
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 
11CUAUTITLAN" 

SIMULACION Y f',,'\ODELADO DEL PROCESO 

PARA LA PRODUCCION INDUSTRIAL 

DE DEXTRANAS. 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

INGENIERO EN ALIMENTOS 

p R E s E N T A 

FRANCISCO ALVAREZ MEDINA 

DIRECTOR: M. EN C. 
JUAN ALFREDO SALAZAR MONTOYA 

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO 1987 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



RESUMEN 

INTRODUCCION 

OBJETIVOS 

I N D I C E 

pág. 
i 

ii 

X 

CAPITULO I. GENERALIDADES. 

l. Antecedentes te6ricos. i 

2. Antecedentes histbricos. 13 

3. Antecedentes tbcnicos. 21 

CAPITULO II. DESARROLLO EXPERIMENTAL Y 53 

ANALISIS DE RESULTADOS. 

CAPITULO III. DISCUSION Y CONCLUSIONES. 140 

BIBLIOGRAFIA. 148 

ANEXOS. 

l. Optimizacibn de funciones. 

2. Teoría de decisiones. 

3. Listado de programas. 



SIKBOLOGIA UTILIZADA. 
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x concentraci6n de células. 
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mt masa total del sustrato. 

~ conversi6n de sacarosa a dextrana. 
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P F. S 11 ti E N 

E1 presente trabajo tuvo como objetivo general el optimizar cada uno de los 

aspectos técnicos para la implementaci6n de un proceso para la producci6n 

industrial de dextranas. 

Primeramente, se obtuvieron las condiciones más favorables de operación para 

la síntesis de dextraoas obtenidas por vía enzimática. Se siguió el curso 

de reacci6n para la obtención del polímero, sin adición de sustrato ni control 

de pH para observar las ventajas en el control de los parámetros durante 

la síntesis de dicho polímero; comparándolo con aquellas fermentaciones que 

si la tenían. 

Las variables que se utilizaron fueron: el volumen y la temperatura del medio 

de reacción, la concentración de sacarosa, el tipo de extracto de levadura 

y el p!! p:ra eetudisr su influencie en le prodt!ctividad de la síntesis de 

las dextranas. Las condiciones más favorables de trabajó en el equipo para 

obtener una máxima productividad de dextranas, dentro de los límites de Peso 

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

son: 

Temperatura 26°C :!: 1°C 

Velocidad de agitaci6n 300 rpm 

Flujo de aire 2000 cm3 /min 

Concentración de sacarosa 150 g/lt alimentada 

Tipo de extracto de leva·jura Yestal 400 
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Se establecieron las condiciones de síntesis y se uotuvo ~n modelo matemático 

para el diseño del sistema de reacci6n. 

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

la producci6n industrial de dicho pollmero, incluyendo los equipos necesarios 

para tal producción. La rentabilidad global de este proceso estuvo determina­

da por: 

a. Por el tiempo de hidr6lisis para la obtenci6n de las fracciones del 

pol!mero de interés clínico, que es el tiempo critico que determina 

el minimo para obtener dicha dextrana. Este tiempo fué de 4.5 hrs. 

b. Y el número de kilogramos producidos por mes para que la uti1idad 

obtenida por e1 costo de e1aboraci6n de J.os productos fuera la máxima. 

Dextranas de bajo P.M. 

Dextranas de a1to P.M. 

2 486 262 Kgs/mes 

1 836 600 Kgs/mes 

c. E1 rendiaiento globa1 de productos de interés farmacéutico fué de1 

48.9%. 

Se realizaron diferentes simulaciones del proceso de fermentaci6n, elaborando 

un programa de computadora con el fin de establecer un criterio de escalamien­

to y tener más informaci6n antes de experimentar e~ el sistema real a escala 

industrial. Para tal efecto se realiz6 una fermentaci6n en volumen de 13.5 

J.ts, con las mismas condiciones de proceso que las de volumen 0.5 lts, mencio­

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

contra 170 unidades de dextransacarasa por mililitro. 
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Se si.au16 la fermentacibn para comprobar el modelo obtenido en e1 desarrollo 

de este trabajo y comparándolo con los resultados experimentales se obtuvo 

un indice de corre1aci6n de 0.716. 
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I N T R o D u e e I o N 

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

la Ingenieria en A1imentos como actividad específica, es un desarrollo relati­

vamente reciente. 

