fenbmenos, es decir, los cambios espacio-tempo-—
rales que sufren algunos atributos de interés para el investigador. En estos
modelos se tienen entidades tales como espacio, tiempo y atributos, asi como
distribuciones espaciales de estos f{iltimos en un instante dado, llamadas

perfiles y variaciones temporales en estos perfiles.

Como se dijo, un modelo es un relato acerca del fendémeno de interés. E1
relato consiste en frases, que se relacionan para formar razonamientos.
Todo esto requiere de un lenguaje del que formen parte dichas frases y com
el que se pueden expresar los razonamientos. Con éste lengnaje se debe
poder construir frases sin a.nbig\'iedad y construir razopamientos con facilidad;

estas dos propiedades constituyen su sintaxis.

Se ha mostrado que un lenguaje muy apropiado para la descripcién de modelos,

depcuerdo a las caracteristicas mencionadas, es la matemftica.

c.Ventajas del Modelado

El modelado es de importancia en la ingenieria, porque permite estudiar el
comportamiento de un sistema bajo diversas condiciones de operacibén, sin
necesidad de construir el sistema y someterlo a las condiciones de operacién

real.



En ocasiones, se aplica la metodologia del wodelado al estudio de sistemas
reales ya existentes, con el objeto de determinar cual sger§ el futuro estado
del sigtema. Un ejemplo de esta aplicacibén es el emplec de modelos en la
prediccién de la actividad econdmica de un pais. En otras ocasiones estos
modelos se emplean para disefiar politicas de control de la actividad econbmi-
ca. En el primer casc resulta clara la necesidad del empleo de un modelo
y en el segundo es demasiado costoso y peligroso experimentar con politicas

de control sobre el sistema real.
También se emplean los modelos en el proceso de disefo. En estos casos,
la construccién de prototipos para las diversas alternativas de disefio combinan

do los procesos de modelacién y gsimulaciédn.

d. Objetivos y funciones de los modelos

5|

modelpdo, es decir, la construccién de modelos, es una metodologia experi-

mental y aplicada que tiene como objetivos:

i) describir el comportemiento de los sistemas,
ii) coastruir teorfes o hipétesis que ayuden a la comprensién del comporta
miento observado

iii) usar estas teorfas para describir comportamientos futuros

Se reconccen algunos usos comunes de los modelos:

i) como ayuda para pensar



ii) como ayuda para comunicarse
iii) como una herramienta de prediccidn

iv) como una ayuda para experimentacién

Un modelo puede servir para dos propésitos fundsmentales: uno descriptivo,
para explicar o entender; y otro descriptivo, para predecir o duplicar 1las

caracteristicas de un comportamiento dado.

Resumiendo, debe notarse, en estosejemplos, que la representacién del prototi-
po, es decir, el modelo, cambia de acuerdo con la finalidad a la que se desti-
nen, Entre las finalidades fundamentales que se persiguen al establecer

un modelo pueden citarse:

i) Describir el sistema y sus componentes
ii) Describir el comportamiento del sistema ante diferentes estimulos
iii) Visualizar aspectos de confiabilidad
iv) Evaluar costos y eficiencias

v) Visualizar tiempo y movimientos

l.1.2. Simulacién de Procesos

a. Modelado y Simulacidn

Los aspectos mas importantes del modelado de sistemas se estudiaron en el

punto anterior. Hay que recordar que la utilidad de un modelo para el inves-



tigador consiste en la capacidad del modelo para representar el funcionamiento
del sistema bajo las condiciones de las operaciones que se esperan en la

realidad.

Un modelo formal, se emplea para predecir que va a suceder con determinadas
variables en el futuro y bajo condiciones externas al sistema, diferentes

a las que se han presentado hasta la fecha.

En cualquiera de los casos es necesario someter el modelo a acciones exterio-
res, es decir, hay que variar el valor de las variables exégenas al modelo.
Esta simulacidén de los cambios de las variables exdgenas, constituye el tema

de este capitulo.

Puede decirse que la simulacién es la operacidén del modelo, que se realiza
con el fin de obtener informacidn sobre el comportamiento del sistema, bajo

las condicicnes exteriores que se espera entre el prototipo. (59)

En resumen, puede decirse que 1la simulacibén consiste en operar el modelo
de sistema durante un determinado tiempo, en forma andloga a como operaria
el prototipo.

b. Definicién de la Simulacién

La simulacién se define como una técnica numérica empleada para realizar

experimentos con ciertos tipos de modelos matemAticos que describen el compor-

-6 -



tamiento de un sistema complejo, en una computadora digital y durante peribédos
prolongados. El punto inicial de cualquier experimento de simulacibén en
computadoras es un modelo del sistema que se va a simular; es decir, se supone
que ya se ha formulado el modelo y que sus paradmetros se definieron también.
La principal diferencia entre un experimento de simulacién y uno "real” es
que, en primer caso, el experimento se lleva a cabo con un modelo del sistema
real en lugar de hacerlo con el sistema propiamente dicho. (59)

c. El porque de la simulacién

Para entender las razones que legitiman la simulacién en computadoras como
medio de an8lisis para modelos de sistemas econdmicos 7 de ingenieria se
debe sehfalar una similitud obvia, pero muy importante, entre la simulacidn
en cowmputadora y varias técnicas analiticas normsles tales comc el céalculo
diferencial, la programacidén matematica y el calculo de variaciones. En
general, la razdn principal para usar cualquiera de estos medios de andlisis,
es la biisqueda de conocimientos cientificos relacionados con el comportamiento
de un sistema dado. Cuando se aplica a sistemas, el método cientifico sigue
el procedimiento conocido de cuatro etapas: 1) la observacidén de sistemas,
2) la formulacién de un modelo matemdtico que trate de explicar las observa-—
ciones del sistema, 3) la prediccién del comportamiento del sistema tomando
como base el modelo, utilizando deducciones matemiticas o légicas, es decir,
mediante la obtenciédn de soluciones al modelo y 4) la realizacién de experi-

mentos para comprobar la validez de dicho modelo. (57)



La simulacidén en computadoras se convierte en un medio esencial para analizar
sistemas cuando no se puede llevar a cabo uno o mAs de los cuatro pasos del
método cientifico. En otras palabras, la simulacién puede hacer que sea
posible realizar un tipo de cuasi experimento con sistemas de dificil realiza-

cién y/o experimentacién. (25)

Para estudiar primero la etapa de observacidén del método cientifico, con
frecuencia sera imposible o extremadamente costoso, observar el comportamiento
real del sistema estudiado. Por ejemplo, es posible que un proceso no cuente

con ciertos datos histdricos.

Sin embargo se cuenta con la suficiente informacién para formular una hipbdte-
sis "significativa" respecto a las distribuciones de probabilidad de algunas
de estas varipbles con respecto al tiempo o sobre los calculos de sus tenden—
cias con respecto al tiempo. En este caso, se puede utilizar una computadora
para generar datos (pseudobservaciones) para el sistema de que se trate,
basidndose en las distribuciones de probabilidad supuestas o sus tendencias
con respecto al tiempo. El investigador puede utilizar las pseudobservaciones
para formular, manipular y probar modelos que describan el comportamiento
del siétema como un todo. Esto es, simplemente se sustituyen los datos genera

les con la computadora en lugar de las observaciones reales del sistema.

Para estar seguros, en el segundo paso del método cientifico, se buscaré
evitar por completo la formulacién de modelos matemAticos que describan el

comportamientoc de un sistema complejo, baséndose exclusivamente en datos



simulados. Lo chatcute, sz puede atribuir une meycr seguridad a los modeics
que se formularon con la ayuda de los datos recabados en observaciones cientfi-
ficas, complementadas por los datos simulados (en caso de carecer de éstos),
a condicién de que el modelo se someta a una comprobécién estadistica exten—

siva en el cuarto paso del método cientifico.

Con todo, el tercer paso de este método es el que proporciona la mayoria
de las razones para utilizar la simulacién en computadora como un medio de
andlisis. Aunque se puede formular un modelo matemitico para describir un
sistema que funcione en condiciones de incertidumbre, quizd mo sea posible

-obtener una solucidén al modelo utilizando las técnicas analitricas <comunes. 3

los modelos de computadoras pueden hacerse tan complejos y tan realistas
como lo permitan las teorias, ya que son innecesarias las soluciones anali;i-
cas de ellos. Se a cual fuere el grado de complejidad que tenga la formula—
cidn del modelo, las ténicas de simulacidén permiten encontrar sus consecuen—
cias., Por tanto, las teorias se pueden vaciar en un modelo preciso sin distor
sionar el significado encerrado en las teorias y se pueden determinar las

descripciones del mundo que implican dichas teorias. (22)

Por {ltimo, puede ser imposible o muy costoso realizar experimentos para
comprobar la validez de los modelos matemAticos que describen el comportamien—
to de un sistema. Evidentemente, este problema es sdlo un reflejo del primero
que se vid relacionado con la aplicacibén del método cientifico. En ambos

casos no hay datos suficientes. En el primero, los datos disponibles para



formnwlar hipotesis sobre el sistema eran insuficiences. Sin embargo, en
el cuarto paso del método cientifico, el problema consiste en obtener datos

numéricos para verificar el modelo matemAtigeo y sus soluciones.

En otras palabras, 1la simulacién proporciona un medio para descubrir 1los
efectos de las reglas de decisibén alternativas sobre el comportamiento de
cualquier evento de los limites de un experimento de laboratorio minuciosamen-
te comprobado. Por supuesto, se puede arg{iir que se puede hacer lo mismo
con técnicas analiticas mis tradicionales; pero con la simulacibén en computado
ra se puede experimentar con mAs variables, mis reglas de decisién, con mode—
los mAs complejos y modelos que sean muy similares al comportamiento real,

todo esto se puede hacer a velocidades que hasta ahora mno se habian alcanzado.

Aunque la razén principal para escoger la simulacidén en computadoras puede
ser su capacidad para contrarestar las dificultades antes mencionadas en
la aplicacién del método cientifico, existen otras que justifican el uso
de la simulacidén. Es evidente que la mayoria de estas razones no se relacio—

nan «con la exposicidén anterior; pero de ninguna manera se excluyen mutuamente.

d. Objetivos en la simulacién de sistemas y procesos (56)

i) La simulacidn permite el estudio y la experimentacién con instalacio—
nes internas complejas de un sistema dado, ya sea que se trate de

una compafifa, una industria, un sistema econémico o cualquier subsiste

ma de éatas.
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ii)

i41)

iv)

v)

vi)

viii)

Mediante la simulacién se puede estudiar los efectos de ciertos cam-
bias de informacidn, organizacién y ambientales en el funcionamiento
de un sistema, haciendo alteraciones en el modelo de dicho sistema
y observando los efectos que los cambios tienen en su comportamiento.
La observacién minuciosa del sistema simulado puede llevar a una
mejor comprensidn de dicho sistema y a hacer sugerencias que lo perfec
cionen y que de otra manera no se podria obtener.

La simulacibén se puede emplear como dispositivo pedagbgico para pro-
porcionar a estudiantes y practicantes habilidades baAsicas en anilisis
tebricos, estadisticos y toma de decisiones.

La experiencia en el disefio de un modelo de simulacidén en computadora
puede ser mAs valiosa que la simulacidn propiamente dicha. Los conoci-
mientos obtenidos al disefiar un estudio de simulacibén sugieren a
menudo cambios en el sistema simulado. Los efectos de estos cambios
se pueden comprobar después mediante la simulacién, antes de aplicar-
los al sistema real.

La simulacién de sistemas complejos puede ayudar a incrementar 1los
conocimientos sobre que variables son mis importantes que otras dentro
del sistema y su forma de interaccién.

La simulacibén se puede utilizar para experimentar con situaciones
nuevas sobre las que se tengan pocos datos o ninguno a fin de estar
preparados para lo que pueda suceder.

La simulacidn puede servir como una "prueba de prevencién" para compro
bar nuevas normas y reglas de decisién con el fin de manejar un siste-

ma, antes de que se corra el riesgo al experimentar en el sistema

real.



ix)

x)

Para ciertos tipos de problemas estocisticos, la secuencia de los
suscesos puede ser de vital importancia. Es posible que la informa-
cién sobre los valores y los momentos esperados no sea suficiente
para describir el proceso. En estos casos los métodos de Monte Carlo
pueden constituir 1a (nica forma satisfactoria de proporcionar la
informacién requerida. {25}

Es posible efectuar simulaciones tipo Monte Carlo para verificar'

las soluciones analiticas.(25)
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1.2. ANTECEDENTES HISTORICOS

1.2.1. Polimeros e Hidrocoloides

Existe una clase de compuestos importantes comercial e industrialmente, llama-
dos genéricamente gomas, que al disclverse o dispersarse en agua producen
un efecto espesante y en algunos casos gelificante. En general estos compues—
tos son polimeros de carbohidratos y por lo tanto estédn formados por cadenas

largas de alto peso molecular. (37)

Se han desarrollado un gran nimero de aplicaciones industriales para polimeros
tradicionalmente extraidos de tejidos vegetales; semillas, frutos, A&rboles,

algas y tejidos animales.

Las propiedades fisicas tan extremadamente diversas de los polimeros de carbo-
hidratos han sido aprovechadas en las industrias de alimentos, farmacéutica,

cosméticos, aceites y textiles entre otras. (37)

Los polimeros naturales han demostrado ser Gtiles en las distintas industrias
donde tienmen aplicacién. Sin embargo, su extraccidén a partir de fuentes

naturales ha presentado varios problemas, de entre los cuales destacan: (20)
1. Diferencias en la estructura de los polimeros obtenidos de una misma

fuente debido a cambios en el proceso de su biosintesis dentro del

vegetal, y degradacién quimica durante su extraccién y procesamiento.
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2. Variabilidad en las fuentes de suministro debido a condiciones de

clima v factores econdmicos.

3. Dificil control en las propiedades fisicas de los polimeros, lo cual
provoca, que por ejemplo su habilidad para formar geles y dilatarse

no sea reproducible atn bajo las mismas condiciones.

Para climinar estas desventajas se ha recurride a la produccidédn de polimeros
de carbohidratos por sintesis quimica. Esta fuente alternativa ha demostrado
tener éxito ya que se han evitado los problemas inherentes al control constan-
te de suministros, consistencia de propiedades y control en las propiedades

fisicas para un polimero deseado. (2)

Sin embargo, la gran limitante en este terreno ha sido la produccién de polime
ros potencialmente tdxicos y en algunos casos comprobadamente nocivos para

la salud del ser humano. (3)

Existe entonces otra alternativa; la produccién de polimeros de carbohidratos

por fermentacién microbiana.

Esta alternativa no es de ningiin modo nueva, data de veinticinco afios y ha
tenido éxito debido a que ofrece una via mAs controlable. Aunque esta via
no esté tan bien definida como la de una sintesis puramente quimica, es supe-

rior a la extraccién de polimeros a partir de fuentes vegetales y animales

ya que se puede tener un mejor control sobre la sintesis y las propiedades
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fisicas del polimero. (2)

Esto 0(ltimo es posible gracias a que se pueden controlar en fol_ljg'x? més precisa
los factores que interviencm en la reproduccién y crecimieato dé los microorga
nismos, y que a su vez favorecen la produccién del polimero deseado; Asimismo,
la posibilidad de usar diferentes microorganismos ofrece la ventaja de poder

obtener polimeros con propiedades fisicas y quimicas diferentes.

A pesar de tener mis de veinticinco afios de existencia, la industria de produc
cién de polimeros por fermentacién tiene amplias perspectivas de produccién

y mercado para nuevos polimeros.
1.2.2, Dextranas. Origen e Historia

El origen de las Dextranas se remonta al siglo pasado cuando aparecieron

como compuestos contaminantes en la industria de la caiia de aziicar.

Debido a la alta viscosidad del jugo contaminrado se presentaban problemas
de obstruccidén de las tuberias y equipo de filtracidén durante el proceso.
Asimismo, la cristalizacién del azficar se obstaculizaba debido a la preseancia

de estos polimeros. (38)
Hasta ese momento nadie habia imaginado que su presencia fuera causada por

la invasién de microorganismos en el jugo de caiia, y mucho menos se sabia

qué tipos de éstos eran los responsables de tales problemas.
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Fué hasta 1847 cuando Karl Scheibler (24), 1les asignd a é&stos polimeros la
£6rmula empirica (C6H1005)n y les ilambé "Dextranas" dobido a su similitud cea
el almidén y las dextrinas. Un poco después en 1878, Ph. Van Tieghem
descubrid que ciertas bacterias del género Leuconostoc eran las responsables
de la formacidén de Dextranas en el jugo de cafia, y fué el primero en afirmar
que la sacarosa presente en el jugo era el punto de partida para la formacién

del polimero.

En 1930 G.J. Hucker y C.S. Pederson(24), clasificaron en Familia, Tribu,
Género, y Especie a los -microorganismos responsables de la produccién de
Dextranas. Las principales bacterias productoras de este polimero pertenecen
a la Fawmilia:; Lactobacilacease, Tribu; Streptococceae, Género; Leuconostoc,

Especies; mesenteroides y destranicum.

Mucho tiempo después, se demostrd que existen mas de noventa y seis cepas
disrintes de mocroorganismos capaces de producir Dextranas {(Jeanes et.
al).(38) Eatre las bacterias que producen estos polimeros estan: Leuconostoc
mesenteroides (més de setenta cepas distintas), Leuconostoc destranicum,

Betabacterium vermiforme, Streptococcus viridams y Streptococcus bovis.

Es obvio que las propiedades estructurales y las condiciones de cultivo varian

de un microorganismo a otro cubriendo un amplio rango de variacién,(3)

No obstante esto todas las Dextranas tienen una propiedad comiin; todas son
homopolimeros de glucosa y en casi todas ellas el enlace predominante entre

monémeros es del tipo 1-6 glucosidico.(34)
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Las diferencias bAsicas entre polimeros se refieren a su soclubilidad en agua
y a la proporciém que existe entre el enlace glucosidico @ 1-6 con respecto
a otros tipos de enlaces glucosidicos; o 1-3 y & 1-4 principalmente, que

también pueden estar presentes en la cadena del polimero.

Entre 1937 y 1940 se hicieron los primeros estudios sobre la sintesis de
Dextranas a nivel laboratorio. Fué entonces que se descubrid que estos polime-

ros podian usarse como substitutos del plasma sanguineo. {(13)

Aupque inicialmente cada pais utilizd microorganismos diferentes, al inicio

de 1952 précticamente todas las empresas utilizaban la bacteria Leuconostoc

mesenteroides NRRL-B512 utilizada por los Estados Unidos. (67)

1.2.3. Aplicacién y usos de las Dextranas

Debido al gran namero de aplicaciones que se han encontrade y mcdificaciones

que se les han hecho, las dextranas se convierten en el polisacdrido mas

estudiado hasta la fecha.