Hist6ricamente, la Industria de los Alimentos se ha dividido en areas especia­

lizadas; exclusivamente para el manejo. distribución y conservación en estado 

natural de éstos, o en forma semiprocesada ( enlatado, refrigeración, deshidr,!!_ 

taci6n ). (27) 

Los nuevos desarrollos en la Ciencia y la Tecnología de Alimentos se han 

adaptado al. patrón ya establecido como complemento a las formas tradicionales, 

situación que ha frenado la influencia del énfasis reciente en principios 

y conocimientos básicos aplicables a Alillien~c~ en general. (27) 

Muchos de los procesos desarrollados hasta hace 10 años en el campo de la 

Ingenied.a en Alimentos han sido illlplementados empiricamente y sus productos 

finales son ya tradicionales ( productos lácteos, embutidos, mermeladas, 

harinas, pescado y carnes, ahumados, entre otros ). Se tratan de procesos 

complejos que hasta ahora se están empezando a explicar en términos científi­

cos. (4) 

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

en Alimentos, como los procesos más recientes: enlatado, esterilización y 
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cun!!elación, se ajustan al anli1-isis científico, por lo que el equipo y condi­

ciones de proceso que se requieren pueden diseñarse 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 diseñar y controlar con mayor eficiencia las operaciones de la 

Ingeniería en el procesamiento de alimentos, basándose en el conocimiento 

más completo de los cambios que ocurren en los alimentos los cuales son 

sometidos a cualquier proceso y de la representación adecuada entre las rela­

ciones de los parámetros que rigen al mismo. 

Por lo que esta ambivalencia hace que mientras más e:ucta sea la representa­

ción de los cambios que ocurren y mejor sea ei conocilidento de las vari~blcn 

y sus formas de control, tanto mejor será la predicción y extrapolaci.Ón a 

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

A pesar de lo anterior, falta mucho todavía para que el papel del Ingeniero 

en Alimentos en el procesamiento de éstos, alacance al del Ingeniero Químico 

en la Industria de Proceso. Tal es parte de los objetivos de este trabajo, 

la de darle la importancia a la Ingeniería de Procesos en el procesamiento 

de alimentos; implementando en el campo industrial. de unJ manera sistemática 

la investigación que profudice el conocimiento y el estudio de las variables 
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y su repref'entad6n dentro del proceso global para que se tengan elementos 

de juicio en cualquier toma de decisión en lo conc~rniente al misru~. 

La Industria de Alimentos está cambiando cada vez más en cuanto a tareas 

que le asigna el Ingeniero Hay que esperar que este cambio también se 

refleje en la Investigación de areas en la Ingeniería, ya que hasta la fecha 

no se le ha dado la debida importancia que tiene la Producción Industrial 

de Al.imentos y la implementación de nuevos procesos con diferentes alternati­

vas en campos aún no estudiados completamente, tales como la Biotecnología 

y la Bioingeniería. Tal debe ser la funci6n social y comercial que tienen 

los mismos. 

La nueva tecnología que ha surgido del uso de la fermentación a escala indus­

trial y de la Biología Molecular, tiene implicaciones directas para la produc­

ción y procesamiento de Alimentos y por ende, para la Ingeniería en Alimentos. 

La producción de polimeros por síntesis enzimática es un ejemplo de la interr.!!_ 

lación entre la Biotecnología y la Ingeniería en Alimentos; y tomando en 

cuenta que la función del Ingeniero en Alimentos debe ser la de la creación 

de nuevos procesos tecnológicos y la innovación u optimización de los ya 

establecidos; el proceso de producci6n de Dextranas ofrece perspectivas de 

desarrollo sumamente amplias: 

a. La aplicaci6n comercial de estos polímeros tiene grandes posibilida­

des; debido a las propiedades físicas tan extremadamente diversas 

que hacen posible la aplicación en diferentes industrias; como la 
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de a1i.mentos, farmaceútica, cosmética, aceites y texti1es, entre 

otras. (38) 

b. E1 control de 1as variab1es en el proceso de fermentaci6n es complejo 

por diferentes razones. La complejidad de este proceso hace que 

este trabajo de investigaci6n sea una herramienta para aumentar e1 

grado de control de lo que ocurre dentro de un Bioreactor. 

c. A pesar de la complejidad del contro1 de las variables del proceso, 

el objetivo de1 estudio de este proceso es el de tener e1 mejor con­

trol sobre 1a síntesis y 1as propiedades físicas de este polímero. 

Esto es posible gracias a que _se pueden controlar en forma más precisa 

los factores que intevienen en la reproducción y crecimiento de 1os 

microorganismos, y que a su vez favorecen la producci6n del tipo 

de dextranas deseado. Así mismo, la posibilidad de usar diferentes 

microorganismos, ofrece 1a ventaja de poder obtener polímeros con 

propiedades físicas y químicas diferentes. 

Todos estos factores determinan la importancia del estudio de1 proceso para 

1a producci6n Industrial de Dextranas. 

Por tanto, para los prop6sitos que pretende cubrir este trabajo de investiga­

ción, imp1ica que el Ingeniero se invo1ucra en e1 diseño y la predicción 

de cua1quier proceso de fermentaci6n, además debe de saber reso1ver 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 predicción. Además de que la rentabilidad económica 

del proceso global sólo se asegura en la medida en que se exija un cierto 

grado de optimización al conjunto. Y esto sólo será posible si se tiene un 

buen conocimiento del proceso a estudiar. (5) 

También se pretende la adaptación de otras disciplinas a la Ingeniería. 

Como en el caso de este trabajo, las perspectivas que abre la aplicación 

de la informática para el manejo de variables m6ltiples y el procesamiento 

de datos complejos que permitirán el progreso en el campo del monitoreo y 

predicción; además, consecuentemente las pruebas exhaustivas de modelos y 

prototipos por simulación computarizada. 

El. objetivo primordial de este trabajo es poder representar una base de cono­

cimientos en donde se tenga información específica de las relaciones y los 

hechos involucrados en el dominio del proceso de producción industrial de 

Dextranas; de una manera adecuada, de tal forma, que después puedan ser utili­

zados sin aJBbigÜedades o pérdidas de información. Para ello existen diversas 

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

El. presente trabajo está dividido en tres partes: 

La primera parte comprende el capítulo I, en donde se estudia principalmente 

los aspectos básicos necesarios para la conceptualización del modelado y 

la simulación de procesos. Además también comprende una visión general de 

los procesos de fermentación, que incluyen los antecedentes históricos de 

viii 



las dextranas y los trabajos de investigación realizados hasta la fecha en 

la síntesis de dicho polímero; discutiendo los aspectos más importantes que 

definen las características del sistema sobre el cual se caracterizó el proce­

so. Se discuten además los aspectos involucrados en la rentabilidad del 

proceso, para su implementación industrial. 

En la segunda parte se presenta la obtención del polimero en el laboratorio 

y el análisis de resultados; tanto en la obtención del modelo, como en la 

caracterización del proceso en forma glo~al, la simulación del proceso compa­

rándolo con los resultados experimentales obtenidos; asi como la rentabilidad 

del proceso y los criterios tomados para la implementación de la producción 

industrial de dicho polímero. 

La tercera parte y última, comprende la discusión y el análisis de los resul~ 

dos experimentales obtenidos y la evaluación de las conclusiones de este 

trabajo, así cOlllO las perspectivas a futuro del mismo. 
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OBJETIVOS 

General. 

Implementar un proceso para la obtenci6n industrial de dextranas; optimizando 

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

de dicho proceso. 

Particulares. 

l. Optimizar las condiciones de fermentación y producción enzimática 

de las dextranas. 

2. Estudiar las condiciones de sintesis de dextranas, con el objeto 

de obtener un modelo para el diseño del sistema de reacción. 

3. Optimizar la producción de dextrana de orden clinico a nivel laborato­

rio por medio de hidrólisis ácida. 

4. Establecer una técnica analítica para el análisis y cuantificación 

de dicha dextrana. 

S. Diseñar el proceso en forma global con base en los datos obtenidos. 

6. Desarollar un control eficiente del proceso de producción de dextranas 

a los parámetros que determinan su Óptima obtención. 

7. Establecer los criterios necesarios para la definición de las condici.2_ 

nes del proceso a escala Piloto e Industrial. 

B. Establecer con la simulación de este proceso una "prueba de preven­

ción" para comprobar nuevas normas y reglas de decisi6n con el fin 

de manejarlo, antes de que se corra el riesgo al experimentar en 

el sistema real a escala industrial. 
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CAPITULO I 

GENERALIDADES 

1.1. ANTECEDENTES TEORICOS 

Los antecedentes te6:-icos comprenden dos partes el Modelado y la Simula"ci6n 

de procesos, 1a primera se describe a continuación. 

1.1.1. Modelado 

a. Importancia del establecimiento de modelos. 

La rentabilidad económica de cualquier proceso en forma global. sólo se asegur!!_ 

rá en la medida en que se exija un cierto grado de optimizaci6n al conjunto. 

Esto sólo será posible si se tiene un muy buen conocimiento del proceso a 

controlar. (5) 

Los modelo matemáticos so'!...Útiles en investigación y desarrollo para determinar 

por ejemplo, los mecanisaos de la cinética química, los parámetros de laboratE_ 

río o de planta piloto, o para explorar los efectos de condiciones de opera­

ci6n diferentes para estudios de optimización, etc. 

Este tipo de modelos son también útiles en el diseño, para calcular el tamaño 

y arreglo del equipo de procesamiento para mejorar la dinámica, estudiar 

las interacciones de varias partes del proceso, evaluar estrategias de con­

trol, simular arranques, paros, situaCianes de emergencia, entre otras. 
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Los modelos matemáticos son útiles también para resolver prob1emas de control 

y de procesamiento, ayudar en el entrenamiento del operador, estudiar los 

efectos y requisitos de proyectos de expansi6n. 

Es normalmente más barato, seguro y rápido conducir los estudios anteriores 

sobre un modelo matemático que sobre una unidad de operaci6n. 

b. Aspectos básicos. 