Con respecto al peso molecular, las dextranas se dividen en:

a. Nativas o naturales

b. Fraccionadas

Las primeras son producidas normalmente por fermentacién o sfintesis enzimAtica
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y no han sufrido alrteraciém por hidr&lisis o fraccicaamiznto. El peso molecu-

lar promedio de la dextrana nativa de la cepa NRRL-B512F es de 30 a 50 millo-

nes, determinado por métodos de dispersidén de luz.

Las fraccionadas resultan
nativa, También se pueden

de la sintesis directa con

A continuacidén se enlistan

de la hidrdlisis o fraccionamiento de la dextrana
obtener dextranas de bajo peso molecular a través

aceptores.,

algunos usos:

a. De la Dextrana Nativa

En alimentos:

~Estabilizador y espesante en jarabes

~Concentrados de jugos citricos

~Procesamiento de frutas

~Conservacidén de camarones

-Preservacién de alimentos {pelicula protectora)

~Como conservador (en combinacién con antibidticos)

—Composicidon de helados

tT0S usos:

—Agentes de sedimentacién

Preparacién de lociones

~Purificacién de sosa

—Preparacién de dentrificos

-Fabricacién de compuestos para recubrimiento

-Preparacién de filamentos especiales
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~Fabricacién de l4pices de labios

b. De las Dextranas Fraccionadas
~Sustituto o expansor del volimen del plasma sanguineo
~Mejorador del flujo sanguineo
~Complejo hierro-dextrana
~Dextran-hemoglobina

~Dextran-sulfato con anticoagulante -

c. Otros
Dextranas activadas:
.Oxidacién o polialdehido-dextrana con periocdatos
: «.Preparacién de azica-dextrana
.Activacién por cianatos orginicos a imido carbonato de dextrana

.Preparacién de bromo-hidroxi-dextrana via bromo propil epéxido

Las dextranas de peso molecular 70,000 fue introducido hace 35 afios como
sustituto de plasma sanguineo porque en solucidén salina isotdnica al 6% p/v
provee viscosidad, propiedades coloi.dales y osmbdticas equivalentes a las
caracteristicas de las proteinas del plasma. Esta dextrana se excreta répida-
mente via urinaria sin provocar reacciones colaterales. Asimismo sucede con

el de 40,000 que se utiliza como mejorador del flujo sanguineo.(23)

En 1954, utilizando dextrana, se produjo la primera solucidn estable de hierro
(Fe) que podia ser administrada via intramuscular en caso de anemia. El comple

jo Fe-dextrana conteniendo 20%Z p/v de hierro se ha difundido comercialmente
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tanto en el ramo clinico humano como en la medicina veterinaria. Se ha estudia
do la posibilidad de aplicar soluciones de hemoglobina con dextrana para

abarcar el doble papel de expansidén plasmAtica y transporte de oxigeno.(15)

Por otro lado, las dextranas activadas pueden ser acopladas con proteinas
y enzimas. Recientemente muchos trabajos se han destinado a la inmovilizacidn
de enzimas a soportes de polisacéridos insolubles y a la preservacién de

enzimas por conjugacién con dextranas. (15)
Dentro de la industria fotografica se ha experimentado en las peliculas de

rayos X asi como en otras emulsiones fotograficas el uso de dextranas y se

ha observado que economiza Ag' sin pérdida en la finura del grano. (24)
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1.3. ANTECEDENTES TECNICOS
1.3.1. Fuentes de obtencibn de las Dextranas

a. Sintesis enzimitica de las Dextranas
La sintesis de las Dextranas se lleva a cabo a través de la accibén de una
enzima llamada genéricamente Dextransacarasa, sobx;e el disacArido sacarosa.
Dicha enzima se encuentra en el medio de fermentacidn disociada de las bacte—
rias en crecimiento. De hecho a través del crecimiento bscteriano se obtiene

la enzima como producto de la fermentacién. (3)

Para la produccién de Dextranas se puede recurrir a varios métodos: (2,3)
1. Produccidn del polimero conjuntamente con la enzima durante el creci-
miento del microorganismo.
2. Produccién de la enzima y posterior produccidn del polimero en presen-—
cia del microorganismo.
3. Produccién de la enzima, separacidén del microorganismo y produccién
posterior del polfmero en el medio fluido donde originalmente se

produjo la enzima.

El primer método fue el primero en usarse para producir el polimerc y era
el método convencional. Sin embargo, tiene varias desventajas ya que el creci-
miento de las bacterias, la produccién de la enzima y la sintesis del polimero
se llevan a cabo bajo un mismo tipo de condiciones del medio de fermentacidn.

Puesto que las condiciones cambian durante el curso de la misma, son sb6lo
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transitoriamente 6ptimaes para cuvalquiera de las tres etapas.

El segundo método permite la produccidén del polimero bajo condiciones de

mayor control que el anterior y es industrialmente factible.

El tercer método es el mas conveniente ya que permite obtener un polimero
mAs puro y con caracteristicas mAs controladas debido a que, previo a su

produccién, puede purificarsez y concentrarse la enzima.

Se ha obtenido una gran cantidad de dextranas sintetizadas por bacterias

de los géneros Streptococcus, Streptobacterium iteroides y dextranicum,

tribu Streptococcese, familia Lactobacillaceae. Las dextranas pueden diferen-

ciarse de los diferentes tipos de enlaces do{(l = 6), a(l—r 2), K1-+3) y
da(1l ~»4), asi como por rotacidn especifica, viscosidad intrinseca, solubili-
dad en agua y naturaleza del producto sdlido, principalmente. En la Tabla
1.1 se mucstra la composicidn de las dextranas de los diversos miclr:oorganismos

capaces de sintetizarlas. (23)

Industrialmente se ha trabajado con varias cepas de Leuconostoc mesenteroides

y en particular con la NRRL~B512F por su capacidad de producir dextrana conte—

niendo 95%Z de enlaces OG(1—» 6) y sdlo 5% de enlaces de ramificacibén

a1 -» 3).(23)

b. Fermentaciones y caracteristicas del medio-de cultiveo para la produc-

cién enzimAtica
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% de residuos glucopiranbsidos

isomaltosa maltosa nigerosa Kojibiosa

Microorganismo a{l +6) a(l+4) o(l+3) a(l-+ 2)
Leuconostoc

mesenteroides

NRRL-B-512 95 - S -

NRRL-B-742S 64 8 28 -

NRRL-B-1299L 49 - 19 32
Streptococcus

mutants : .

OMZ 176 16 - ; 84 ’ -

Ingbritt A o 37Us s i 6205 -
Streptococcus

sanguis : . S

804 - s2 - 48 -

Complejo Tibi a0 1.5 8.5 -

Tabla 1.1 Composicibn de las dextranas producidas por diferentes
microorganismos
Lbpez, 1979 (48)
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Tsuchiya (70)descubridé los efectos de ciertos factores em el medio de cultivo

sobre la produccién de dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides. En prime-

ra instancia confirmbd que la sacarosa es esencial para la produccidn enzimfti-
ca. El organismo puede crecer en glucosa, fructuosa o maltosa contenidos
en el medio, pero sin induccién de la dextransacasrosa. Encontrdé también que
al ipecrementar los niveles de sacarosa progresivamente de 0.5Z a 5% incrementa
ba el rendimiento de 1la enzima, pero que a conceatraciones mayores al 2%
en sacarosa las soluciones se tornaban muy viscosas dificultando la separacibn
de las células, debido a que la enzima una vez en el medio y en presencia

de sacarosa, iniciaba la produccidn de dextrana.

El medio de cultivo usado le permitid obtener rendimientos adecuados de dextra
na con 0.25% de sbélidos de remojo del maiz como medio dé-cultivo; sin embargo,
al aumentarse este porcentaje al 2Z, obtuvo progresivamente niveles mis eleva-
dos de enzima, solo si la concentracidén de fosfato aumentaba paralelamente.
En el estudio del efecto del pH sobre la produccidén enzimAtica econtrd que
el mAximo rendimiento se logra a pH 6.7 como se muestra en la Grafica 1.1
a pesar de que = este pH la enzima es inactivada ripidamente a 25°C. Los iones
NHZ reducen el porcentaje de dextransacarasa, prefiriéndose NaOH para contro-
lar el pH. Dentro del intervalo de temperatura 20—29°C. el méximo rendimiento
enzimhtico se encontrb a 23°C. Las concentraciones de enzima fueron 40 y
70 UDS/ml (UDS = unidades dexttansacarasaf. Hasta hace poco estas condiciones
se consideraban como las 6ptimas para la produccién de la dextransacarasa,
sin embargo, los trabajos realizados por Schneider (32) y por Lépez y Monsén

(49) resultaron en niveles mAs elevados de dextransacarosa. En fermentaciones

»
Véase seccidn 1.3.2 inciso k.
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a gran escala basadas en el métrodo que lleva su nombre, Scheneider(32) alcanzb
a nivel laboratorio, un rendimiento de 300 UDS/ml, Lbpez y Monsan (49) reporta-

ron 180 UDS/ml,

Las elevadas concentraciones de dextransacarasa se obtuvieron gracias a la
cuidadosa optimizacidén de las condiciones del procesc y en particular el
control de los niveles de sacarosa durante la fermentacidn., Dichas concentra-
ciones se mantuvieron alrededor de 0.5%Z-1.0%Z por adicibn continua de sacarosa
particularmente durante la fase del crecimiento activo donde sucede la induc-
cidn ¥y consecuente produccién enzimAtica.

1.3.2 Optimizaci6n del proceso de sintesis

A continuacidn se describen los factores que resultan relevantes para dicha
optimizacidn del proceso:
a. El microorganismo

Leuconostoc mesenteroides (NRRL-B512F) forma parte de la familia

Streptococcaceae, género Leuconostoc, son bacterias de forma esférica o lenti-
cular de 0.5-0.7 por 0.7-1.2 pm. Es Gram positivo, anaerobio facultativo,
no es mbvil ni forma esporas. No es patogénico, es quimoorganbtrofo que requie
re de un medio rico. Necesita de factores de crecimiento como lo som el
acido nicotinico, 1la tiamina, el 4acido pantoténicc y la biotina, junto con

los aminocAcidos valina y &cido glutémico. (38)

El crecimiento depende de un carbohidrato apropiado que es fermentado por
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por la via hexosa monofosfato dando &cido lactico €O, y etanol. También tiene
luger un metabolismo aerobio oxidativo produciendo CO;, Acidos lactico y
acético. El crecimiento y la consecuente produccidén de biomasa puede ser
medida por densidad Sptica a 600 nm. La méxima cantidad de biomasa es relativa
mente baja (9 g/1) (Alsop). (2)

b. pH del medio de fermentacibn

Para establecer las condiciones éptimas de un pH en la produccidén de la enzima
es necesario conocer la influencia del pH en la produccidn, actividad y estabi
lidad enzimAtica. Koepsell(44) encontrd que el pH bptimo para la produccidn
enzimtica es de 6.5~7.0, para la actividad y estabilidad, 5.0-5.2, ademis

es relativamente inestable a 6.7.

La enzima cruda o purifica;.'la adicionada de dextranas es mucho mis estable
que la enzima in sustrato. Esta enzima cruda puede ser almacenada por varios
meses en un refrigerador sin pérdida significativa de actividad a pH 5, pero
la enzima pura perderd el 80Z de su actividad en unos dias bajo las mismas

condiciones.
La influencia del pH sobre l1la actividad enzimAtica determinada por Alsop
(2) se compara con los resultados obtenidos por Kaboli(40) como se muestra

en la grafica 1.2,

c. Temperatura
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La regulacién de ia Semperstuva durante ia feromentaciédn es también un paréme—
tro critico e independiente del pH, Roepsell (43) menciond un pH Sptimo igual
a 6.7 para la produccidén enzimAtica, sin embargo, solo puede ser aplicado
a una temperatura de 23°C. Bergey(10) reporta que la formacién de dextrana.
a partir de sacarosa es favorecida a una temperatura de 20-25°C. El valor
éptimo para el crecimiento es de 30°C (3), sin embargo, resulta demasiado
alto para una mAxima produccién enzimitica. En la Gréfica 1.3 se representan

las diferentes producciones obtenidas por Alsop(3) a 19, 23 y 27°C.

d. Aireacidn

Seglin Alsop(2), en el medio de cultivo del proceso de fermentacién convencio—
nal no se requiere aireacién. Foster (29) establecid que la aireacién da un
menor rendimiento en dextrana, sin embargo Koepsell (44)y Tsuchiya (70) notifi
caron que los niveles enzimiticos fueron mis elevados en frascos agitados
que en estiticos y Johnson(40) cuantificd los valores de crecimiento de dife-
rentes cepas de Leuconostoc mesentercoides obteniendo resultados similares

bajo las mismas condiciones.

Alsof(3) realizd el estudio del grado de aireacidn sobre las fermentaciones

de produccién enzimltica.

De la Grafica 1.4 Alsop concluyd que:

1. Con oxigeno puro y biéxido de carbono saturado el crecimiento concluye
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rapidanente.
2. Con OZ de CO; y aireacibédn del 50Z se incrementa el crecimiento bacte-
riano.

e. Fuentes de Carbono

Las cepas de Leuconostoc mesenteroides utilizan un gran nimero de carbohidra-

tos (8) , sin embargo, la sacarosa es el (nico sustrato que induce la produc-

cidén de la enzima y también es el {nico necesario para la sintesis de dextrana

Como es sabido, en el caso de las enzimas inducibles, el sustrato anilogo
puede ser mejor inductor que el sustrato patuwral., Un ejemplo clisico es 1la
P —galactosidasa de E. Coli donde el isopropil-d&-D-tiogalactbésido induce mayo-
res cantidades de enzima que la propia lactosa. Se ha demostrado que el palmi-~
tato de sacarosa es un buen inductor de invertasa (61) | Also[{3) probé mezclas
tales como glucosa/sacarosa, fructosa/sacarosa y glicerol/sacarosa para encon-
trar un proceso econdmico libre de células donde el crecimiento bacteriano
ocurriera con una fuente de carbono barata y posteriormente la sacarosa fuera
afiadida para inducir la produccién enzimitica. Ninguno de estos experimentos
fueron exitosos. Para un produccibén econdmica de la enzima con altos rendimien
tos se encontrd que es necesario mantener un nivel bajo en sacarosa (5-10 g/1)
a lo largo de la fermentacién(6l) . Esto fue verificado al muestrear el
medio de cultivo para analizarlla sacarosa por HPLC con una columna adecuada

para carbohidratos.
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Debido a que las bacterias son productoras de Acidos y a la necesidad de
mantener los niveles de sacarosa, puede llevarse a cabo paralelamente el

control de pH con la alimentacidén de 4lcali y sacarosa.

A. Lbpez (49) afadi6é 20 g/lh de sacarosa en la fase de crecimiento para maximi-—
zar el rendimiento enzimAtico. Los resultados de este experimento aparecen

en la Grafica 1.5.

Si los niveles de sacarosa alcanzan el valor cero en cualquier instante duran-—
te la fermentacidén, la produccién enzimitica se ve considerablemente
afectada. Lawford (1979) reporté una discontinuidad similar en un lote de
actividad enzimAtica dentro de un sistema intermitente y aunque observé una
répida recuperacién en la actividad de la dextransacarasa, sus rendimientos

fueron bajos (6-7 UDS/ml).

Se muestra en la Grifica 1.6 la variacién de la actividad enzimitica en fun—
cidén de la productividad celular (D.0. 599 nm) segln Alsop(3) . El compard
un nivel inicial de 20 g/1 con otro de 5 g/l seguido de una adicién de

15 g/1 durante la fermentacidn.

Dicho autor ha confirmado recientemente que el porcentaje de la enzima es

proporcional a la concentracién de sacarosa presente.
£. Fuentes de Nitrdgeno y Factores de Crecimiento

Normalmente las fuentes de nigrbgeno que se han utilizado para el crecimiento
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de Leuconostoc mesenteroides han sido el "liguido de remojo del mafz", y

el "extracto de levadura". Estos materiales complejos proveen los factores
de crecimiento requeridos. La bacteria no es proteolftica y no reduce los

nitratos (16)

El nitrégeno en forma de iones NHZ parece tener un efecto adverso en la produc

cién de la enzima (69).

Alsop (3) reportd la dificultad de obtener una biomasa mayor a 9 g/l y determi-
né las posibles causas como debido a:

l. La falta de un nutriente esencial.

2. La presencia de un inhibidor producido durante la fermentacidn.

3. El incremento de la fuerza iénica del medio.

4, E1 estado fisioldgico del medio de cultivo.