Un modelo es una representaci6n de un objeto, sistema o idea en alguna forma 

diferente a la entidad misma. Su propósito es usualmente ayudar a explicar 

entender o mejorar un sistema. 

Puede definirse entonces un modelo como una representación~ cuantitativa o 

cualitativa de un sistema. Esta representaci6n debe mostrar las relaciones 

entre los diversos factores que sean relevantes para el análisis. 

Desde el punto de vista científico, un modelo es un medio que se ""'ª···para 

generar conocimientos. Este método es la aplicaci6n de la idea de observar 

al mundo y procesar esta informaci6n por medio de la mente humana con el 

objeto de extraer informaci6n de los datos de los experimentos realizados. 

Las observaciones se recogen en forma de frases de algún lenguaje elegido 

para ello. 

La construcción de modelos es una de las tareas esenciales de la labor cienti-
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fica '1 tecnol6g:J.ca. De hecho, se dice que toda la ciencia DO es sino la 

elaboracibn de un modelo de la naturaleza. 

Los modelos se refieren a los fenbmenos, es d'!Cir, 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 últimos en un instante dado, llamadas 

perfiles y variaciones temporales en estos perfiles. 

Como se dijo, un modelo es un relato acerca del fenbmeno de interés. E1 

relato consiste en frases, que se relacionan pars formar razonamientos. 

Todo esto requiere de un lenguaje del que foraen parte dichas frases y con 

el que se pueden expresar los razonSl!!ientos. Con éste lenguaje se debe 

poder construir frases sin ambigüedad y construir razonamientos con facilidad; 

estas dos propiedades constituyen su sintaxis. 

Se ha mostrado que un lenguaje muy apropiado para 1a descripcibn de eodelos, 

de.;cuerdo a las características mencionadas, es la matemática. 

e.Ventajas del Modelado 

El modelado es de importancia en la ingeniería, porque permite estudiar el 

comportamiento de un sistema bajo diversas condiciones de operacibn, sin 

necesidad de construir el sistema y someterlo a las condiciones de operacibn 

real. 
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En ocasiones, se aplica la metodolog:la del modelado al estudio de sistemas 

reales ya existentes, con el objeto de determinar cual serh el futuro estado 

del sistema. Un ejeaplo de esta aplicaci6n es el empleo de modelos en la 

predicci6n de la actividad económica de un pa:ls. En otras ocasiones estos 

llOdelos se emplean para diseñar pol:lticas de control de la actividad econ6mi­

ca. En el primer caso resulta clara la necesidad del empleo de un modelo 

y en el segundo es demasiado costoso y peligroso experimentar con politices 

de control sobre e1 sistema real. 

También se emplean los modelos en el proceso de diseño. P.n estos casos• 

la construcci6n de prototipos para las diversas alternativas de diseño combi~ 

do loa procesos de i=o:lel.aci6n y si!l!u1aci6n. 

d. Objetivos y funciones de los modelos 

E!. =tlel.f!do, ee decir, la con.strucci6n de modelos, es una metodolog:la experi­

mental y aplicada que tiene como objetivos: 

i) describir el comportaaiento de los sistemas. 

ii) construir teorías o hipótesis que ayuden a ~a comprensi6n del comport.!, 

miento observado 

iii) usar estas teor:las para describir comportamientos futuros 

Se reconocen algunos usos comunes de los modelos: 

i) como ayuda para pensar 
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ii) como ayuda para comunicarse 

iii) como una herramienta de predicción 

iv) como una ayuda para experimentación 

Un modelo puede servir para dos propósitos fundamentales: uno descriptivo, 

pars explicar o entender; y otro descriptivo, para predecir o duplicar las 

caracteristicas de un comportamiento dado. 

Resumieodo, debe notarse, en estosejemplos. que la representación 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 estimulas 

iii) Visualizar aspectos de confiabilidad 

iv) Evaluar costos y eficiencias 

v) Visualizar tiempo y movimientos 

1.1.2. Simulación de Procesos 

a. Modelado y Simulación 

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

punto anterior. Hay que recordar que la utilidad de un modelo para el inves-
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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 1os casos es necesario someter el modelo a acciones exterio­

res, es decir, hay que variar el valor de las variables exógenas al modelo. 

Esta simulación de los caabios de las variables exógenas, constituye el tema 

de este capítulo. 

Puede decirse que la simulación es la operaci6n del modelo, que se realiza 

con el fin de obtener información sobre el comportamiento del sistema, bajo 

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

En resumen, puede decirse que la simulación consiste en operar el modelo 

de sistema durante un determinado tiempo, en forma análoga a como operaria 

el prototipo. 

b. Definici6n de la Simulación 

La simulaci6n se define como una técnica numérica empleada para realizar 

experimentos con ciertos tipos de modelos matemáticos que describen el compor-
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tamiento de un sistema complejo, en una computadora digital y durante peri6dos 

prolongados. El punto i.nicial de cualquier experimento de simulaci6n 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 parámetros se definieron también. 

La principal diferencia entre un experimento de simulación 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 simulaci6n 

Para entender las razones que legitiman la simulaci6n en computadoras como 

medio de análisis para modelos de sistemas econóiidccs ; de ingeniería se 

debe señalar una similitud obvia, pero muy 

en computadora y varias técnicas analíticas 

diferencial, la programaci6n matemática y 

importante, entre la simulación 

normales tales como el cálculo 

el cálculo de variaciones. En 

general, la razón principal para usar cualquiera de estos medios de anál'isis, 

es la búsqueda de conocimientos científicos relacionados con el comportamiento 

de un sistema dado. Cuando se aplica a sistemas, el método científico sigue 

el procedimiento conocido de cuatro etapas: 1) la observaci6n de sistemas, 

2) la formulaci6n de un modelo matemático que trate de explicar las observa­

ciones del sistema, 3) la predicc16n del comportamiento del sistema tomando 

como base e1 modelo, utilizando deducciones matemáticas o lógicas, es decir, 

mediante la obtenci6n de soluciones al modelo y 4) la realizaci6n de experi­

mentos para comprobar la validez de dicho modelo. (57) 
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La simulación en computadoras se convierte en un medio esencial para analizar 

sistemas cuando no se puede llevar a cabo uno o más de los cuatro pasos del 

método cientifico. En otras palabras, la simulación puede hacer que sea 

posible realizar un tipo de cuasi experimento con sistemas de dificil realiza­

ción y/o experímentación. (25) 

Para estudiar primero la etapa de observación del método cientifico, con 

frecuencia será imposible o extremadamente costoso, observar el comportamiento 

real del sistema estudiado. Por ejemplo, es posible que un proceso no cuente 

con ciertos datos históricos. 

Sin embargo se cuenta con la suficiente información para formular una hipóte­

sis "significativa" respecto a las distribuciones de probabilidad de algunas 

de estas vnriebles con respecto al tiempo o sobre los cálculos 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, 

basándose 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 sistema como un todo. Esto es, simplemente se sustituyen los datos gener~ 

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

Para estar seguros, en el segundo paso del método científico, se buscará 

evitar por completo la formulación de modelos matemáticos qt.::e describan el 

comportamiento de un sistema complejo, basándose exclusivamente en datos 
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simulados. ¡;e, chs::.:.;,te. s:. pued~ atribuir ur.a ms.1=-: segu!'id!id a los modaic::: 

que se formularon con la ayuda de los datos recabados en observaciones cienti-

ficas, complementadas por los datos simulados (en caso de carecer de éstos), 

a condición de que el modelo se someta a una compro~~ción estadística exten-

siva en el cuarto paso del método científico. 

Con todo, el tercer paso de este método es el que proporciona la mayoria 

de las razones para utilizar la simulación en computadora como un medio de 

anál1sis. Aunque se puede formular un modelo matemático para describir un 

sistema que funcione en condiciones de incertidumbre, quizá ·no sea posible 

obtener una solución al modelo utilizando las técnicas anall.tieas -comunes.·~. 

Los lllOdelos de computadoras pueden hacerse tan complejos y tan realistas 

como lo permitan las teorias, ya que son innecesarias las soluciones analiti-

cas de ellos. Se a cual fuere el grado de complejidad que tenga la formula-

ción del modelo, las ténicas de simulación permiten encontrar sus consecuen-

cías. Por tanto. las teorías se pueden vaciar en un modelo preciso sin disto.!: 

s;ionar el significado encerrado en las teorías y se pueden determinar las 

descripciones del mundo que implican dichas teorías. (22) 

Por últilllo, puede ser imposible o muy costoso realizar experimentos para 

comprobar la validez de los modelos matemáticos que describen el comportamien-

to de un sistema. Evidentemente, este problema es sólo un reflejo del primero 

que ae vió relacionado con la aplicación del método científico. En ambos 

casos no hay datos suficientes. En el primero, los datos disponibles para 
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f:onrml•>r hipotesis sobre el sistema eran insuficien.,es. Sin embargo, en 

el cuarto paso del método cient1fico, el probl.,ema consiste en obtener datos 

numéricos para verificar el modelo matemátic~ y sus soluciones. 

En otras palabras. la simulación proporciona un medio para descubrir los 

efectos de las reglas de decisión alternativas sobre el comportamiento de 

cualquier evento de los límites de un experimento de laboratorio minuciosamen-

te comprobado. Por supuesto, se puede argÜir que se puede hacer lo mismo 

con técnicas analitícas más tradicionales; pero con la simulación en computad.2. 

ra se puede experimentar con más variables, más reglas de decisión, con mode­

los más complejos y modelos que sean muy similares al comportamiento real, 

todo esto se puede hacer a velocidades que basta ahora no se habían alcanzado. 