La adicibén de extracto de levadura, metales traza o sacarosa cerca del final
de la fermentacién asi como la dilucidén por adicién del medio fresco, no
mejord el crecimiento, concluyendo que 1la limitacién de biomasa es causa

de razones fisiolbgicas.
g. Fosfatos
Ha sido utilizado usualmente en forma de Ko HPO , como ingrediente tanto en

la preparacidén del inéculo como en la produccidn de la enzima y de la dextrana

en cantidades que van de 0.1 a 20Z. Proporciona capacidad amortiguadora al

- 36 -



wedio de cultivo. Rorem (63) demostré que las células activas asociadas
con polisaclrido utilizan fosfato en mucha mayor cantidad que 1las células
inéccivas, por lo tanto, es necesario calcular la cantidad de fosfato a utili-

zar en las fermentaciones para la produccién de dextransacarasa.

h. Elementos traza

El uso de extracto de levadura o liquido de remojo del maiz supuéstamente
proporcionaria los elementos traza necesarios, sin embargo; en los medios
de fermentacién reportados en la literatura existe una suplementacién de
ciertos elementos. Se trata de una mezcla de H32+. Na+. Fe2+ y Hn2+ conocida
como "sales R" y Koepsell fue el primero en utilizarla(44) . En afios recien—
tes se ha hecho hincapié en la importancia del calcio en la preparacidn y
accidén de la dextransacarasa. Itaya (36) demostré que 1la enzima purificada
es estable en diilisis contra agua desionizada y que la adicidn de EDTA causd
la inactivacidén de la enzima. Posteriormente fué reactivada con iones de
metales alcalino-térreos y el calcio fué el mejor. OPtuvo rosultados negativos
con otros iomes. Se concluy§é que la dextransacarasa es una alcalino-térreo
metalo-enzima. Robyt (62) reportd que la produccidén de dextransacarasa es
incrementada al doble en presencia de 0.05% de CaClz, pero esta sustancié
no afecta el creciente valor en la produccién de Acidos durante la fermenta-
cidn. Sin embargo, alcanzd bajos niveles enzimiAticos (28 UDS/ml) en presencia
de calcio, comparados con los de Jeanes (39) y Tsuchiya(70) y considerablemen

te bajos respecto a los obtenidos por Schneider {(32) en sus recientes trabajos

donde no adiciond calcio a sus fermentaciones.
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Kaboli (40) reportd que la estabilidad de la dextransacarasa purificada puede

ser significativamente mejorada por la adicibén de Ca2+. ApPH&. 5y T = 27.5°C
aproximadamente el 70% de la actividad se perdidé en soluciones carentes de

* en concentracién de 50 mM reduce esta

calcio en 5 horas. La adicién de Caz
pérdida a 25%. Monsan (54) establecid que 1la presencia de 0.05Z de CaCl2
estabiliza las soluciones enzimAticas. A. L&pez (49) demostrd que el medio
de fermentacidn preparado con 0.005Z de CaCl2 no presenta ninguna modificacién
en actividad, ni alln aumentando a 0.05%, empero, la actividad de la enzima
purificada es notablemente afectada. En consecuencia, una solucién purificada
incrementa su activida.d desde 12,6 a 33.9 UDS/ml adicionando 0.05% de CaClz.
Lawford (38) demostrd que la enzima es irreversiblemente desnaturalizada

2+. En todos estos estudios es

por incubacién prolongada en ausencia de Ca
necesaric verificar la naturaleza del sistema amortiguador en que se encontra

ba la enzima, ya que en citratos, el calcio puede acomplejarse.

i.La enzima

La dextransacarasa (sacarosa: 1,6-d-D-glucan-6-a-glucosil transferasa) es
una transglucosidasa que cataliza la sintesis de dextranas a partir de sacaro-
sa. En la figura 1.4, se representa la reaccibén global en la que interviene

dicha enzima.

Se considera una glicoproteina en cuya fraccidn carbchidrato estd constituida
principalmente por D-manosa (49) . Su peso molecular es de 280,000
(15, 16) . Parece razonable pensar que la enzima posee un cofactor cuyo

peso molecular se encuentra entre 5,000 y 30,000 (46).
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los valores de Km reportados para la sacarosa estan dentro del intervalo

de 0.02~0.03 M.

La energfa de activacién de la reaccifn en niveles de temperatura de 15 a

30°C es de 6.9 Rcal/mol (32).

j. Mecanismos de accibn catalitica

Mecanismos de polimerizacidn

En contraste con los mecapismos comunes de biosintesis de polisacéridos,

la produccidén de dextranas por la dextransacarasa no requiere ningiin interme-

diario nucledtido activado-aziicar. La energia requerida para la condensacién

de dos unidades glucosilo es proporcionada por la hidrélisis de sacarosa-

El equipo de Robyt en la Universidad del Estado de Iowa (61, 62,7) ha publica-

do una serie de trabajos que demuestran el mecanismo de accibén catalitica
de la dextransacarasa. Este mecanismo hace intervenir un complejo enzimftico

activo entre la enzima, la gluceosa y la dextrana.

Un grupo nucleofilico del sitio active de la enzima libre ataca a la sacarosa

entre el carbonoc 1 de la glucosa y el oxigeno interglucosidico, hidrolizéandola

formando un complejo glucosil-enzima.

El oxigeno ligado al carbono 6 de esta glucosa repite el mecanismo atacando

al carbono 1 de la dextrana.
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Dicho mecanismo implica en la enzima la existencia de dos grupos cataliticos
equivalentes X; Y Xpe Inicialmente los dos grupos atacan a la sacarosa dando

dos complejos glucosidicos tal como se muestra en la figura 1.2.

Enseguida, el oxigeno ligado al carbono 6 de uno de estos dos grupos, efectiia
un ataque nucleofflico sobre el carbono 1 del otro grupo formando el enlace
&1—+6). Se propaga al mismo tiempo otro ataque nucleofilice a una nueva
molécula de sacarosa, de tal manera que la cadena en crecimiento va desplazén-
dose de uno a otro de los grupos cataliticos al repetirse nuevamente el ataque
del oxfgeno del carbono 6, en esta ocasién, de la tercera unidad de glucosa

sobre el carbono 1 de la segunda unidad.

Terminacidén de la cadena

Robyt y Taniguchi (62) demostraron que la sintesis de enlaces & (1-*3) de
la dextranma de Leuconostoc mesenteroides NRRL. B512F ocurre cuando el -C3H20H
de lass moléculas de dextrana libre atacan nucleofilicamente al Cldel grupo

glucosil y/o al del grupo dextranosili desplazéndolos del complejo.

k. Unidades de actividad enzimética

Koepsell, Tsuchiya y colaboradores (70) establecieron las condiciones de
produccién de la dextranasacaresa, posteriormente Jeanes (390  1las replicé.
Una unidad de actividad dextransacarasa (UDS) fue definida como la cantidad

de enzima capaz de convertir 1 mg de sacarosa a dextrana en una hora liberando
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0.52 mg de fructosa a 30°C y una concentracidén de sustrato (sacarosa) del
10Z en amortiguador de acetatos a pH de 5.2. La determinacién de fructosa

se realizd por el método Somogyi (68) para azficares reductores.

Se han sugerido unidades alternativas. Lawford (46) exprese la actividad
enzimAtica como Mg de azdicar reductor producido min/ml a pH 5.5 y 30°C. Rela-
cionando ambas unidades, obtenemos : 10 yg de az@icar reductor/min/ml = 1.15

UDS/ml.

Robyt y Walseth (64) definieron la actividad como 1 unidad, (U) es la cantidad
de enzima que incorpora un ¥mol de D-glucosa al polisacirido en un minuto

a pH 5.0 y 25°C. Entonces 1 (U) = 20.27 UDS.
Kaboli y Rally (40) definieron 1 unidad (P ) como la cantidad de enzima que
libera 1 pmol de azkar reductor en un minute a pH 5.2 y 30°¢. Es 1o mismo

que describieron Robyt y Walseth excepto el pH y la temperatura.

La comparacién de las unidades es dificil por la variacidén de las condiciones

usadas. Para uso industrial, UDS es el mfAs conveniente.
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FIGURR 4.6, Fornaoion de snlaces . (1-$3) en la reacoion de terminacion de la cadena de dextrana.
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1.3.3. OBTENCION DE LAS DEXTRANAS CON PESOS MOLECULARES DE INTERES INDUSTRIAL

Existen dos métodos para producir dextrana nativa: (3)

1. Directo. La dextrana es producida en el mismo seno del crecimiento
bacteriano y de la produccidn enzimftica. En gréfica 1.7 se ejen-
plifica lo obtenido por Alsop. (3)

2. Indirecto. Como la enzima es extracelular en varias especies de
bacterias antes mecioadas, puede ser aislada para sintetizar el

polimero en ausencia del microorganismo grafica 1.8, segin Alsop.(3)

Existen algunas cepas de Leuconostoc ( por ejemplo, NRRL-B-1299 ) que produ-
cen dextranas insolubles y cuya enzima se encuentra ligada a la pared celular
durante la sintesis. Otro tipo de dextrana es la producida por la cepa
NRRL~B1355 y ha sido demostrado reciéntemente que contiene enlaces alterradcs
AI»6) yo(la3). Como puede observarse, el tipo de dextrana depende de la

cepa utilizada.
Se ha propuesto con base en varias investigaciones sobre la producciébn satis-
factoria de dextrana clinica que la cepa NRRL-B512F, desde los puntos de

vista técnico y econdmico, es la mids til y relevante.

La secuencia para producir dextrana clinica es como sigue:
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i) Fermentacidn
a) Crecimiento celular
b) Produccidén enzimAtica
c) Produccién de dextrana nativa (en presencia o ausencia de microor-
ganismos. A
ii) Hidrélisis
iii) Fraccionamiento

iv) Formulacién de las dosis farmacéuticas
i) Fermentacidn

La primera parte de esta secuencia para producir dextrana clinica se tratd
en elpmto 1.3.1. en la seccién b, en donde se enumeraron las caracteristicas

de la fermentacidén para la produccién de dextranas.
ii) Hidrélisis

La dextrana nativa o dextrana de alto peso molecular puede ser hidrolizada

de tres formas:

la. Acida. La hidrdlisis A4acida parece ser el nmétodo mas atractivo,
debido a que no precisa instalacién compleja y se puede regular
facilmente. Colin y Belval (20) describieron la hidrdlisis parcial
de la dextrana con &cido y la precipitacidn del producto hidrolizado

con alcochol.

- 48 -



Sohns et al, (66) establecieron el tratamiento en instalacién piloto
del dextrano purificado por una precipitacidn previa a la hidrdlisis,

la cual la llevaron a cabo a pH 1 ( HZSO‘,’ )y 80°c.

2a. EnzimAtica. La hidrélisis enzimAtica de la dextrana es llevada a
cabo por la enzima dextranasa. Dicha enzima es producida por ciertas
bacterias aerfbicas y por hongos de 1los géneros Penicillium y
Aspergillus. La familia de las dextranasas estd clasificada en endd-
genas y exdgenas. La accibn de las dextranasas sobre la dextrana
ha sido muy estudiada. Charles y Farrell(l3) estudiaron la enzima

de Penicillium lilacinum para obtener dextrana clinica a partir de

la dextrana natural de lLeuconostoc mesentercoides NRRL-B512F, El

producto cumplia con las directrices de la Food and Drug Administra-

tion y fué usado clinicamente.

Alsop(3) experimentd con enzimas de Beckman y Calbiochem demostrande
que las de accién enddégena producen una pequefia cantidad de oligosaci-
ridos al inicio de la hidrélisis originando una distribucibn similar
a la obtenida en la hidrdlisis Aacida. En contraste, 1la dextranasa
Sigma grado I usada por Basedow (8) , aunque descfita como enddgena,
produce oligosacéridos, maltosa e isomaltosa al principio de la reac-
cién. Una seleccidén de enzimas comercialmente apropiadas producen
diferentes distribuciones de peso molecular sobre el mismo tipo de
dextrana, obviamente actfian de diferente forma en relacidén al ataque

sobre la molécula de dextrana y a su comportamiento cerca de ambas
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ligaduras, (1 -76) y d(1-+3) en el polimera. Fronbmicamente estas

enzimas ofrecen algunas ventajas sobre el proceso #cide, a menos

que puedan ser inmovilizadas y/o recuperadas y reussdas. Tales técni~

cas se han descrito tambiféin para purificar jarabes azucaradas conteni-—

dos de dextranas contaminantes,

3a. Ultrasdnicas. Esta hidrSlisis ha sido estudiada por numerosos investi

gadores. En particutar, Basedow (8) describid inicialmente la ciné-

tica de esta reaccidn. Este método provecz la ruptura de la molécula

de dextrana preferentemsente en su punto medio. A través de un anali-~

sis de GPC, mostrd que una pequefia fraccibn de dextrana '40' (peso

molecular, 40,000) se produce después de sucesivas hidrdlisis obtenién

dose también distribuciones de pesos moleculares cercanes a 10,000

y 20,000. Este estudio, se 1llevd a cabo a nivel laboratorio y no

se ha reportado hasta la fecha nadz acerca del escalamiento a los

niveles piloto e indastrxial.

iii) Fraccionamiento

Convencionalmente las dextranas con distribuciones caracteristicas de pesa

molecular son fracci das, después de la hidrbélisis,

taciones sucesivas con diseolventes.

por medio de precipi-
Estas consumen tiempo y son caras, parti-
cularmente en relacidén a los costos de recuperacidédn del disclvente. Reciénte-

mnte se ha propuesto para el fraccionamiento de las dextranas a escala in-—

-ial 1la ultrafiltracidén seguida de una cromatografia (7,8) . Barker y



y colaboradores (7) en la Universidad de Aston escalaron la separacidn conti-
nua de dextranas de alto peso molecular de los hidrolizados industriales
usando empaques de Porasil en columnas de acero inoxidable de 2" de difmetro
operando a 60°C y 200 psig. La eficacia de la separacién iguala a la producida

en el fraccionamiento con solventes a escala industrial. (6)
iv) Formulacién de las dosis farmacéuticas

Composicidén y preparacidn de l1la dextrana clinica destinada para sustituir

el plasma sanguineo, segin las patentes 2, 708, 174 y 2, 784, 143 de la Ofici

na_de Patentes de la Estados Unidos de Norteamérica (USOP). (67)

La dextrana clinica es un material que posee ciertas propiedades quimicas
y fisicas que la hacen apropiada para su uso en el cuerpo humano. Generalmen-
te es empleada en una solucidn salina inyectable al 6%. El peso molecular
debe estar 25,000 2 75,000, con no menos de un 5 a 10%Z de 25,000 ni mas,
con el mismo porcentaje, de 200,000. La viscosidad de una sclucibén al 61
no debe ser menor a 2.5 ni mavor =z 3.5 centipoises & 25°%C, y el pH no menor
a 5 ni mayor a 7. En cuanto a las condiciones salinas, no menos de 0.85
g de NaCl ni mAs de 0.95 g por 100 mililitros de solucién(66) Stavely, autor
de la primera patente antes mencionada, la dextrana clinica de otras prepara-
ciones, esencialmente con base en el porcentaje de enlaces d&(l1-»6) en el
polimere que alcanza un valor de 95%, el resto son enlaces diferentes, por

ejemplo & (1 »3).
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Anteriormente las soluciones al 6% de dextrana clinica con un pH
de 6 a 7 después del proceso de esterilizacidn, presentaban un pH alrededor
de 3. Cuando el pH es ajustado a un valor de 9.5 con NaOH antes de la esteri-
lizacibén, aparecia después de éstza, un color café en la solucidn que no podia
ser eliminado con filtracién ni con centrifugacidén. Wieman, autor de 1la
segunda patente, describid su proceso y cosiste primordialmente en desionizar
las soluciones de dextrana a través de una monocapa de resinas intercambiado-
ras de dones; a las soluciones obtenidas se les adiciond de 0.05 a 0.2 g
de una mezcla de NaZHPO4 y KZHPO4 por litro de solucidén de dextrana. Las
preparaciones asi esterilizadas eran incoloras y apropiadas para el uso como

sustituto del plasma.
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CAPITULO II

DESARROLLO EXPERIMENTAL
PREPARACION DE LAS DEXTRANAS EN EL LABORATORIO

En la siguiente seccibén se describird el procedimiento seguido para la sinte-
sis del polimero. Las técnicas analiticas usadas en algunas etapas, se citan
en su desarrollo. La compesicibén del medio de cultivo usado para la obtencidn
de la enzima y el procedimiento de sintesis siguen los métodos usados por

Jeanes. (39)

Se describen en la segunda parte de esta seccién, desde las condiciones de
obtencién de la enzima hasta las condiciones de obtencién del polimero; para

poder asi concluir caracterizando al proceso en forma global.

2.1. MATERTAL Y EQUIPO

2.1.1. Bacteria y cultivos microbianos

a) Bacteria empleada: Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512F, cepa pertene—
ciente al Departamento de Alimentos de la Divisién de Posgrado, de
la Facultad de Quimica de la UNAM; mantenida en forma liofilizada
en ampolletas de 5 mililitros.

b) Medio de cultivo. Se prepararon 3200 mililitros de un medio de cultivo
cuya composicidén se muestra enm la tabla 2.1. Se prepararon 200 ml.,
para usarlos en la propagacién del microorganismo y posteriormente

inocular los 3000 ml. restantes para obtener la enzima.
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El cloruro de sodio, que en el medio de cultivo de la tabla 2.1.
pertenece a los elementos traza introducidos al 0.001%, no fue incluf-
do en la formulacién debido a que el extracto de levadura contiene

altas cantidades del mismo seglin se muestra en la tabla 2,2,

CANTIDAD
COMPONENTES 4
Sacarosa 2.000
Extracto de levadura 2,000
Fosfato dibisico de postasio, KZHPOA 2,000
Sulfato de magnesio, HgSOl‘ 0.020
Sulfato de fierro (II), FeSOI‘ 0.001
Sulfato de manganeso (II), HnSO4 0.001

Jeanes (1965) (39).
Tabla 2.1. Composicidén del medio de cultivo tradicional usa

do para la produccién de la enzima Dextransacara

sa.
EXTRACTO DE LEVADURA Z C1~ (base seca)
Bioxén 3.0
Yestal-400 4.0

Jeanes (1965) (39).
Tabla 2.2. Contenido de NaCl de los extractos de levadura

disponibles.
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2.1.2, Sustancias

a) Grado técnico.

—~ Extracto de levadura - Yestal 400. Arancia, Ingredientes Especiales,
S.A. de C.V.

~ Alcohol etilice 96° G.L.
~ Fosfato dib&sico de potasio, KZHIPOa . Cosmocel, S.A.

- Cloruro de Scdio, NaCl

b) Grado reactivo

-~ Sulfato de Magnesio, Mg 804 Lab. Merck

— Sulfato de manganeso, Mn SOA Lab. J.T. Baker

~ Sulfato ferroso, Fe SO, Lab. J.T. Baker

-~ Cloruro de Calgio, Ca Clz Lab. J.T. Baker

-~ Acido fosfbérico, HaPOI‘ Lab. Merck

—~ Acido Sulfurico, H2504 Lab. J.T. Baker

- Hidréxido de Sodio, NaOH 1ab. J.T. Baker

-~ Dextrana utilizada como materia prima Fisons de México, S.A.

para la elaboracién de hierro-dextrana

-~ Fructosa, C6H1206 Lab. Darmstadt

- Glucosa, C6H1206 Lab. Darmstadt

— Etilen Glicol Lab, Merck

-~ Azida de Sodio, NaH3 Lab. Reasol

— Dextranas. De pesos moleculares: 104 Pharmacia Fine Chemicals,

4x10%, 7x10% y 2x10%,azul de dextrana  AB Uppsala, Suecia.
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2.1.3. Equipos

— Fermentador. Microferm~Fermentor. New Brunswick Scientific, Co. Inc.,
New Brunswick, New Jersey, U.S.A. con capacidad de 1,4,7,14 litros.

- Potencibmetro Digital. Andlogo Sargent-Welch Modelo I.P.

- Centrifuga. Beckman 1500 con rotor para 6 vasos

~ Espectrofotbémetro Digital Perkin-Elmer Hitachi 200. De uno y dos haces.

— Autoclave

— Incubadora

- Bafio de agua con termostato

— Cromatégrafo APLC. Beckman Modelo 332

— Parrilla de calentamiento.
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2.2 OBTENCION DE LA ENZIMA DEXTRANSACARASA

El pH del medio de cultivo utilizado fue 7.1. Después de medio el pH, el

medio de cultivo se esterilizbé en autoclave a 15 psi durante 20 minutos,

Una vez esterilizado se inocularon los 200 ml. de wmedio con la bacteria
Leuconostoc mesenteroides NRRL-BS12 1la cual fué usada en forma de ampolleta,
con el microorganismo liofilizado. Los 200 ml. del medio, contenidos en un
matraz Erlenmeyer, ya inoculados se incubaron en un bafio con agitacidn recipro
cante durante 24 horas a 25°C. La sgitacién se mantuvo a setenta golpes

por minuto.

Terminada 1a‘propagacion se llevdé a cabo en un fermentador de laboratorio,
previamente esterilizado (MICROFERM-FERMENTOR), con control  automitico para
mantener constante la temperatura del medio de fermentacién, filtro para
aire, rotémetro, tacémetro anilogo y motor de velocidad variable para agita-

cidn mecénica.

La agitacidén mecénica se realizd mediante un agitador de tipo de hojas con
acoplamiento al motor a través de flecha. En la parte superior del vaso
de fermentacidn se encuentran los puertos de muestreo, entrada de aire, medi-

cién de oxigeno disuelto, venteo y serpentin de control de temperatura.

El procedimiento anterior se wmuestra en la figura 7.1, que es el diagrama

de flujo para la obtencibn de la enzima cruda.
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2.2.1. Condiciones convencionales de fermentacidn

Se experimentaron dos variaciones:

a.

Para la obtencidén de la enzima se realizd una fermentacién convencio-
nal; controlando sélo 1la temperatura, se permitia que la bacteria
se consumiera la sacarosa inicialmente implementada en el medio de
cultivo, esquematizindose las variaciones en el crecimiento y en
el pH; los resultados se observan en la gra'fica 2.1. esto es con
el fin de evaluar las condiciones convencionales de la fermentacién.

Para la obtencidn del polimero y enzima se realizd una fermentacién
alimentada; partiendo con el mismo porcentaje de sacarosa que
en la fermentacidén convercional, se probé la adicifn intermitente
de sacarosa controlando el pH y la temperatura. Paralelamente se
siguié la evolucién del crecimiento., Con esta variacién se evaluarén
las fermentaciones programadas con voliimenes del medio de 4 y 13.5 1t

Los resultados se observan en la grafica correspondiente.

El crecimiento bacteriano se detectd® por Turbimetria en un Spectronic 20

a 600 nm. utilizando diferentes diluciones segiin la cantidad de biomasa presen

te, desde 1/100, en particular, al final de las fermentaciones con adicién

de sacarosa.

Los vasos de fermentacién son intercambiables y en volfimenes de 3,7, 9 y

14 litros, con bafles para evitar la formacién de vértices.
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Las condiciones de fermentacién fueron las siguientes:

26°%c T 1%

Temperatura
Velocidad de agitacidn 300 rpm
2000 cm’/min

Flujo de aire
(equivalentes a 0.66 vvm, )

Volumen del madio 3000 ml.

Saco 2T w/v

El curso de la fermentacidén fue seguido a través de mediciones de pH del
medio de fermentacién y densidad Sptica para seguir el crecimiento del microor
ganismo. Para efectuar estas mediciones se tomaron muestras a intervalos
de 1 hora. Los primeros cuarenta mililitros de cada muestra fueron descartados

para eliminar el volumen del mediolque queda en el gif6n de muestreo y de

esta forma tomar una muestra del medio de fermentacién.

Para la medicidén de la densidad dptica la muestra fue dilufds once veces.
El pH se midid en un medidor de pH andlogo Sargent-Welch modelo IP. La densi~

dad Sptica se midid en un espectofotdmetro digital Perkin-Elmer Hitachi 200,

en el rango de espectro visible a 650 nwm.

El punto final de la fermentacibn fué tomado en el momento en que los microor—

ganismos alcanzaron la fase estacionaria y el pH fue cercano a 4.0. La fermen-

tacibén durd aproximadamente siete horas. La variacidén de 1la densidad é&ptica

¥ el pH con respecto al tiempo pueden verse en la gréfica 2.1.

Inmediatamente después de concluida la fermentacién, el pH fué ajustado a
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5.0 con hidréxido de sodiu SN con objeto de evitar la pérdida de la actividad
enzimitica. Se agregaron 0.5 g./lt. de cloruro de calcio anhidro para estabili-
zar la enzipa y 0,04% de azida de sodio para evitar la contaminacidén por otros

microorganismos.

Una vez hecho lo anterior las bacterias se separaron del medio por centrifuga-
cidén durante una hora y media a 3 500 rpm. La centrifugacibébn se llevd a cabo

en una centrifuga Beckman 1500 con rotor para seis vasos.

El sobrenadante que contiene a la enzima, la cual de aqui en adelante sera
denominada como "enzima cruda", se almacendé a 4°C hastael momento de su pos—

terior utilizacién en la sintesis del polimero.

2.2.2. Optimizacidén de la Produccién de la Enzima

En el presente trabajo, tomando como referencia los resultados obtenidos por
Lépez y Monsan (49) en fermentacién alimentada {gr&fica 1.5), se efectud una
fermentacién en volumen de 0.5 lt con regulacién de pH partiendo con una con-
centracién de sacarosa del 2 %. Iniciando la fase de crecimiento se adiciond
en forma intermitente 1 % en peso de azficar esténdar, una vez cada hora con
respecto al volumen de fermentacidn. Este porcentaje va de acuerdo a lo repor-

tado por Scheneider (38) sobre el consumo de sacarosa por Leuconostoc Mesente-

roides NRRL~B512F que es de 10-11 g/lt.

Los resultados de este experimento se reportan en la grifica 2.2. en donde

se observa que la produccién de enzima alcanza 170 UDS/ml.
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2.3. SINTESIS DEL POLIMERO

El uso que se les da a las dextranas estd estrechamente relacionado con su
peso melecular y la distribucibén del mismo. Dependiendo de estos factores

las dextranas pueden ser usadas en forma nativa y/o como hidrolizados.

El término Dextranas nativas se refiere al polimero tal y como se obtiene
de 1l1la sintesis enzimAtica. El término dextranas hidrolizadas se refiere
a los polimeros, de menor peso molecular, que se obtienen por hidrélisis

&cida de las Dextranas nativas.

Mientras que la distribucién de pesos moleculares de las Dextranas hidroliza-
das puede estar entre un rango de cien mil hasta nueve millones, el de las
Dextranas nativas puede ser de ciento veinticinco a doscientos cincuenta
millones. En forma hidrolizada, en rangos de 25 000 a 75 000 encuentran

su mayor aplicacidén en el &rea de la medicina.
2.3.1. Peterminacidn de la Activided EnzimAtica

Antes de efectuar la sintesis del polimero, bajo las diferentes condiciones

de reaccidn, se midibé la actividad enzimAtica del sobrenadante.

La medicién de la actividad enzimitica estid basada en la determinacifén de
la velocidad inicial de produccidén de fructosa, usando algiin método adecuado
para determinar el poder reductor de esta Gltima conforme va produciéndose,

en funcién del tiempo de reaccibn entre la enzima y la sacarosa.
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Revisando el mecanismo de reaceibén de la dextransacarasa (figura 1.5), se
observa que después de hidrolizar a la sacarosa, esta enzima polimerizé unida-
des de glucosa liberando unidades de fructosa cuyo poder reductor puede detec-
tarse con el método del &cido dinitrosalicilico (DNS), por lo tanto la velo-—
cidad inicial es proporcinal a la cantidad de fructosa liberada. Fue utili-
zado dicho método, y las condiciones para efectuar la determinacidén fueron

las reportadas por Jeanes.
a) Determinacién de azucares reductores por el método DNS.

El método se basa en la determinacidén colorimétrica de la cantidad de &cido
dinitro-amino salicilico producido por reduccidbn del Acido 3,5 dinitro salici-

lico (DNS) en solucién alcalina.

Reactivos.

— Reactivo DNS. Disolver en agua destilada, 16 g. de NaOH, 300 g. de
tartratoc doble de sodio y potasio y 10 g. de Acido 3,5 dinitro sali-
cilico (DNS). Llevar el volumen a 1 000 ml. en el matraz volumétrico
El orden de disolucibén de los reactives debe ser el sefialade. El
NaOH y el tartrato doble deben de estar completamente disueltos antes
de agregar el DNS.

Este reactivo es muy estable, pero debe de mantenerse protegido de 1la
luz.

- Fructosa. Preparar una solucibén de fructosa conteniendo 2 mg/ml.,con

esta solucibn se construye la curva esténdar.
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Procedimiento del Método DNS.

Agregar 1 ml. de la solucidn problema, conteniendo menos de 2 mg/ml
de azucares reductores, en un tubo de ensaye. Se agrega 1 ml. de reacti-
vo DNS y se agita. Se tapa el tubo y se coloca en un bafio Maria durante

cinco minutos exactamente.

Una vez transcurrido dicho tiempo se saca el tubo del bafio larfa y se
coloca en un baific de hielo hasta que alcance la temperatura ambiente.
Se diluyen con 10 ml. de agua destilada y se deja reposar 30 min. para
permitir el desarrollo total del color.

Paralelamente al tratamiento de la mmestra se desarrolla un blanco de
reactivo. Este se hace colocandc 1 ml. de agua destilada en 1lugar de
la muestra y siguiendo el mismo procedimiento que para esta dltima.
Una vez desarrollado el color, se mide la absorbancia en el espectro

visible a 450 nm. Calibrar a cero de absorbancia con el blanco de reacti-

VO,

La concentracién de azticares reductores, expresada como mg de fructosa

por ml., se encuentra por referencia a una curva esténdar construida

previamente.

b) Determinacidén de la actividad enzimitica de la Dextransacarasa

El método se basa en la determinacibén del poder reductor de la fructosa produ-

cida durante la reaccibdn de la enzima con la sacarosa. El poder reductor
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se determina con el método DNS.
Reactivos.

~ Solucién tamponada de sacarosa al 60% 10 ml. de buffer acetato 3
M (pH = 5.4) y 60 g. de sacarosa se disuelven en agua destilada y
se llevan a 100 ml. El pH final deberd ser de 5.2.

~ Reactivo DNS.

- Enzima cruda o purificada. Si la solucibén de enzima tiene mis de ‘
40 unidades de enzima por ml., preparar una dilucibn exacta con agua

destilada para obtener la solucién de ensayo.
Procedimiento.

Se colocan en una gradilla varios tubos de ensaye (generalmente seis
o siete) debidamente numerados. Uno de ellos serd el blanco de enzi-

mde A cadz uno de los tubos se les agrega 1 ml. de reactivo.DNS
y 0.5 ml de agua destilada y se agitan.

Se agregan 2 ml de la solucibn tamponada de sacarosa al tubo de ensaye
de 25 mm. x 160 mm. Se coloca el tubo en un bafio de agua a 30°%.
Se ailaden a este tubo lo mAs répido posidle, 10 ml. de la solucién
de enzima atemperada a 30°C. Inmediatamente después de agregados

los 10 ml. de enzima se empieza a registrar el tiempo en el crondmetro

Se toman 0.5 ml. de reaccidén lo mhs répido posible después de haber
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arrancado el cronémetro, de tal forma que se tenga un registro de
tiempo lo mhs cercano posible a cero, y se afiaden a uno de los tubos

que contienen el reactivo DNS y el agua destilada.

El tubo se agita y se coloca en el bafio Maria durante cinco minutos
exactos. Pasado este tiempo el tubo se saca y se coloca en el bafo
de hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se anaden 10 ml
de agua destialda, se deja reposar 30 min. y se wmide absorbancia
en el espectro visible a 540 nm. La absorbancia se calibra a cero

con el blanco de reactivo. (Ver método DNS).

Paralelamente se desarrolla un blanco de enzima. Se efectfia el mismo
procedimiento con los demAs tubos, tomando muestras del medio de
reaccién a intervalos de tiempo lo mAs cercanos posibles a cero al

injcio de la reacciém y a intervalos lo mhs grandes conforme ésta

avanza.

Una vez hecho lo anterior, se construye una grafica Absorbancia contra

tiempo.

La actividad enzimitica se calcula de la siguiente forma:
ws [z] fus [F][!a
ml X Mf Ve
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donde:

UDS = Unidades de Dextransacarasa.
(una unidad de Dextransacarasa se define como
la cantidad de enzima que convertird 1 mg. de
sacarosa en Dextrana en 1 hr., liberando 0.52
mg. de fructosa bajo las condiciones de ensayo).
Z = Pendiente de la curva absorbancia contra tiempo.
X = Pendiente de la curva absorbancia contra concen-—

tracién de fructosa.

§

Peso molecular de la sacarosa.

A

Peso molecular de la fructosa.

|
]

Factor de dilucién.
Vs = Volumen de solucidn.

Ve = Volumen de enzima,

El volumen de la muestra fué de 0.5 mi. 7 no de 1.0 ml. como lo indica la

técnica por, dos razones:

la. El pH = 5 del sobrenadante donde se encuentra la enzima provoca
la precipitacién del &cido DNS, que es estable a valores de pH fuerte-—

mente alcalinos donde se efectia la reaccién con el grupo reductor.

2a. En el caso de,concentraciones enzimiticas elevadas, las lecturas

del espectrofotémetro rebasarian los limites de confiabilidad.

La actividad enzimftica se calcula entonces, mediante la expresién:
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UDS/ml = M (1.9) (1.2) (60) (2)
m

donde:

M = Pendiente de la curva de accidn enzimitica.

1.9 = Factor estequiométrico de Conversidn.

(PM sacarosa/PM fructosa)

1.2 = 12/10. (10 ml. de sobrenadante con enzima + 2
ml. de la solucidén de sacarosa 60° Brix/10 ml.
del sobrenadante con enzima).

60 = conversidn de min. a hr.
2 = 0.5 ml, de muestra en vez de 1.0 m1.
m = Pendiente de la curva patrén (absorbancia wvs.

concentracidon de fructosa g/lt).
2.3.2. Medicibn del curso de reaccidn.

El transcurso de la reaccién se cuantificd en términos de la conversibn de

la sacarosa a dextrana. Definiendo a X como la conversién, se tiene que:

- lSacl o x 100
lSacI 1

donde:

bac|° = Concentracibén de sacarosa al inicio de la reaccibn
en g/l.
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ISacll = Concentracién de Dextrana transformada a sacaroaa
en el tiempo 1.
IFrul 1 (g/1) x 1.9 (factor estequiométrico

de conversidn entre sacarosa y fructosa).

La concentracidn de fructosa se determind con el métoc}o del DNS detallado

en la wmetodologia para calcular la actividad enzimética.

Usando estos métodos la actividad enzimltica de la enzima cruda fué igual
a 7 unidades de Dextransacarasa por mililitro. Una unidad de Dextransacarasa
(UDS) se define como la cantidad de enzima que convierte 1 mg. de sacarcsa

en Dextrana en una hora, bajo las condiciones de ensayo, liberando 0.52 mg.

de fructosa. (37)

La actividad enzimftica obtenida estuvo por abajo»del valor reportado en
la literatura para las mismas condiciores de fermentacién. Dicho valor esté
entre 20 - 30 UDS/ml. (38) El hecho de que el valor obtenido sea casi tres
veces penor Quizd se deba al tiempo que estuvoe sujeta la enzima a un pH de

4.0 durante su obtencidén, segiin se observa en la grafica 2.1.

La enzima es muy poco estable a pH mayores o menores a 5.0 por lo tanto pierde

actividad relativamente répido a pH distinto del mencionado.

No obstante esto, el que la enzima tenga mayor o menor actividad solo repercu-

te en el tiempo que tardaré en sintetizar el polimero y al parecer no tiene
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influencia sobre las caracteristicas finzles del miswo. (38)
2.3.3. Condiciones de reaccibn para la sintesis enzimftica del polimero

Una vez conocida la actividad enzimitica de la Dextransacarasa cruda se proce-
dié a sintetizar el polimero. Para ello el volumen de medio lfquido contenien
do la enzima se dividid en diferentes nimeros de porciones; siendo éstas

y las condiciones de reaccién las mostradas en la Tabla 2.3.

Seglin se observa en dicha tabla el nGmerc de condiciones de sintesis fué
de ocho. Las Gnicas variables usadas fueron el volumen del medio de reaccibn,

la concentracidén inicial de sacarosa y el tipo de extracto de levadura.

Las 1dltimas tres experimentaciones £fueron replanteamientos que se explican
durante el desarrollo de este trabajo, pero se incluyen para tener la visién

general del trabajo experimental realizado.

Las distintas condiciones de sintesis permiten varias posibilidades de compara
cién, Para una misma concentracidén inicial de sustrato Se ensayaron tres
volumenes de reaccién diferentes. Para cuatro distintas concentraciones
iniciales de sustrato, dos volumenes de reaccibn diferentes. Para un mismo

volumen de reaccidén, dos diferentes tipos de' extracto de levadura.
2.3.4, Procedimiento de obtencibn del polimero

Para la obtencidén del polimero se siguibé el procedimiento que se describe
a continuacibn.
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Volumen del medio de Temperatura del Concentracién inicial Tipo de pH UDS/ml
reaccién. medio de reaccién. de sacarosa. extracto d
(m1) . °c)m (gr)
*500 26° 150 Yesta1® Control
*500 26° 150 Bioxén® '
500 26° 660 Yestal !
500 26° 150 * '
500 26° 250 ' '
500 26° 400 ' '
3 000 27° 2 % sin adicién ' Sin Control 30
4 000 26° 150 ' Control 140
13 500 26° 150 ' ' 170
Niveles de Variacién.
a. + 1°%
b. 1 - 3 % peso
c. 2 - 5 7% peso
d. 7.0 - 5.5 Tabla 2.3. Condiciones de reaccidn para la sintesis de

* Realizadas por (50). Dextranas. Trabajo Experimental,



Preparacién de inbculos.

En volumen, el inéculo de todas las fermentaciones fué del 10Z.

~ Volumen de fermentacidn, 0.5 1t Una ampolleta conteniendo a la bacte-
ria 1liofilizada, se puso en contacto con 50 ml. de medio fresco,
posteriormente se incubd 16 hrs a 30°C, necesarias para la hidratacidn
y el mAximo crecimiento de bacterias activas,

— Volumen de fermentacidn, 4.0 lt Se procedié de igual manera variando
el volumen de medio (400 ml.) y el tiempo de incubacidn (24 hrs).