Aunque la razón principal para escoger la simulación en computadoras puede 

ser su capacidad para contrarestar las dificultades antes mencionadas en 

la aplicación del método científico, existen otras que justifican el uso 

de ls si:nulación. Es evidente que la mayoría de estas razones no se relacio-

nan <eon la exposición anterior; pero de ninguna manera se excluyen mutuamente. 

d. Objetivos en la simulación de sistemas y procesoa (56) 

i) La simulación permite el estudio y la experimentación con instalacio­

nes internas complejas de un sistema dado, ya sea que se trate de 

una compañía, una industria, un sistema econ6mico o cualquier subsist~ 

ma de éstas. 
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ii) Mediante la simulaci6n se puede estudiar los efectos de ciertos cam­

bias de informaci6n, organizaci6n 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. 

iii) La observación minuciosa del sistema simulado puede llevar a una 

mejor comprensión de dicho sistema y a hacer sugerencias que lo perf e.E_ 

cionen y que de otra manera no se podría obtener. 

iv) La simulación se puede emplear como dispositivo pedagógico para pro­

porcionar a estudiantes y practicantes habilidades básicas en análisis 

teóricos, estadísticos y toma de decisiones. 

v) La experiencia en el diseño de un modelo de simulación en computadora 

puede ser más valiosa que la simulación propiamente dicha. Los conoci­

mientos obtenidos al diseñar un estudio de simulación sugieren a 

menudo cambios en el sistema simulado. Los efectos de estos cambios 

se pueden comprobar después mediante la simulación, antes de aplicar­

los al sistema real. 

vi) La simulación de sistemas complejos puede ayudar a incrementar los 

conocimientos sobre que variables son más importantes que otras dentro 

del sistema y su forma de interacci6n. 

vii) La simulación 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. 

viii) La simulación puede servir como una "prueba de prevención" para compr.E?_ 

bar nuevas normas y reglas de decisión con el fin de manejar un siste­

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

real. 
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ix) Para ciertos tipos de problemas estocásticos, la secuencia de los 

suscesos puede ser de vital importancia. Es posible que la informa­

ción sobre los valores y los momentos esperados no sea suficiente 

para describir el proceso. En estos casos los métodos de Monte Carlo 

pueden constituir la Única forma satisfactoria de proporcionar la 

información requerida. ,:zs; 

x) Es posible efectuar simulaciones tipo Monte Carlo para verificar 

las soluciones anal!ticas.(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 disolverse o dispersarse en agua producen 

un efecto espesante y en algunos casos gelificante. En general estos compues­

tos son polímeros de carbohidratos y por lo tanto están formados por cadenas 

largas de alto peso molecular. (37) 

Se han desarrollado un gran número de aplicaciones industriales para polimeros 

tradicionalmente extraidos de tejidos vegetales; semillas. frutos, árboles, 

algas y tejidos anima1es. 

Las propiedades fisicas tan extremadamente diversas de los polimeros de carbo­

hidratos han sido aprovechadas en las industrias de alimentos. farDlB.céutica. 

cosméticos, aceites y textiles entre otras, (37) 

Los polímeros naturales han demostrado ser útiles en las distintas industrias 

donde tienen aplicación. Sin embargo, su extracción a partir de fuentes 

naturales ha presentado varios problemas, de entre los cuales destacan: (20) 

l. Diferencias en la estructura de los polímeros obtenidos de una misma 

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

vegetal, y degradaci6n química durante su extracci6n y procesamiento. 
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2. Variabilidad en las fuentes de suministro debido a condiciones de 

cJ.ill'.11 y factores económicos .. 

3. Difícil control en las propiedades físicas de los polímeros, lo cual 

provoca, que por ejemplo su habilidad para formar geles y dilatarse 

no sea reproducible aún bajo las mismas condiciones. 

Para eliminar estas desventajas se ha recurrido a la producci6n de polímeros 

de carbohidratos por síntesis química. 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 

físicas para un poli.mero deseado. (2) 

Sin embargo, la gran limitante en este terreno ha sido la producción de poli~ 

ros potencialmente tóxicos y en algunos casos comprobadamente nocivos para 

la salud del ser humano. (3) 

Existe entonces otra alternativa; la producción de polímeros de carbohidratos 

por fermentación microbiana. 

Esta alternativa no es de ningún modo nueva, data de veinticinco años y ha 

tenido éxito debido a que ofrece una vía más controlable. Aunque esta vía 

no está tan bien definida como la de una síntesis puramente química, es supe­

rior a la extracci6n de polímeros a partir de fuentes vegetales y animales 

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

Esto último es posible gracias a que se pueden controlar en forma más precisa 
.r;."'!;. 

los factores que intervienen en la reproducción y crecimiento de los microor&!!_ 

nismos, y que a su vez favorecen la producción del polímero deseado. Asimismo, 

la posibilidad de usar diferentes microorganismos ofrece la ventaja de poder 

obtener polímeros con propiedades físicas y químicas diferentes. 