— Volumen de fermentacién, 13.5 It Se propagd el inéculo debido a
l1a magnitud del volumen. Se tomaron 50 ml. de inbdculo destinado
a 0.5 1t de fermentacidén, se virtieron en 1.35 1z y se incubd durante

otras 16 hrs.

Fermentacibn de 3 1%

Como se menciond, la primera experimentacibn realizada a este nivel fué para
estudiar el crecimiento de la bacteria; por lo que se.cuantificd la actividad

enzimAtica final alcanzada bajo las siguientes condiciones de fermentacidn:

T (°C) =26
rpm = 300
Sac =22 w/v
Sin adiciones, con el fin de probar inicialmen

te el sistema en las condiciones tradicionales

de fermentacibn.
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Los resultados se muestran en la gréafica 2.1.; donde se observa que se alcanza

una actividad enzimitica de 30 UDS/ml.

Para evitar agregar la sacarosa en forma de solucidén y diluir de esta forma
la enzima provocando una disminucidén en su actividad, se agregd la sacarosa
directamente en forma de cristales a la enzima cruda. Las muestras se coloca—
ron en un bafio de agua con agitacibén recip;ocante. La agitacibén se mantuvo

a sesenta golpes por minuto durante todo el tiempo de sintesis.

El curso de las reacciones fue seguido mediante la determinacién del poder
reductor del medio de reaccién, expresado como mg de fructosa/ml de acuerdo

a la expresién propuesta por Hehre (45); y mencionada anteriormente.

El poder reductor del medio de reaccién en funcidén del tiempo se decermind
usando el método del DNS citado anteriormente. Dicho poder reductor fué

corregido tomando en cuenta el poder reductor original de la enzima cruda.

Asi mismo, en base a la reaccién citada se calcularon los porcentzjes tedricos
de conversién de sacarosa usando para ello el valor de concentracidén inicial
de sacarosa, y la concentracién de fructosa producida en funcibén del tiempo

dada por el método DNS.
Los valores de porcentaje de conversidén en funcién del tiempo para las distin-

tas condiciones de sintesis se muestran en cada una de las graficas. El punto

final de las reacciones se determindé tomando en cuenta el momento en el cual
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el porcentaje de conversién fue mAximo y no cambié posteriormente con el

tienmpo.
2.3.5. Resultados Obtenidos.

Los resultados obtenidos de las sintesis con volumenes del medio de reaccién.
de 3.0 1t y 0.5 1, se muestran en las graficas 2.1 y 2.2 respectivamente.
Donde se puede observar que para la primera se alcanza una actividad enzimiti-
ca de 30 UDS/ml en comparacién a 170 UDS/ml obtenida en la segunda sintesis

mencionada.

Para encontrar las posibles causas de esta baja en la produccidn de enzima

se compararon las velocidades de crecimiento en ambos procesos.

Para la evaluacién de las velocidades de crecimiento, se recurrid a la evalua-

cién puntual, estimindose de la siguiente manera:

El crecimiento microbiano responde a un modelo de primer orden, con respecto

a la concentracidén de células:

dx
dt

Donde M corresponde a la velocidad especifica de crecimiento. Esta velocidad
es funcidén de la concentracidén de sustrato limitante (generalmente la fuente

de carbono) de acuerdo al modelo de Moned: (53)
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- S Ec. 2.0
B Poax ¥ 45
s

Considerando que la sacarosa se encuentra exceso al inicio del cultivo, puede

suponerse para esta etapa que:

S =>=K
s

La ecuacién 2.0 quedaria simplificada de la siguiente forma:

Eo= Vot

De cualquier forma la evaluacibn puntusl de la velocidad de crecimiento se

estind tomando intervalos discretos de tiempo y considerando de la ecuacién

2.0 como:

En la gréfica 2.3 se describe el comportamiento de la velocidad aspecifica
de crecimiento a lo largo de las fefmentacione: de 0.5 y 3 & De esta figura
se puede observar el inicio de_la fermentacién es muy similar alcanzéndose
sin embargo, una mayor velocidad de crecimiento para el cultivo de 0.5 1t
Esta situacién puede deberse a limitaciones en él suministro de oxigeno,

por deficiencias ya sea en la aireacidén o en la agitacién.

Sin embargo, se decididé efectuar en aproximadamente el mismo volumen (4 1t),
el sistema de fermentacién ‘alimentado bajo las mismas condiciones del
proceso. Los resultados se muestran en la grAfica 2.5 donde se alcanza una

produccidn de dextransacarasa de aproximadamente 140 UDS/ml.
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2.3.6. Influencia del tipo de Levadura

Se estudid también - la influencia del tipo de extracto de levadura efectuando
fermentaciones a diferentes concentraciones. Los resultados de este estudio
se muestran en la grafica 2.6 de donde se presenta un valor éptimo para el
extracto de levadura YESTAL-400 de 2%. En la misma grafica se observa que
el YESTAL-400 contribuye a una mejor produccién de la enzima a pesar de ser
un producto industrial de grado técnico con un alto contenido de sales, en
particular, de cloruros. Por el contrario, el extracto de levadura de BIOXON,
normalmente utilizado a nivel laboratorio para la preparacién de medio de
cultivo destinados a anilisis microbioldgicos, resultd de menor eficacia
en la produccién de dextransacarasa. En 1la tabla 2.1 se resumibé la composi-

cién del medio de cultivo empleado.
2.3.7, Produccién de Dextranas de interés Farmacéutico

A partir de la Dextrana nativa obtenida de la fermentaciém 0.5 1 , se obtuvie—
ron productos de interés farmaceidtico, mediante una hidrélisis con Aacido
sulfiirico y un posterior fraccionamiento con alcohol etilico. En la grafica
2.2 se pueden observar las condiciones que se siguieron para la obtencidn

de 1la fraccién clinica de las dextranas.

Se siguid el método de Sohns et al (66), para hidrolizar la dextrana nativa.

Consistente en someter a una solucidén de dextrana nativa precipitada y redi-

suelta al 5-6 Z p/p, a 80°C y aun pH de 1.0; ajustado con H,S0,, durante

6 horas.
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Dicho método se describe a continuacibn:

Precipitacién de 1la dextrana nativa (previa al tratamiento hidrolicico).
Se revisd lo reportado por H.M. Tsuchiya (70) como se presenta en la gréafica
2.7. y se observa que hasta aproximadamente el 46% de etanol, precipita 1la
dextrana de alto peso molecular, independientemente de la concentracidn de
enzima y de 1z cantidad de sacarosa util.izadas en la sintesis. A porcentajes

mayores de alcohol, precipitan las de bajo peso molecular.

También se revisd el irabajo experimental realizado por Ldpez (49) de 1la
Precipitacién de las dextranas hidrolizadas y se modificé la segunda fase
del método Sohns et al.(66) ya que se utilizé etamol y no metanol. Las curvas
de precipitacibébn de los patromes 70 000, 40 000 y 10 000 de peso Molecular
de Dextrana asi como la de la dextrana destinada a la produccidén de hierro
dextrana (Fisons, S.A.), se trazaron en dicho trabajo. En la grafica 2.8
se muestran las curvas de precipitacién ( Z de dextrana precipitada vs. %
de etanol v/v ) a diferentes concentraciones iniciales de dextrana y en la
figura 2.3 se representa en forma de diagrama de flujo, el método Sohns et

al. (66).

Seleccibén de la concentracién de enzima para la sintesis de dextrana nativa.

Es posible demostrar que en términos de productividad, P, la cantidad de
dextrana nativa producida por unidad de tiempo y por unidad de volumen es
independiente de la actividad enzimAtica empleada en la sintesis. Esto se

ilustra en la tabla 2.3.
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SE DISUELVE EN AGUA AL 5-6%,

SE HIDROLIZA CON st°4 A pH 1

SE AJUSTA LA SOLUCION AL 5% Y SE FILTRA

{* ¢

SE ARADE HeOH'HASTA EL 42% :

g N

SE ARADE MeOH HASTA EL 49%
1

SE DISUELVE EN AGUA PARA DAR DISOLU

CION AL S%; SE ARADE MeOH HASTA EL
41 %
1

.

SE DISUELVE EN AGUA PARA DAR DISOLU
CION AL 5%; SE ARADE MeOH HASTA BEL
42 %

SE ARADE neoq HASTA EL 50%

SE LAVA Y DESHIDRATA Figura 2.2. Método Sohns,

et al. para la produccién
de dextrana de magnitud
clinica.
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De 1la misma tabla se desprende que a mayor dilucidn, mayor cantidad de dextra-
nas podrén ser producidas por litro de solucién de enzima preparada por fermen

tacidn.

Ante esta situacién se seleccionaron 40 UDS/ml considerando el efecto de
limipieza que la dilucibén tiene sobre el medio, ya que los constituyentes

de éste le confiren un color cafe obscuro, asi como el tiempo de reaccibn.

Hidrélisis de la dextrana nativa producida.

Una vez definidas las condiciones de produccién de dextranas nativas, se
efectud la sintesis con el fin de estudiar y caracterizar el proceso de hidré—

lisis Acida:

Precipitacidén Inicial. Una vez concluida la sfintesis, la totalidad de dextrana
sintetizada se precipita del medio mediante la adicidén de 46Z de alcohol
etilico, con el fin de llevar a cabo una primera limpieza del producto obteni-
do. La dextrana precipitada se redisuelve al volumen original, debido a
que la concentracidén con que resulta de la sintesis es la mis adecuada para

la hidrdlisis.

Los par@metros que afectan el proceso de hidrdlisis son, ademis de la concen-

tracién inicial de dextranas, la acidez, pH, la temperatura y el tiempo.

Se fijaron, de acuerdo a reportes en la literatura, solubilidad del producto

y otras experiencias previas, las siguientes condiciones:
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_06_

3
Actividad EnzimAtica Dilucién Tiempo de Sacarosa

P=_So
en la reaccidn (1/x) reaccién“ (gr/lt) .—t—
(UbS/ml)
Caso 1 20 1/8 9.79 1,200 122
Caso 2 40 1/4 4,90 600 122
Caso 3 80 1/2 2.45 300 122
Caso 4 160 . 1 1.23 150 122

* Segiin modelo de inhibicibdn.
*# Cantidad de sacarosa que puede transformarse al

diluir 1/x el medio original con 160 UDS/ml.

Seleccibn de 1o concentracién enzimitica para
la sintesis de dextrann nativa en base a la
productividad P, tiempo de reaccibdn y pureza

del 1iquido-cnzimitico.
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Concentracidén inicial de
dextranas nativas
T (°c) = 80

pH =1

Una vez definidas estas condiciones, se procedié6 a determinar el tiempo de
hidrélisis, para lo cual fue necesario el desarrollo de una técnica de control

y cuantificacién del peso molecular de las fracciones obtenidas.
2.3.8. Cromatograffa liquida de alta presién.

La técnica esté descrita posteriormente en la seccidén 2.3.9; y en la gréafica
2.10., se muestran los diagramas de elucidén de los estindares de pesos molecu—
lares de las Dextranas de 70 000, 40 000 y 10 000, asi como el obtenido para
una muestra de la dextrana importada por Fisons de México, S.A., para la

fabricacidén de Fe-dextrana.

De estos resultados es posible correlacionar el peso molecular promedio,

con el volumen de elucién. Esta relacibén se muestra en la grafica 2.11.

Una vez disponible esta metodologia de control, se procedié a la hidrdélisis
en las condiciones antes descritas, Se tomaron muestras durante cada hora
a partir de la segunda hora de reaccién y hasta la octava para determinar

el tipo de productos obtenidos.

Las muestras fueron precipitadas totalmente (60 etancl v/v) y analizadas. .

en HPLC,
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De estos resultados se concluyd que el tiempo critico de hidrdlisis para
la obtencidén de las fracciones de interés clinico se encontraba entre 4 y
5 horas, estando estos limites fuera de lo &ptimo, es decir, a las 4 horas,
los productos son afin relativamente grandes, mientras que a las 5 horas la

presencia de oligosaciridos es considerable.

Se procedid entonces a analizar una muestra tomada a las 4.5 horas. Se obtuvie

ron varias fracciones de dextranas por precipitacidn en los intervalos de:

23 a 402 v/v de etanol (muestra A)
40 a 502 " e (muestra B)
sobrenadante (muestra C)

Los rangos fueron reducidos con respecto a los mencionados para los estainda-
res, con el fin de evitar altas dispersiones en la distribucién .de pesos
moleculares. Los diagramas de elucion de estas tres fracciones se muestran
en la grafica 2.12. El1 balance de Materiales de este proceso se presenta

en la seccidén de Conclusiones.
2.3.9. Anilisis por Cromatografia Liquida de Alta Presidn.

Se desarrollo una técnica para el andlisis y cuantificacién de las dextranas

hidrolizadas y fraccionadas.

Para ello se usd el método de cromatografia de permeacidédn en gel (GPC).
Se requirieron dos columnas conectadas en serie cuyas caracteristicas se
enlistan en la tabla 2.4.
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Procedimiento.

Las dextranas patrones, la glucosa y el azul de dextrana ( é&stos Gltimos
utilizados para la determinacién de los limites de exclusidén ) se disolvieron
en agua con 0.02 Z de azida de sodio al 2% p/v. La concentracién de 1las

muestras fué del 2 Z.

El agua con azida de sodio se utilizd como fase mévil del sistema; el flujo
de esta fdltima, el volumen de inyeccidn, el 4indice de refraccién asi como
la sensibilidad del registrador y la velocidad del papel en el mismo, se

detallan en los cromatogramas correspondientes,

Previamente al fraccionamiento del polimero la columma fué lavada con 200
ml, de eluyente a un flujo constante de 9 ml por hora, una vez lavada la
columna se procedid a calibrarla con objeto de determinar el volumen muerto,
Vo. Para ello se usd Dextrana azul cuyo peso molecular promedio Mw' reportado
por el fabricante (determinado por el métado de dispersién de luz) fué de

dos millones.

Se fraccionaron 0.5 ml, de una solucidén al 0,5% de Dextrana azul, el ilujo
se mantuvo a 7 ml/hr. Las fracciones, en porciones de 1.5 ml., se recclectaron
usando un colector automitico de fracciones colocado a la salida de la coluana

de cromatografia,

A cada una de las fracciones recolectadas se les midié absorbancia a 650
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nm. El cero de ésta se ajustd con el eluyente. El perfil de elucibdn corres-

pondiente se observa en la grafica 2.10, El volamen muerto fué de 15.9 ml,

Resultados obtenidoes.

Seglin se observa en la gr&fica la distribucidn de pesos moleculares fue bimo-
dal; existid una moda estrecha de alto peso molecular y una moda relativamente
amplia de bajo peso molecular. Es precisamente la moda estrecha la que tiene

el peso molecular promerio reportado por el fabricante. De este modo observa—

mos que afin cuando el fabricante reporta un peso molecular de dos millones

existe una fraccidn muy amplia que tiene menores pesos moleculares.

Una vez obtenido el volumen muerto, Vo, de la columna se procedid a cuantifi-

car las Dextranas. Se recolectaron fracciones de 1.5 ml., usando el colector
automitico., Para determinar las fracciones en las que el tiempo de hidrélisis,
obtenfan las dextranas de interés farmace(tico;

30 minutos.

se tomaron muestres cada
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Denominacién 5 VSph;e'rc:)gg]: - . :
. TSK~5000 PW TSK~-3000 SW

Lugar eﬁ la

coneccibn en serie ' 1° 2°

Didmetro por

Longitud (mm x mm) . 7.5 x 300 7.5 x 300

Tamafio de particula 17 um 10 um

Limite de exclusién 7 x 10° 1.5 x 10°

Nimero de

platos tedricos 10,000

Caracteristicas de las columnas utilizadas

en el anfilisis por cromatografia liquida
de alta presién.
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Diagramas de elucidén de los estAndares de
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a3

= 1 1= T

volumen de elucidén (ml)
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70,000

GRAFICA 2.1l a Diagrama de elucida de la fracciédn
que precipita de) 23 al 40% de EtOH
después de 4.5 hr:r. de hidrélisis.

! (Muenatxra A)
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GRAFICA ZJ; b DPiagrama do clucidn de la fraccién

que precipita del 40 al 50% de EtOH
después de 4.5 hra. de hidréliasis.

(Muestra B)
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Diagrama de elucién de la fraccidn
que sedimenta del sobrenadante con
50 % de EtOH después de haber sepa
rado la fraccidn que precipita en
el intervalo 40-50% de EtOH.

(Muestra C)




2.4, SINTESIS ENZIMATICA

Se procedi6a establecer un modelo matemfitico que describiese el comportamiento

cinético de la dextransacarosa producida.

Se observé que s6lo obedece el modelo de Hichaelis—%?nten en zonas de baja
concentracién de sustrato, estando sujetas a un proceso de inhibicién, a
concentraciones superiores al 10% . Estos resultados se presentan en la grafi-

ca 2.13.
Ante esta situacidén se postuld (47) un modelo que incluyese dicha inhibicién
congsiderando que su mecanismo es de los modelos ya establecidos en la cimética

enzimatica:

E + STZE-——>»E <+ P

S

ESS

El modelo correspondiente resulta ser:
\'] 5 S

v = 2
Km + S+ KiS

Donde Kies la constante de inhibicidn.
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Dicha ecuacibén es la de Michaelis-Menten adicionada del término Kisz que

se refiere a la hipbtesis planteada.

Para la obtencién de los parfimetros de dicho modelo, se analizaron por separado
las zonas de baja y alta concentracidén, de tal forma que el inverso del modelo

. puede simplificarse para la zona de baja concentracién (Ki S/vV ~—»0):

1 1 K 1
— + m —_— Ec. 2.2.
v Vasx Vmsx s

De donde se obtiene el valor de ¥ = 5.12 g 1t yel de V. = 0.4859 g 171
(grafica 2.14)

Para la zona de alta concentracidn (Kn/v te S—»0):

1 . 1 + 58 Ec. 2.3.

Vosx

De donde un valor de Ki = 2,118 «x 10"3 1. g_l fué calculado (grafica 2.15).

Contando ya con un modelo adecuado para la descripcibén del comportamiento
de 1la enzima con base en las velocidades iniciales, se procedid a la obtencibn
de una ecuacidn de disefio para un reactor intermitente agitado. Esta resulta
ser la alternativa mis adecuada puesto que dadas las caracteristicas dc la

reaccién, es préicticamente imposible concebir un sistema continuo, al menos
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para la sintesis de dextranas de alto peso molecular.