A pesar de tener más de veinticinco años de existencia, la industria de produ.f:_ 

ción de pol.imeros por fermentación tiene amplias perspectivas de producción 

y mercado para nuevos polímeros. 

1.2.2. Dertranas. Origen e Historia 

El origen de l.as Dextranas se remonta al sigl.o pasado cuando aparecieron 

COlllO compuestos contaminantes en la industria de la caña de azúcar. 

Debido a la alta viscosidad del jugo contaminado se presentaban problemas 

de obstrucción de las tuberías y equipo de filtración durante el proceso. 

Asimismo, la cristalización del azúcar se obstaculizaba debido a la presencia 

de estos polímeros. (38) 

Hasta ese momento nadie había imaginado que su presencia fuera causada por 

la invasi6n de microorganismos en el jugo de caña. y mucho menos se sabía 

qué tipos de éstos eran los responsables de tales problemas. 
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Fcé hasta 1847 cuando [arl Scheibler (24), les asign6 a éstos polímeros la 

f6rmula empírica (c
6
u

10
o

5
)n y les llam6 "Dextr .. 11as" d;:-!:>ido a 9U similitud e-en 

el almid6n y las dextrinas. Un poco después en 1878, Ph. Van Tieghem 

descubri6 que ciertas bacteri.as del género Leuconostoc eran las responsables 

de la formaci6n de Dcxtranas en el jugo de caña, y fué el primero en afirmar 

que la sacarosa presente en el jugo era el punto de partida para la formación 

del polímero. 

En 1930 G.J.. Hucker y C.S. Pederson(24), clasificaron en Familia, Tribu, 

Género, y Especie a los ·microorganismos responsables de la producción de 

Dextranas. Las principales bacterias productoras de este polímero pertenecen 

a la Frurl1ia; Lactobacilacease, Tribu; Streptococceae, Género; Leuconostoc, 

Especies: mesenteroides y destranicum. 

Hucho tiempo después. se demostró que existen más de noventa y seis cepas 

distintas de l!!ocroorgeniS!!!Os capaces de producir Dextranas (Jeanes et. 

al).(38) Entre las bacterias que producen estos polímeros están: Leuconostoc 

mesenteroides (más de setenta cepas distintas), Leuconostoc destranicum, 

Betabacterium vermiforme, Streptococcus viridans y .Streptococcus bovis. 

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

de un microorganismo a otro cubriendo un amplio rango de variación.(3) 

No obstante esto todas las Dextranas tienen una propiedad común; todas son 

homopolímeros de glucosa y en casi todas ellas el enlace predominante entre 

monómeros es del tipo 1-6 glucosidico.(34) 
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Las diíerencias básicas entre polímeros se refieren a su solubilidad en agua 

y a la proporci6n que existe entre el enlace glucosídico d 1-6 con respecto 

a otros tipos de enlaces glucosídicos: do 1-3 y d 1-4 principalmente, que 

también pueden estar presentes en la cadena del polímero. 

Entre 1937 y 1940 se hicieron los primeros estudios sobre la síntesis de 

l>extranas a nivel laboratorio. Fué entonces que se descubrió que estos políme­

ros podían usarse como substitutos del plasma sanguíneo. (15) 

Aunque inicialmente cada país utiliz6 microorganismos diferentes, al inicio 

de 1952 prácticamente todas las empresas utilizaban la bacteria Leuconostoc 

111e1M>nteroides HRRL-B512 utilizada por los Estados Unidos. (67) 

l.2.3. Aplicación y usos de las Dextranas 

Debido al gran número de aplicaciones que se han encontrado y codificaciones 

que se lea han hecho, las dextranas se <:onvierten en el polisacárido más 

estudiado hasta la fecha. 

Con respecto al peso molecular, las de:tranas se dividen en: 

a. Nativas o naturales 

b. Fraccionadas 

Las primeras son producidas normalmente por fermentaci6n o síntesis enzimática 
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y no han sufrido alceraci6u por hidr6lisis o f,-ac.cio,,ami.::mtn. F.l peso molecu­

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

nes, determinado por métodos de dispersi6n de luz. 

Las fraccionadas resultan de la hidrólisis o fraccionamiento de la dextrana 

nativa. También se pueden obtener dextranas de bajo peso molecular a través 

de la sintesis directa con aceptares. 