En las fermentaciones por lotes (estado no constante) no hay corrientes entran
do y saliendo del reactor. Se supone que el sustrato limitante sufre sélo
una reaccibén. Si m es 1a masa del sustrato correspondiente a una conversién

cero y Ax es la conversidon en el tiempo #t, la acumulacibén del sustrato en

el tiempo At es m Ax.

Entonces, el balance de masa puede ser expresado como:
vVt =mix Ec. 2.4.

Las propiedades de la mezcla de reaccién variarin con el tiempo, por lo que
el balance de masa se transforma en una ecuacidn diferencial. 8i se divide

entte Lt y se toma el limite como t~¥»0, la ecuacién 2.4 adquiere la forma:

dx vV Ec. 2.5
dtc m

donde v, es la velocidad de desaparicidn del sustrato por unidad de volumen.

Para operaciones isotérmicas, v depende s6lo de la composicién de manera
que la solucién para la conversidn con respecto al tiempo, puede obtenerse
de un solec balance de materia. Se puede representar el resultado resolviendo

1la ecuacidn 2,5 para dt e integrando formalmente se obtiene que:

*2 *2
tem J§ 25 = m Fa P_(_j_:s Ec. 2.6
x vV me x v
1 1
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En donde x, es la conversidén inicial y x,la conversién en el tiempo t. La
segunda igusldad expresa el volumen de la mezcla de reacciém en términos

de su masa total mt y densidad.

La importancia de arreglar la expresidén en esta forma radica en que el tiempo,
variable designada como independiente en el disefio, esté separada de 1las
variables dependientes caracteristicas de la reaccidén quimica. Si la veloci-
dad y la densidad de la mezcla de reaccidén son conocidas como funciones de
conversién, el valor de la integral para cualduier conversién deseada puede

ser evaluada sin referencia al equipo de reaccién.

Si la densidad o el volumen de reaccidn son constantes, la ecuacibén 2.6 puede
ser escrita en términos de la concentracién. Si So es la concentracién inicial

y es igual a m/V, la ecuacidén adquiere la siguiente forma:

x S
€t = So = = -7 das Ec. 2.7
v v
[+] S,
[+
Definiendo v = - dS/dt como la velocidad de desaparicién del sustrato, en

este cado sacarosa, se puede integrar la ecuacidn 2.1 rearregléndola inicial-

mente de la siguiente manera:
2
Km+S+KiS

vméx dt = ds Ec. 2.8.

S

Si los limites son S = |Sacarosal en el tiempo t y

So= |sacarosal al inicio de la reaccién
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Se tiene finalmente que:
Vo t=K In_So + (So-S)+ Ki_ (S - D Ec. 2.9
S 2

Esta ecuaci6én puede expresarse en términos de conversidén partiendo de

siguiente premisa:

x=_ So -8 Ec. 2.10
So

Donde S =50 ( 1- x )

Al sustituir S en la ecuacién 2.9 se obtiene la siguiente igualdad:

Vose t =K 1n ( 1- x )70 + Sox + Ki So® (2x - x°) Ec. 2.11

la

Observande 1la ecuacidén anterior, se advierte que el término a pertenece a

la ecuwacidén de Michaelis-Menten, mientras que el término b pertenece a 1la

del efecto de inhibicién por sustrato. En la grafica 2.16 se muestran los

puntos experimentales obtenidosa diferentes concentraciones iniciales aparte

de la prediccidn tebrica de los modelos de Michaelis-Menten y de inhibicidn

por exceso de sustrato (resumen de 10 experimentales).

Determinacién experimental de valores de Koy Voo

Es muy complicado determinar Km y vméx a partir de la grafica 2.13, dado

que como los puntos experimentales estén dispersos, resulta dificil dibujar

una hipérbola correcta. Ademids de que no es posible suministrar suficiente
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sustrato para alcanzar la V 4 o para medir las bajas velocidades iniciales
que se obtienen con concentraciones pequefias de sustrato. Sin embargo, si
se modifica la ecuacidn de Michaelis-Menten para obtener una representacidén

en linea recta, se superan estas dificultades.

Método de Lineweaver Burk. Este método de representacidén de los datos parte
del hecho de que la inversa de la ecuacidén de una hipérbola rectangular es

la ecuaci6én de una linea recta. Asi, la inversa de la ecuacibén de Michaelis

Menten es:

= (S) + Xm
Voix () Voar (5

1
v

que por reordenamiento se convierte en la ecuacibén de Lineweare-Burk,

+ 1

Km 1
v vméx (S) Vméx

Por tanto, si se representa 1/v en funcidén de 1/(S), se obtiene una lfnees

recta cuya pendiente es Km/V ¥ la ordenada en el origen es 1/V . la

max
extrapolacidén de la recta en el eje x negativo da -1/Km, que sirve para calcu-

lar Km, grafica 2.14,
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2.5. CRITERIOS DE ESCALAMIENTO

Dada la capacidad de los fermentadores disponibles, se decidid efectuar un
escalamiento a nivel seni-piloto, con el fin de definir el posible criterio
de escalamiento que definiese los criterios de disefio para el proceso de

fermentacidén a mayores capacidades.

Los criterios de escalamiento disponibles mAs adecuados a procesos de fermenta

cién son:

a. Potencia por unidad de volumen constante

b. Coeficiente de transferencia de masa constante
c. Namero de Reynolds constante

d. Velocidad en la punta del agitador constante

e. Tiempo de mezclado constante

Se analizd para este proceso especificamente cada uno da estos criterios,
encontrandose que el mAs adecuado dadas sus caracteristicas fué la potencia
por unidad de volumen constante ya que ofrecia las mejores perspectivas.

Los demés criterios fueron descartados por las siguientes razones:

b) K,, =cte. o Al ser el oproceso microaerofilico,
(coeficiente de transferen la disponibilidad de oxigeno no resulta

cia de oxigeno constante) limitante.
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c) NRe = cte.
(ninero de Reynolds

constante)

d) NDi = cte.
(velocidad en la punta

del agitador constante)

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

constante)

Ocasiona disminuciones muy drasticas
en la potencia suministrada y en la

velocidad de agitacién.

El microorganismo no estd sujeto a
dafios por esfuerzos cortantes en los

rangos de operacién.

Los resultados de um proceso diseifado
con estas caracteristicas serian altamen

te costosos en términos energéticos.

En estas condiciones se seleccionaron como criterios de diseiioc los siguientes:

a) Similitud geométrica

N, Dl 1/3 b 273
b) Ny = - N, 1
pi2 Di,
2
N; Di; _ b, 3
c) PZ = Pl
¥3 pi Di;

El fermentador disponible con capacidad de 14 1t fué entonces "diseiiado",

bajo este criterio,

con el fin de determinar las condiciones de operacidn.
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De esta forma se encontrd que dados los bajos consumos de potencia en los
sistemas a nivel laboratorio, las condicicones resultaban muy similares a
ias de la fermentacidén de 0.5 1. (0.11 en lugar de 0.15 VVM y 264 en lugar
de 300 rpm).

Los resultados de la fermentacién en]3 51t se muestran en la grafica 2.20.
Puede observarse que la actividad obtenida es praicticamente igual a los resul-
tados de 1laboratorio. (170 UDS/ml), lo que permite aseverar que el criterio
de escalamiento seleccionado es el adecuado, facilitando al mismo tiempo,
el disefio de sistemas de produccidén semiindustrial. Un ensayo a nivel de

500~700 litros es sin embargo recomendable para este tipo de procesos.

2.5.1. Resumen de Escalamiento

El obstaculo principal para el avance de la biotecnologia es el de el escala-
miento de procesos de laboratorio para su uso industrial. Hablar de escala-
miento significa avanzar del fermentador tipico de laboratorio de 50 litros
a biorreactores industriales con volumenes mayores en capacidad. Para
lograr esto, se necesitan nuevos procesos y equipos, como son, fermentadores,
instrumentos de prueba de control y métodos para la recuperacidn de productos;
que aseguren que los productos y procesos de la biotecnologia no sean mAs

costosos que los de tecnologias competidoras.

Como hasta ahora esta parte del trabajo hemos visto, del exdmen de los mecanis

mos y de los productos de este bioproceso se pueden entender mejor los proble-
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mas asociados con el escalamiento. El mecanismo de produccidn de cada produc—
to tiene diferentes requerimientos biolbgicos y presentan diferentes opciones

genéticas para el mejoramiento de su eficiencia.

Definidos ya los parémetros del mecanismo de produccién, se le desarrolla
para su uso a escala comercial. Esto incluye el disefio de métodos de prepara-—
cidén del sustrato, del bioreactor, de los sistemas de control, de técnicas
de recuperacidn del producto final, de formas de tratamiento de residuos
y desperdicios; que ya hemos visto hasta aqui, y finalmente del escalamiento

del proceso junto con los criterios de seleccidn
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2.6. DISENO Y CARACTERIZACION DEL PROCESO

En la figura 2.4 se representa el diagrama de bloques del proceso a nivel
‘laboratorio para la obtencién de las fracciones clinicas de peso molecular

40 000 y 70 00C.

Las operaciones a nivel industrial serian las mismas. A continuacidén se presen
ta, a manera de ejercicio, el esquema numérico de cuales serfian los requeri-
mientos de materia prima y de equipo, tomando arbitrariamente una produccidn

mensual de:
1 tonelada de dextrana nativa

472 Kg de fraccidén 70 000
506 Kg de fraccibén 40 000

Esotas cantidades se fijaron con base en los rendimientos obtenidos.

Dicho an&lisis se efectuaria en forma similar unma vez efectuado un estudio

de mercado.

El calendario de actividades quedaria distribuido de la siguiente forma:

1% semana Proceso de fermentacién para la produccién de 10 500 1 de sobrena—

dante de fermentacidén con actividad de 160 UDS/ml.

28 gemana Reaccién con 3 500 1 de enzima en un volumen total de 14 000
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1 al 152 de sacarosa para producir 1 ton de dextrana de alto

peso molecular.

3% gemana Reaccién en las mismas condiciones para producir 1 ton de dextrana

e hidrolizarla para obtener 236 Xg de P.M.= 70 000, y
4% gemana Igual a la tercera.

En la Figura 2.5 se muestra el diagrama de flujo del proceso a nivel Indus—
trial. Se describen las condiciones de operacién asf como los volémenes de

los recipientes para la capacidad supuesta.

En la Tabla 2.4 se enlista el balance de costos mensual de materias primas
para el proceso con el fin de determinar la contribucién de este rubro al
costo de produccidn, considerando que en los Procesos BiolSgicos es justamente
la matreria prima la que contribuye hasta en un 80Z en los costos de produccién

De dicha tabla pueden estimarse los costos de cada fracciém obtenida:

$/Kg dextrana nativa = 1/3 $ fermentacibn + 1/3 $ sintesis

1 000 Xg

$/Kg £50 000 = 1/3 $ fermentacidn + 1/3 $ sintesis + 1/2 $ hidrdlisis= 5225.64

452 Kg

$/Kg £,, 000 = 1/3 fermentacidn + 1/3 $ sintesis + 1/2 $ hidrblisis = 4 902,48
506 Kg
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CANTIDAD COSTO POR UNIDAD

SUSTANCIA REQUERIDA (Grados Industriales) COSTC EN EL PROCESO
MENSUAL (Agosto de 1987) ($)
Kg. ($) (incluido IVA)
Sacarosa
(azficar esténdar) 7,283.11 496,302.62/ton 3'614,572.80
tracto de Levadura 212.00 7'555,669.80/ton 1'601,802.20
Ki“POL 212.00 4'919,245.30/ton 1'404,288.00
MgSOA 2.12 546,41/kg 1,158.40
F9304 ' 0.10 377.72/kg 37.72
MnSOA 0.10 2,720,00/kg 272,01 . :
CaCl2 5,27 5,593.23/kg 29,476.36 :
NaOH 350.80 1'391,039,90/ton 487,976.83
HZSOQ (Conc.) 362.29 . - 188,001.10/ton 68,094.00
Alcohol Etilico 100,076.24 1,283.40 se recupera

$ 7'207,687.40

#* litros.
Balance de Costos mensual de materias primas necessrias para
producir 1 ton de dextrana nativa, 472 kg de fraccién
70,000 y 506 kg de fraccién 40,000,



$/Kg de dextrana nativa - 2 245,58

2.6.1. Rentabilidad. Factibilidad del Proceso

En cualquier fase de investigacién es necesario tomar decisiones sobre el
aprovechamiento éptimo de los recursos disponibles. En las fases de diseiio,
construccidén y operacidn estos recursos limitados se transforman er recursos
de mayor valor.

Tanto durante el disefio como durante la operacién del sistema debe tenderse
a un aprovechamiento Optimo de los recursos, es decir, deben minimizarse
el costo de insumos y maximizarse el valor del producto. Esta transformacién
de un conjunto de recursos en otro grupo de mayor valor debe realizarse no
solamente de acuerdo con las leyes fisicas que gobiernan al proceso de trans—
formaciém, sino también tomando en cuenta factores econdémicos, de ahi la

importancia de esta seccidn.

En res@imen, cuando nos enfrentamos a un problema de analisis o de diseifo,

se tienen que tomar en cuenta los factores siguientes:

1. Las leyes fisicas o de otra indole que gobiernan la transformacibn

de insumos en productos, como hemos estudiado hasta aqui.

2. El valor asociado a los insumos, o sea, a los recursos empleados por

el sistema.

3. E1 valor de los productos generados por el sistema.
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Para tomar esta decisién, respecto a la asignacién mas adcuada de recursos,

es npecesario conocer el modelo que relaciona los insumos con el producto.
Este modelo se conoce con el nombre de funcién de produccidén. El problema
de optimizacibén consiste en maximizar el incremento de valor, sujeto a las

restricciones de la funcidén de produccién.

Para optimizer y determinar la factibilidad de este proceso se determind

utilizar el Método Simplex (Véase anexo 1) por las siguientes razones:

i. Es un proceso nuevo que no se cuentan con antecedentes histéricos.

Lo que implica las siguientes consideraciones que se pueden limitar.
ii. La demanda del producto aumenta con el tiempo.
iii. La capacidad de produccidén se puede ampliar.
iv. Los inventarios se pueden acumular o reducir.
v. E1 método no se ve afectado por cambigs tecnoldgicos e inflacidn.

Por lo cual el modelo unicamente determina el &ptimo de productos a producir

exclusivamente para que sea rentable el proceso.

Disefio Experimental

Asignacién Optima de Recursos Limitados
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Descripcién del Problema -

En una planta industrial de fermentacidén, se cuentan con los,éiguientes;éjéﬁt 

pos:
A. Tanque de Preparacidén del Medio de Cultivo
B. Esterilizadora
C, Fermentador (Tanque de Reaccibn)
D. Tanque de Precipitacién
E. Tanque de Hidrélisis
F. Centrifuga
G. Tanques de Fraccionamiento
H. Secador por Aspersibém
I. Pulverizador

En dicha planta industrial se pueden manufacturar productos:

a. Biomasa 1
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b. Dextranas de bajo peso molecular 2
c. Dextranas de alto peso molecular 3
El tiempo (horas) empleado por cada miquina para el acabado del producto,

el nlmeroc de horas efectivas de trabajo de cada equipo y la utilidad neta

obtenida por la venta de cada producto terminado estidn dadas en la siguiente

tabla:
Ches) PRODUCTOS
Tiempo 'Gtil de

Tipo de Equipo Trabajo al mes 1 2 3
A Medio Cultivo 125 24 24 24
B Esterilizador 150 16 16 16
C Fermentador 600 14 14 14
D Precipitacién 492 2 yJ 2
E Hidrblisis 585 5 5 5
F Centr{fuga 418 3 i!, 3 3
G Fraccionamiento 375 - o b$ 3
H Secador 492 . - f:_ﬁ" 6
I Pulverizador 492 : - l ;32;; ‘ 2

Porcentaje que se Utilidad . : .
obtiene del costo Unitaria ($) 235 90. 100
de producto e




Condiciones de Operacién y Limitaciones

Para que la produccién sea rentable se requiere que el nimero de articulos

Kg/elaborados sea mayor de 1 200 por mes.

Determine el nimero de Articulos de cada tipo que se deben producir en el

mes para que, la ganancia obtenida sea mAxima.

Hay que considerar que todos los productos elaborados son vendidos.

Nota: Rentabilidad en términos de unidades producidas por unidad de costo.
Solucién:

El Modelo Matemitico del problema planteado es:

Haxz=x35x1+90)5 +100X3

Restricciones:

2% X +24%, +24%X; < 125
"16x1+16x2+16x3 =150
laxl+14x2+14x35600

2x1+ 2x2+ 2X35585

5X1+ SX2+ 5x3\<492

3% + 3x2+3x3<=418

3 3 =375
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Con las Restricciones

24 x; + 24 X2 + 24 X% + x4 - 125
16 16 16 + x> ' - 150
14 14 14 + x6 = 600
2 2 2 + X7 = 492
5 5 s + X8 = 585
3 3 3 + X9 = 418
3 3 + X10 = 375
6 6 + X11 = 492
2 2 + X12 . = 492
X1 o+ X2+ X3 - X13 + X14 = 1 200"
M = 10 Vector de Constantes
N = 14 Matriz de Coeficientes Estructurales Independicntes
24 24 24 1 000 0 0 0 0 0 0 © 125
16 16 16 6 1 0 0 0 0 ©0 0 0 0 O 150
14 14 14 0 1 0.0 0 0 0 0 O O 600
2 2 2 o0 1 0 0 0 0 0 0 O 492
g= 5 5 5 0 1 0 0 0 0 0 O PO = 585
3 3 3 0 1 0 0 0 0 0 418
o 3 3 0 1 0 0 O O 375
0 6 6 0 1 0 0 O 492
0 2 2 ¢ 1 00 492
1 11 0 -1 1 1 200

Coeficientes de Costos de la Funcién a Optimizar
c = 35, 90, 100, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, -
ASK = MAX



#% SALTDA DEL PROGRAMA **

Toma de Decisiones bajo condiciones de incertidumbre.

a. Criterio Max-Min

El valor 6ptimo es: O0.50 A, — Ry
b. Criterio Max-Max:

El valor 6ptimo es: 1.0 Al - Rl
c. Criterio de Hurwicz:

El valor 6ptimo es: 0.93 A, - R, = 0.5

1 2

d. Criterio de Arrepentimiento:
El valor b4ptimo es: O.80 AZ - R2
e. Criterio de Laplace:

El valor &ptimwo es: C.88 A, - R
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ALTERNATIVAS

Tiempo de
R 16.5 12.0 10.0 8.0  Fermentacidn
g {(hrs)
|4 12,000 1.00 0.92 0.74 0.50
L
T
A
D 15,000 0.93 0.80 0.65 0.48
o .
S
22,000 0.79 0.64 0.59 0.42
Kgs/nes
producidos.

Tabla 2.4. Matriz de Alternativas - Resultados

Los valores mostrados en esta figura corresponden al valor presente de cada
comb}inacién alternativa—-resultado; calculado de acuerdo com:

El rendimiento y tiempo de fermentacidén estfin tomados de la fermentacidn
retroalimentada en volumen de 4.0 1 con control de pH; Grifica 2.9. Multiplica

dos por 1la relacién de aumento en la produccién mensual, calculado a partir

del método Simplex.

Para decidir cual criterio elegir entre varias posibles alternativas, reduci-

das a sblo tres; se puede determinar si lo colocamos en funcién de un sélo

atributo:

a. Por rendimiento y Calidad: A; - R1
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b. Por Rentabilidad Global del Proceso: Ay - R2

c. Por Criterio bajo Condiciones de Incertidumbre: Az - R2

#%  SALIDA DEL PROGRAMA ¥

Optimizacién de la Produccidn de Dextranas.

Método Simplex.

#1% Jos valores que optimizan la funcidn son :

0.15326E+04

%
Xq 0.22896E+04
X, 0.18742E+04

Valor de la funcidén que se estd optimizando:

0.493643E+06
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2.7. SIMULACION DEL PROCESQ.

De acuerdo con el objetivo general planteado en este trabajo, para la reali-
zacidén de diferentes tipos de simulaciones en este proceso; y considerando
que no se tienen los suficientes datos histbéricos para poder validar los
resultados que se pudieran obtener de dichas simulaciones, se disefic una

experimentacién de sisulacién de tal forma que diera validez al programa

utilizado, comparando los resultados obtenidos con estas simulaciones vy

los resultados experimentales de este trabajo.

Para tal efecto se realizaron:

a. Estudio cinético de la dextransacarasa (grafica 2.22), en donde se
evalila la desviacién que se tienen con los datos experimentales obte—
nidos en este trabajo. El indice de correlacidén es de 0.793, el mis
cercano obtenido con los valores de las constantes cinéticas obteni-
das en este trabajo.

Se wmuestra esta comparacibén graficamente (grafica 2.24).

Se efectfia una simulacién del proceso para obtener la méxima concen—
tracién de sacarosa en funcidén de su productividad.

Para esto se evalud el modelo obtenido en la experimentacibn de este
trabajo y que se muestra en el Capituloc de conclusiones. Los resulta-
dos se observan en la grafica 2.23.

El indice de correlacién obtenido con los datos experimentales fue

de 0.843.

Por iltimo se simulo el proceso de sintesis de dextranas evaluande la
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T e

velocidpad especifica de crecimiento, variando diferentes volumenes de
reaccidn, En la gréfica 2.21 se muestran los resultados obtenidos con el

program‘na utilizado; ademis del volumen de 400 1lts., que fue el que obtuvo

la mini;‘ma velocidad con el méximo rendimiento.
|

Los r%sultados, conclusiones y recomendaciones generales estln incluidas

|
en el capfitulo siguiente.
T

- 135 -



- 9¢l -

velocidad
especifica

de

crecimiento

}L

R A1a Bt A1 0O 62 A IR P30

X001
S48
X010
s

o 4 At
LR PR Py I ST ST

20100 37T 000

PRSI Pt

? p—-u=~-_ng'~~nn-u-“""'

£-91 3. THIH0 L E10R0%6 3,3470440 201 M 100 3.

nanmanen
s

.f...:,,..--x::::":fii‘f"l':::;;;;

tebaN et asims et st esaan e L I R R R LR LRk o T Y
Tiiiitatageiies ""%i
e

tiempo (hrs)
Gréfica 2.21.Simulacién de la velocidad especifica de crecimiento

a diferentes volumenes de fermentacibn.
2122 0.5 1ts . 111 400.0 1ts
vt 3.0 lus 333 14,0 1ts



SudAAREAAA44ARA4AARARAAMAARARAARAARAAREAE AAAGAAAREAAL ARASSAASARAAASAAAAARAAAS

Velocidad

(g1~ minh)

inicial.

- 187~

80

60

0

4

20

% de sacarosa

Gr&fica 2.22. Simulacién del estudio cinético de la dextransacarasa.



I - TR R B R B o B I I e

0. 5QGen-e

0:25

®.,0008 -01 1.woct 0)
— .-

- 1

SRAFICA DE LA FUNCION. S, ! =} Tm Vmix

— + Ko 1z (1-x)"}
\ ki 2x - 12

2

BAOK -0 A.000L - 81 T.OA-O1 B.0%0L 0T F.COMCWT 3 SUSLIen

ol vt 40008 N 3.
PR P i g

3
. . . - - - . - -
i : : : : : : : H
H : : : M MR : : -
o1 S . . - . .. . -
eog-23 L . - - - - E 3 - - -
H . . . . : : : H
~o0l-8% - . - - L} - - L. -
H N : : : : . : H
ton-01.1 . . . . . . - -
H : : : [ : : : .
*ooL+00 3 . . - = - - - - -
H . . : I : : :
FO0K+00 T . . . . - .
S : . L : : H
~opaece 3 : MR : : H
H : 9 : : H
~OLID0 § - L] - -
H : . : i
SBOE +0e T - L .- te
- » - . . .-
oooteos 1 - - . ‘. -
. : : : H
Dooreoe 1 0l . - L4
H . : : .
—hii e 1 LI - - .
. - - - -
proves | - . e
L] - . -
BOSC S 3 - . -
H : : H
[ O = - .. .
H : : : c .
0L 1 = - - - -
. : : : H
ancgeso 1w : M : H
- - - - -
REtee I = . - - -
. : . z -
BEEHS I R . - - »
H . : : -
COBCHM® &I & . - . - -
H : . : " -
2004 400 1M - - . - .
. : M : z .
4OOLIve IR - . al - -
: : : M .
SeOL+0R LN - - .t - -
» . : : . : H
esccive Tn : : : : S H
- : . N z
POUCHee IR - - - . -
. : : : : : M
20ueed IR - - - - - -
H : : : : . . .
-AO0CI100 W - - - oW - - o
- - . . - » - L3
ASOL400 B - - . - . - - E3-
. : : I - : M : : H
WOLL +08 R . - . - - - . - Ly -
. . : . M : : : : : H
SOVEHON B . . s . T e - - - - - ki-
] . - . . - . - . - -
osceea = : . : : :e : : . : am-
. : . B . .
- 100 - LA 300 L 400.. 500
-1
g 1 sacarosa
26
Grafica

2,23, Simulacién para obtener la concentracidn

necesaria para la obtencidn méxima de

sacarosa.

- 138 -



Mi .
{31 /min)

v toe v b 1ot o B g
*

- 10 20 10 & - 50 3

U CBRAFICAH 2124, Estudis Cinetico de: 14 Texiransicarasa.

o - = Rzal.

o~ L Bimulada.

Indioe s Siere Varisn e LT

- 139 -



CONCLUSTIONES

A. CINETICA

De las graficas 2.14, 2.15, 2.16 y del andlisis de éstas, se presentan las
siguientes alternativas: ’
1. La produccién de dextranas empleando bajas concentraciones de sacarosa
se lleva a cabo a la mayor velocidad de reaccidn posible.
2. S6lo se logra obtener altas concentraciones de producto (dextranas)
partiendo de altas concentraciones de sustrato, lo que va en detrimento

de la velocidad de reaccién.

Esta situacién hace pensar en la existencia de un valor &ptimo de concentra—

cién inicial de sacarosa, que resulte en una mAxima productividad.

El sistema fué analizado de la siguiente forma:

finiendo la productividad como:

P = dextranas producidas

tiempo invertido en la produccién

P = Sox C-1
t

muertos * treaccién
Debe existir un Sptimo para el cual:

dP =0 © C-2
ds .
o

- KO0 -




Sustituyendo el tiempo de reaccidn, por el que predice el modelo de inhibicidn

por exceso de sustrato se obtiene:

P = Sox _Vmax c-3

-1 2 2
thuertos vméx + Km Ln ( 1-x) . + Sox + Kigo (2x-x)

Derivando esta expresién con respecto a So y despejando el valor de concen-

tracién incial, se obtiene:

i * Kg 1o (1-0)7h
Psx B2 =D
2

So = tmuertos vm

Al sustituir los datos obtenidos para los pardmetros cinéticos, considerando
que los tiempos muertos (lavado, vaciado y otros) son minimos y para una
conversidn del 0.99, esta ecuacidn predice un valor de 150 g/l. de sacarosa

inicial para obtener una mAxima productividad.

Estos resultados fueron verificados experimentalmente de la siguiente forma:

En la ecuacidédn C-3 se sustituyeron los tiempos de reaccidn necesarioc para
alcanzar la miAxima conversiénm provenientes de las corridas a diferel:ltes con—
centraciones iniciales de sustrato. En la grafica 2.17 puede constatarse,
que en efecto, una concentracidén inicial de 150 g/l. resulta en una mixima

productividad.
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B. FERMENTACION

Del diagrama de flujo de la figura 2.3 con un tratamiento para un litro se

tienen las siguientes conclusiones:

1. Con respecto a la dextrana nativa antes de la hidrdlisis, un 23.62
es obtenido como dextrana de peso molecular promedio igual a 70 000
Fracciédn que puede ser empleada como expansor del volumen sanguineo
conocida como dextrana clinica.

2. El1 25.3 Z de 1la dextrana original es obtenida en la fraccidén con
peso molecular promedio de 40 000, que de acuerdo a los anilisis, puede
ser empleada en la formulacién del complejo hierro-dextrana.

3. El1 19.72 es obtenido como dextrana de peso molecular entre 10 000 y
40 000. )

4. El1 rendimiento global en productos de interés farmacéutico, resulta
ser entonces del 48.9Z7.

5. Las distribuciones som en 1o gencral adeo

a

]

]

1
4]
[
4]
A
[+)
¥
i
[+
[+
7]
1]
P
O
<]

de los productos.

6. El rendimiento es superior a los reportados en la literatura ( Sohns
y Rogovin, 1954, referencia 66), obtuvieron 38Z% de la fraccién 70 000
y OZ de la fraccidén 40 000 de P.M.

7. El extracto de la levadura Yestal 400 fabricado por Arancia Ingredientes
Especiales S.A. de C,V.,, resulta de mayor eficacia con respecto al de

Bioxon, debido a que con Yestal-400, Leuconostoc mesenteroides crece

mejor y procduce niveles enzimAticos mis altos.
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8. En 1lo referente a la fermentacidn retroalimentada, al escalar el proce-
so a u volumen de 14 litros, se alcanzaron iguales niveles enzimiticos

que 0.5 1. ( 160 vs. 170 UDS/ml).

Al comparar estos resultados con los reportados por Lbépez (1980), para la
fermentacién retroalimentada en 3 litros, se encuentra que practicamente

son los mismos (160, 170 UDS/ml vs. 180 UDS/ml).

C. SINTESIS ENZIMATICA.

1. El modelo matemAtico elaborado describe adecuadamente el comportamiento
cinético de la dextransacarasa considerando el efecto de inhibicién
que sobre dicha enzima ejerce el exceso de sustrato.

2. De igual forma, la ecuacidén de disefio para un reactor agitado intermiten
te es apropiada, ya que experimentalmente se comprobd el valor de 1la
concentracidn de sacarosz que resultz en una mixima productividad calcula

da a partir de una expresidn que se deriva de dicha ecuacidn de diseiio.
D. PRODUCCION DE DEXTRANAS DE INTERES FARMACEUTICO

1. Con la técnica desarrollada en cromatograffa liquida de alta presién
p.ara el anAlisis y cuantificacidén de dextranas hidrolizadas y fracciona-
das, se pueden diferenciar las fracciones 70 000 y 40 OO0 en peso molecu-
lar.

El tiempo necesario para el andlisis de una muestra utilizando esta
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técnica no rebasa 20 minutos, comparando con el tiempo que se alcanza
en los analisis en GPC.

2. Trabajando con las mismas condiciones de temperaturas y acidez en 1la
hidrélisis, se obtuvieron las dos fracciones de interés en menos tiempo
que el reportade en la literatura donde sdlo obtienen 1la fraccidén de
mayor peso molecular.

3. Los rendimientos de dichas fracciones fueron en suma, mayores que los

publicados en las fuentes de informacidn.

E. DISENO Y CARACTERIZACION DEL PROCESO.

Con la informacidén obtenida a lo largo de la experimentacién que implicd
el presente trabajo queda definida la Tecnologia a nivel laboratorio para
la produccién tanto de dextranas de alto peso molecular asf{ como las fraccio-

nes de interés clinico.

Adicionalmente y a través del ejercicio de escalamiento efectuado, se estable—
cieron los criterios necesarios para la definicién de las condiciones del

procescs a escala Piloto e Industrial.

Igualmente a manera de ejemplo se estimaron los costos de produccibén de esta

im portante materia prima, los cuales son los siguientes:

a) Costo de materias primas requeridas en el proceso:

Costo

Necesarios para producir Obtencidn Comercial
1000 Kgs Dextrana Nativa $2,245,000 $11,898,500
472 Kgs de Dextrana Fraccién 70 000 $2,466,483 $11,396,406
506 Kgs de Dextrana Fraccién 40 000 $2,480,412 $10,461,396
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b) Por lo que existe una diferencia del 534Z de costo de produccidn y
del costo comercial, por lo que aln restando la depreciacién del equipo
e instalaciones (200%) hace que la produccién industrial de Dextranas
sea factible, necesaria y competitiva en el mercado interno mexicano.

c) De el nGmero de Kgs mensuales a producir, para que el proceso sea renta—
ble (Tabla 2.5) se observa una capacidad total de la planta del 53.1%.
por lo que se puede soportar un aumento en la demanda sin una nueva

inversidn en equipo.

G. SIMULACION Y ESCALAMIENTO

1. De los diferentes métodos de validacibén en el Area de simulacién, el
método grifico es el mAs comunmente utilizado en la validacidén de la
la misma. En las gré&fica 2.24 se muestran la comparacién de los
resultados experimentales obtenidos con los resultados de simulacidn
del programa. El 4indice de correlacién, que nos sirve para temer un
valor comparativo a la variacidén explicads, nos mnuestra una relacidn
cercana a los datos experimentales.

2. Cumpliendo con el objetivo de la simulacidén; las anteriores gréaficas
se pueden utilizar para experimentar con situaciones nuevas de las cuales
se tienen pocos datos; ademAs de que se pudieron verificar las soluciones
analiticas obtenidas en este trabajo de investigacidn.Gréfica 2.22 y 2.23.

3. Con el fin anterior se realizé la grafica 2.2l para establecer un crite-
rio de escalamiento, por. lo que se simuldé la velocidad especifica de
crecimiento a diferentes volumenes de fermentacién. De tal gré&fica,

después de vsrias corridas de simulacién se decidid escalar el proceso

a 400 litros de volumen del fermentador.
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4, Todos los problemas de escalamiento que se pudieran presentar en este
proceso se magnifican una vez que se avanza del procesamiento por lotes
al procesamiento continuo. Este {iltimo caracteriza a la industria petro—
quimica y acoplado a sistemas de control computarizado, permite econonmias
de escala importantes en la produccién masiva de productos de bajo valer
agregado. En cambio, el procesamiento por lotes, en donde un solo lote
de material se procesa de principio a fin, domina la biotecnologia actual
y constituye su principal liga con la biotecnologia tradicional. Ademis,
de que a gran escala, para la produccién de altos volumenes de productos
de bajo wvalor, el procesamiento por lotes no es ni econdmicamente ni
técnicamente viable. En otras palabras, si se va a poder competir con
la industria quimica en general, la biotecnologia tiene que adoptar
el procesamiento continuo. Hay ejemplos existosos de procesos de ferwen-—
tacién continua a escala comercial, especialmente en la industria cervece
ra y en la produccidén de proteina unicelular. Pero todavia no coastitu—
suficientemente bases para la generalizacidén del procesamiento continuo
sencillamente porque hasta ahora la complejidad del proceso ha impedido
el desarrollo de técnicas de control y de recuperacidén del producto
gque pueden ajustarse a los parametros econdmicos estrictos que se tienen

que fijar para hacer comercialmente viable la biotecnologia a gran escala

La recomendacién fundamental es: en la industria quimica las condiciones
y los costos de procesamiento se disefian y se calculan a partir del modelaje.
computarizado y de la prediccién lteérica. Para la biotecnologia, en cambio,
el modelaje computarizado apenas empieza a rendir resultados. Predomina el

empirismo en el disefio de bioprocesos y en el cdlculo de sus costose.
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Una situacibén, en fin, que caracteriza a las tecnologias radicalmente'nuevas.
Los logros de laboratorio han demostrado que el potencial de la biotecnologfa
es inmensa. Falta atacar y dominar los problemas de escalamiento. Las compa-
filas que empiezan con esto, ahora, serin aquellas que , quizd en una década

mis, obtengan beneficios considerables.
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ANEXO I

OPTIMIZACION
1. APLICACIONES

En diversas situaciones, para la toma de decisiones relacioqadas con el uso

r

eficiente de una serie de recusos o asignacibn 6éptima de recursos limitados,

. . \ .
es necesario construir un Modelo MatemAtico; como se plant‘eé la necesidad

en los capitulos anteriores.

En diversos problemas de Ingenieria y aplicaciones socio—l‘econ6m\icas. como

i

son los de disefio, planeacidén de sistemas y asignacién de I‘ECJ‘J!'SOS, es necesa—
|

rio determinar el valor minimo o miximo de una funcién. El valor de una fun—
|
|

cidén puede representar el costo de un diseiioc o de un sist o el beneficio

de une determinada politica de asignacidén de recursos, entre ‘\otras funciones.
|

La funcidén por optimizar (maximizar o minimizar) recibe el |nombre de funcién

|

objetivo y puede estar sujeta a restricciones, /

2. FUNCION OBJETIVO Y RESTRICCIONES [
|
I

|
El objetivo de esta seccidpn es describir las técnicas de optimizacidn que

|
|
se emplearon en el andlisis de este trabajo experimenta}‘. Se ha seifialado

|
s . Py | :
anteriormente que durante la sintesis de sistemas es n‘ecesario maximizar

|

o minimizar una cantidad, que es la medida de efectividad|de una determinada
|
. i
operacion. |
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Nu se prelende cubrir en forme oximustiva aste tdpico que es sumaucnte amplio.
Solamente se dar&n a conocer las técnicas de optimizacidén utilizadas; por
ser las m&s importantes. Se harf hincapié fundamentalmente en los aspectos
de aplicacibn. Para profundizar en las bases teéricas de estos procedimientos

se sugiere referirse a la bibliografia.

La formulacién matemética general de estos problemas es la siguiente:

Encuentrese el valor de las varjiables (X , X, ..., Xn) que maximicen o minimi

cen a la funcién M llamada funcién objetivo.
M= MO LKy, eeey XD

Sujeta a las siguientes restricciones:

Ci ( XyeXpy ooy xn) =0 para i =1, ... p
Ci ( XysXo, ...,xn) Opara i = p+1, ... T A. 1

Ci ( Xj3Xps sees xn) Opara i=r + 1, 0. m

Por razones que se sefialan en la seccién de programacibén lineal de este
anexo es deseable que todas las restricciones sean igualdades, es decir del
tipo.,

Ci ( X)sXps wees xn) =0 para 1 =1, 2, ...N

3. TECNICAS DE OPTIMIZACION

Entre las técnicas de optimizacién, la programacidén lineal es la wéAs empleada,
ya que al no ser una técnica de enumeracibén de posibles soluciones y posterior
blisqueda entre ellas de la 6ptima, no requiere de la gran capacidad de memoria

que se necesita para los problemas de programacién dinémica. AdemAs resulta
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vn mésodo couputacionelmente muy zficiente (rapido).

Al tratar cualquier problema de programacidn lineal o de programacidn dindmica
cada una de las rtécnicas de optimizacién, impone tanto a la funcidn objetivo
como a las restricciones, determinadas condiciones. Entre mis estrictas

son estas condiciones, tanto mis eficiente es la técnica de optimizacién

correspondiente. La programacién lineal al imponer condicicnes sumamente

estrictas, es de una de las té&cnicas més rapidas y poderosas de optimizacidn.

Es importante aclarar que la naturaleza del problema de optimizacibdn indica

el tipo de tecnica que debe emplearse para la solucibén. Si un problema no

cumple con las condiciones que impone alguna de las técnicas de optimizacién,
es posible, frecuentemente, reformularlo para que cumpla con las restricciones
de determinada técnica de optimizacidn.

Antes de describir el w&todo simple de programacidn lineal, se introducen

algunos conceptos preliminares adicionales.
4, SOLUCION FACTIBLE

Probablemente es dificil familiarizarse con el conceptoc de punto en un espacio

de N dimensiones, donde N es un nimerc que puede ser mayor de tres. En este

trabajo al hablar de las coordenadas de un punto, estas no necesariamente

se restringen a tres. Es decir, se hard una extensidn del concepto geométrice

detres coordenadas de un punto del espacio, a N coordenadas.

Se emplearadn en forma indiferente los términos de coordenadas de un punto
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o veriables (XI'XZ’ eees Xn) se designarfn con R la regidén del espacio de

N dimensiones cuyos puntos satisfacen todas las restricciones,

Para poder ilustrar este concepto, consideremos las siguientes condiciones:

x1+x2$4
2, + X, £ 6

1 2
Xl 20
X, >0

Para dererminar la zona donde se cumplen las 4 restricciones es necesario

encontrar la regién del plano, donde se satisfacen simultAneamente las 4

restricciones, Para visualizar esta =zona se sobrponen las =zonas mostradas

en la figura 1.

Recibe el nombre de SOLUCION FACTIBLE de un problems de optimizacidn, cual-~

quier punto o conjuntc de variables.

x = (xl.xz, caes xn) que satisfacen las restricciones

L.a regidén R esté formada por 1lo tanto por todas las soluciones factibles

x; empleando la terminologia de la teoria de conjuntos se puede escribir:

X € R

*
Un punto X que satisface las restricciones ¥y por lo tanto es una solucién

posible del problema de optimizacidn y ademls cumple con la condicidn:

M XY <M (x), xeR

recibe el nombre de minimo global de la funcidn objetivo M (x) que se definid
anteriormente
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Ea deciz x* es un punto o conjunto de valores ( xlé.xz*. ceed xni) de las
variables del problema de optimizacibén, que cumple con las restriccioaes
del problema y para el cual 1la funcibn objetive M (x) es menor que para
cualquier otro punto. Tal es el objetivo de cualquier técnica de optimizacién

de encontrar precisamente ese punto.

5. PROGRAMACION LINEAL
5.1. Introduccidén.

El propbésito de la programacién lineal es encontrar la solucibén Sptima que
maximice o minimice la funcién objetivo (también de tipo lineal) y que satisfa
ga las restricciones. De los métodos existentes probablemente el mis empleado

es el método Simplex de Dantzing (58), que se usard para el programa.

Las caracteristicas que debe de reunir el tipo de problema de programacidén

lineal que se tratari son:
. Que el modelo sea deterministico (paridmetros constantes)

i

2. Que las variables sean no negativas

3. Que el {inico objetivo sea maximizar o minimizar
4

. Que las variables sean divisibles, es decir, que puedan adquirir valores

fraccionarios.

La estructura general de un problema de programacidn lineal es:

Funcién Objetivo
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Max n
& Z=3 CX;
Min fel

5.2. METODO SIMPLEX
5.2.1. Objetivo

Obtener la solucidén 4ptima de un problema de programacidn lineal mediante

el método Simplex,

La estructura general de un problema de programacidn lineal, en forma compacta

ess
Max T.
ry Z=CX
Min
sujeto a:
AXZ B
¥ o . : ’ _ A. &

5,2.2. Método.

Considérese el siguiente modelo de programacién lineal para un sistema:

Funcidén objetivo:

Max n .
5 Z =9 C Xy A. 7
Min i=1

Restricciones:

n
= AsXy B k=L2,...,n S A B

i=1
W



condiciones de negatividad:
xi7/ (o} 1=1,2,004,n A.9

Para obtener la solucién de este modelo, es necesario convertir las desigualda

des (A.8) en igualdades. El planteamiento del problema es el siguient‘;e:

funcioén objetivo: Max .
[ Z = Z C 1)(1 T A. 10
i=l
Min
restricciones:
n ) ;
Z Akix:i. =Bk k=1,2,..e, n : A-ll
i=l )
condiciones de no negatividad:
Xi}O i=1,2,000,] A. 12

donde las variables Xi para i = n + 1, ..., j son variables de holgura arti-
ficiales. Los coeficientes de costos Ci para i = n = 1,..., j tienen los

siguientes valores:

O si corresponde a una variable de holgura

C1 = O si corresponde a una variable artificial y

esta minimizado Z.
i= n+l,...,3

0 si corresponde a una variable artifieial
y esta maximizado Z

La primera solucidn bAsica (no nula) se forma con las n variables que tengan

coeficiente unitario positive y solo aparezca en una ecuacidén. Las variables
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que no forman parte de la base tienen valor nulo.

El proceso del mfétodo Simplex consiste enir cambiando las variables que perte-—
necen & la base en forma sistemitica, hasta optimizar la funcién objetivo.
Para describir el proceso se considerard que se desea minimizar Z; lo anterior

no origina ninguna restriccién puesto que min Z equivale a max (-Z).

Al seleccionar la primera base o solucidén factible inicial del sistema, los

elementos de la figura A.2 tendrén el siguiente valor:

Ags T %y

*
By =B

c * .ot ot ¢

Z; -Gy = 0 b e A 00 -G
=c* " ¢t B*

ZO 11+---+ - o

* *
X jseeey . X o ° variables que forman la primera solucidn
basica.
* * . N
Cc 1000 C o coeficiente de costos correspondientes

a las variables de la solucidn bisica.

Para resolver el sistema de ecuaciones representado en la figura A.2 se aplica
el método de Gauss-Jordan.
La seleccién del elemento pivote para efectos de minimizado se describe a

continuacibn:

1) Analizar los evaluadores netos Zi - Ci para toda la i a fin de determ:
nar si ya se optimizdé la funcibn objetivo. El minimo se obtiene cuand.

(2i - Ci) 0 para toda i, si este se cumple, se detiene el proceso
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el valor de las incdgnitas gque forman la base es la solucidn optima.

En caso contrario continuar.

2) Examinar todos los (Zi - Ci) 0 y seleccionar como columna del elemento
pivote la columna j con el miximo valor (Zj - Cj) 0.
3) Para asegurar la factibilidad de la nueva solucién, el renglén k del

elemento pivote serd aquel para el cual se tenga el minimo valor

* *
(B-lk/A kl) donde A ki 0; j corresponde a la columna seleccionada en
*
el paso (2). La solucidén serd no acotada cuando A Kkj O para toda k.
4) Introducir en la base la nueva variable basica xj. es decir, hacer
X, ¢ =c
k= %37 Cyp =0y
5) Aplicar el nmétodo de eliminacién de Gauss—Jordan a la seccién II de
+*
de 1la figura A.l pivoteando sobre el elemento A i Al efectuar esta
3+
eliminacidn, 1les nueves valeores B 3 corresponderdn a los valores
*
(solucién) de las variables que forman la base X i Las variables no

bésicas tienen valor nulo.

6) Regresar al paso (1).

Se puede presentar el caso de que el problema sea ciclico o degenerativo,
lo cual es una posibilidad muy remota en problemas reales. En previsién
a lo anterior, se debe establecer un nimero mAximo de iteraciones al implemen—
tar el algoritmo en una computadora. Si se tienpe un sistema con n restriccio-
nes se requeriran aproximadamente 2n cambios de base para llegar a la solucién
béptima; en base a esto se pueden establecer el mAximo nfimero de iteraciones

a efectuar.
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En caso de que aparezcan variables artificiales no nulas (si se emplearon)
en la solucidén bptima; en base a esto se puede establecer el méximo niimero

de iteraciocnes a efectuar.

En caso de que aparezcan variables artificiales no nulas (si se emplearon)
en la solucidén 6éptima, serd necesario aumentar la magnitud de sus coeficientes

de costos y volver a aplicar el método Simplex al sistema de ecuaciones.

En el programa se imprimen los datos, a continuacién se dan los valores de
las incégnitas que forman la base, el valor de la funcién objetivo y los
evaluadores netos para cada iteracién. Al final se imprimen los valores
de las variables de la base y el valor 6ptimo de la funcibdn objetive. Las

variables que no forman parte de la base tienen valor nulo.

5.2.3. Descripcién del programa

a) Subrutinas requeridas:
Ninguna

b) Descripcidén de las variables:

AMAX valor del maximo evaluador neto Zi -c, 0

AMIN valor minimo cociente B*k/A*ki

ASK variable que indica el tipo de optimizacién
a efectuar (MAX o MIN)

ATEMP  variable de remplazo

B(1,j) elemento Ai de la matriz de coeficientes estruc

3

turales.
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C(i,3)
COI{i,i)

D{i,D

IR e IW

LA(L,1)

SEEBS

PO(4,1)

VALZ

coeficiente de costos Cj de 1a funcién objetivo.
coeficientes de costos de 1las incégnitas que
forman parte de la base.

evaluadores netos Zj - Cj que indican cuando
detener el proceso.

unidades de lecturs e impresién respectivamente.
contador de iteraciones

identificador de 1las variables que formaran
la primera base.

contador

nimero de 1la incégnita que forma parte de 1la
base.

identificador de la base que entrarA a la base.
1imite del nimero de iteraciones.
variable de remplazo.

identificador de 1la variable que entrard a
la base.

niimero de restricciones = nimero de renglones
de la matriz de coeficientes estructurales
del sistema de ecuaciones.
nfimero total de variables (estructurales +
holgura <+ artificiales) = nimero de columnas
de la matriz de coeficientes estructurales,
estipulacibn b; © término independiente del

sistema de ecuaciones,

valor de la funcién objetivo.
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ANEXO T@
TEORIA DE DECISIONES

1. Importancia.
Todos los anteriores capitulos y secciones tienen como finalidad proporcio-
nar elementos de informacidén necesaria para tomar una decisibn, con 1la

que termina una de las fases de ls investigacidn.

El prop6sito de este anexo, es presentar una teoria de decisiones en forma

general. En particular se estudiarén la toma de decisiones concernientes

a este trabajo.

Pueden presentarse diferentes situaciones:
1. Puede ser necesario tener gue decidir entre diferentes alternativas

cuyos beneficios se conocen, este problema se conoce con el nombre

de toma de decisiones bajo condiciones de certezes,
Cuando se conoce la probabilidad de ocurrencia de las alternativas,
se habla de decisiones bajo condiciones de riesgo.
Fimalmente pueden presentarse situaciones donde se desconoce 1la
probabilidad de ocurrencia de resultados. Este problema se conoce‘
con el nombre de toma de decisiones bajo condiciones de incertidum-

bre.

2. Definiciones
Es importante definir algunos conceptos para tener una vigién mhs amplia
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de esta teoria.

a. Por etapa de decisidén se entiende el instante del proceso de anili-
sis en el cual se debe de elegir entre diferentes alternativas.

b. Por alternativas se entienden los posibles cursos de accidén que
‘se pregentan a las personas que realizan el anilisis.

c. A cada alternativa o curso de accibén van asociados una serie de
posibles resultados. Por ejemplo, RiJ representa>el iésimo resulta-—

do asociado a la j-ésima alternativa de una etapa de decisién.

Estas decisiones permiten formalizar el estudio de la teoria de las decisio—

nes.

3. Decisiones bajo condiciones de incertidumbre.

3.1. Caracteristicas

Las caracteristicas de este tipé de decisiones son:

a. Se desconoce la probabilidad de ocurrencia de resultados.
b. Los resultados son los mismos para todas las alternativas.
Dado que las alternativas tienen los mismos resultados es mas conveniente

la situacién de toma de decisiones bajo condiciones de incertidumbre median-

te matrices

En la matriz para tomar dicisiones bajo condiciones de incertidumbre, las
columnas representan las diferentes alternativas (Aj), los renglones corres-

ponden a los posibles resultados (Ri) y el elemento (Vij) representa el
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valor asociado con la ocurrencia del resultado Ri dado que se elija la
alternativa Ai. En el caso de que sucedan simultdneamente, la alternativa

Ai y el resultado Ri el valor del evento se encuentra en la posicibn vij

de la matriz.

Existe una gran variedad de criterios para elegir alternativas bajo condi-

ciones de incertidumbre. Los mAs conocidos son:

a. Criterios de maximizacidn del minimo valor (max min)
b. Criterios de maximizacibén del miximo valor (max max)
c. Criterio de compromisc.

d. Criterio de arrepentimiento

e. Criterio de Laplace

A continuacidn se define cada uno de estos criterios.

a) Criterio de maximizacidén del mipimo valor (MAX MIN).

Este criterio establece que la persona que toma las decisiones debe elegir
aquella alternativa que maximiza el valor minimo que puede recibir. En
otras palabras, se debe elegir la alternativa que se encuentra en la columna

que contiene el mayor de los valores minimos de cada renglén.

Esto es, el elegir una alternativa que garantice en el méAs pesimista de

los casos, la mayor ganancia.

b) Criterios de maximizacién del mAximo valor (MAX MAX)
Este criterio establece que la persona que toma las decisjiones debe elegir
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aquella alternativa que maximiza el valor mAximo que se puede recibir,
En otras palabras se debe elegir la alternativa que se encuentra en la
columna que contiene el mayor de los valores mAximos de cada rengldn.
Esto es, se debe elegir la opcién que garantiza, en el mAs optimista de

los casos, la que obtendri la mAxima ganancia.

c) Criterio de compromiso o de Hurwicz

La decisibén de utilizar cualquiera de los dos criterios antes mencionados,

depende de la personalidad del individuo que toma las decisiones.

Un individuo sumamente pesimista utilizar3 el criterio max min. Este crite—
rio le permite maximizar las ganancias en el peor, o mis pesimista de 1los

casos, que es el que é1 piensa gque puede suceder.

Un individuo pesimista es un individuo con gran aversién al riesgo. Lo curva
de aversién al riesgo de un individuo pesimista tiene, aproximadamente,

la forma que se muestra en la grafica B.2.
Los individuos extremadamente optimistas emplean el criterio max max y
tienen una curva de aversién al riesgo similar a la de 1la grafica B.3 y

tratan de maximizar el beneficio en el mejor de los casos.

Los individuos normales, tienen en general curvas de aversién al riesgo

como la que se muestra en la grafica B.4.
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HURWICZ, propone la utilizacidén de un criterio que combine ambos extremos

tratandc de obtener una solucién de compromiso. Esto se logra utilizando

un indice de optimismo . Dicho indice se utiliza para tomar en cuenta

la personalidad de cada individuo en los valores mAximos y minimos de cada

alternativa. El indice de optimisme varia entre O y 1 . El primer valor

corresponde al extremo pesimista y el segundo, al extremo optimista.

d) Criterio de arrepentimiento

Savage (18) define como valor de arrépentimiento la diferencia entre el

valor méximo de cada resultado y el valor del resultado. En otras palabras,

valor de arrepentimiento es la diferencia entre el valor de cada elemento

de un renglén de la matriz de la figura g 3 y el miximo valor de dicho

rengldn.

El criterio del arrepentimiento establece que la persona que toma decisiones

deberd elegir agquella alternativa que minimice el arrepentimiento. En

otras palabras, se deberd elegir la alternativa que tenga el menor de los

valores mAximos de arrepentimiento.

El criterio de arrepentimiento tiene el defecto de que las decisiones que

se toman al aplicarlo no son absolutas. El eliminar una de las alternativas

hace que cambie el resultado. Es decir, este criterio o es absoluto, sino

relativo; el 6ptimo cambia con las alternativas.
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Figura B, 2, Curva de aversidén al riesgo de un individuo
extremadamente pesimista.

"UTILIDAD RELATIVA
j_ '

UTILIDAD
ABSOLUTA

MIN ) MAX

Figura B,3. Curva de aversidn al riesgo de un individuo
extremadamente optimista.

' i
UBILIDAD RELATIVA

UTILIDAD
MIN MAX ABSOLUTA

Figura B.4. Curva de aversidén al riesgo de individuos normales.
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e) Criterio de Laplace.

Este criterio presupone gque, dado que no se conoce la probabilidad de ocu-

rrencia de cada resultado, todos los resultados son igualmente probables.

El criterio de Laplace establece que la persona que toma las decisiones
debe elegir la alternativa que maximiza el valor miximo esperado. Suponiendo

que todos los resultados son igualmente probables.

La decisién de cual de los criterios mencionados anteriormente se debe

emplear en la toma de decisiones es enteramente subjetiva y depende de

las circunstancias particulares del sistema de estudio.

*“Use una macriz

Allernativas
A, A P
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