A continuación se enlistan algunos usos: 

a. De la Dextrana Nativa 

En alimentos: 

-Estabilizador y espesante en jarabes 

-Concentrados de jugos citricos 

-Procesamiento de frutas 

-Conservación de camarones 

-Preservación de alimentos (pe11cula protectora) 

~ conservador (en combinación con antibióticos) 

-Composición de helados 

Otros usos: 

-Agentes de sedimentación 

Preparación de lociones 

-Purificación de sosa 

-Preparación de dentrificos 

-Fabricación de compuestos para recubrimiento 

-Preparaci6n de filamentos especiales 
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-Fabricaci6n de lápices de labios 

b. De las Dextranas Fraccionadas 

-Sustituto o expansor del volúmen del plasma sanguíneo 

-Mejorador del flujo sanguíneo 

-Complejo hierro-dextrana 

-Dextran-hemoglobina 

-Dextran-sulfato con anticoagulante 

c. Otros 

Dextranas activadas: 

.Oxidación o polialdehido-dextrana con periodatos 

.Preparación de azica-dextrana 

.Activaci6n por cianatos orgánicos a imido carbonato de dextrana 

.Preparación de bromo-hidroxi-dextrana vía bromo propil epóxido 

Las dextranas de peso molecular 70,000 fue introducido hace 35 años como 

sustituto de plasma sanguíneo porque en solución salina isotónica al 6% p/v 

provee viscosidad, propiedades coloidales y osmbticas equivalentes a las 

características de las proteínas del plasma. Esta dextrana se excreta rápida­

mente vía urinaria sin provocar reacciones colaterales. Asimis:no sucede con 

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

En 1954, utilizando dextrana, se produjo la primera solución estable de hierro 

(Fe) que podía ser administrada vía intramuscular en caso de anemia. El comp~ 

jo Fe-dextrann conteniendo 20% 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 estudi.!!. 

do la posibilidad de aplicar soluciones de hemoglobina con dextrana para 

abarcar el doble papel de expansión ~!asmática y transporte de oxigeno.(15) 

Por otro lado, las dextranas activadas pueden ser acopladas con proteínas 

y enzimas. Recientemente muchos trabajos se han destinado a la inmovilización 

de enzimas a soportes de polisacáridos insolubles y a la preservación de 

enzimas por conjugación con dextranas. (15) 

Dentro de la industria fotográfica se ha experimentado en las películas de 

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

ha observado que economiza Ag+ sin phrdida en la finura del grano.(24) 
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1.3. ANTF.CEDENTES TECNICOS 

1.3.1. Fuentes de obtenci6n de las Dextranas 

a. Sintesis enzimática de las Dextranas 

La síntesis de las Dextranas se lleva a cabo a través de la acción de una 

enzima llamada genéricamente Dextransacarasa, sobre el disacárido sacarosa. 

Dicha enzima se encuentra en el medio de fermentación disociada de las bacte­

rias en crecimiento. De hecho a través del crecimiento bacteriano se obtiene 

la enzima como producto de la fermentación. (3) 

Para la producción de Dextranas se puede recurrir a varios métodos: (2,3) 

1. Producción del polímero conjuntamente con la enzima durante el creci­

miento del microorganismo. 

2. Producción de la enzima y posterior producción del polimero en presen­

cia del llli.croorganismo. 

3. Producción de la enzima, separación del microorganismo y producción 

posterior del polímero en el medio fluido donde originalmente se 

produjo la enzima. 

El primer método fue el primero en usarse para producir el polimero y era 

el método convencional. Sin embargo, tiene varias desventajas ya que el creci­

miento de las bacterias, la producción de la enzima y la síntesis del polímero 

se llevan a cabo bajo un mismo tipo de condiciones del medio de fermentación. 

Puesto que las condiciones cambian durante el curso de la misma, son sólo 
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transitoriamente 6ptimas para cua1quiera de 1as tres etapas. 

El segundo método permite 1a producci6n de1 polímero bajo condiciones de 

mayor control que el anterior y es industrialmente factible. 

El tercer método es el más conveniente ya que permite obtener un polimero 

más puro y con caracteristicas más controladas debido a que, previo a su 

producci6n, puede purificarse y concentrarse la enzima. 

Se ha obtenido una gran cantidad de dextranas sintetizadas por bacterias 

de los géneros Streptococcus, Streptobacterium mesenteroides y dextranicum, 

tribu Streptococceae, familia Lactobaci1laceae. Las dextranas pueden diferen­

ciarse ·de los diferentes tipos de en1aces a(l--+ 6), a(l- 2), a(l-3) y 

d(l _.4), así como por rotación especifica, viscosidad intrínseca, so1ubili­

dad en agua y natura1eza del producto sólido, principalmente. En la Tabla 

1.1 se ..-~c~tra la composición de las dextranas de los diversos microorganismos 

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% de en1aces ª(l~ 6) y só1o 5% de enlaces de ramificación 

~1- 3). (23) 

b. Fermentaciones y características del medio de cultivo para la produc­

ción enzimática 
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'!; de residuos glucopiran6sidos 

isomaltosa maltosa nigerosa Koj ibiosa 
Microorj;'lanismo a(1-+6) a(l -r 4) a(l + 3) a(1 + 2) 

Leuconostoc 
mesenteroides 

NRRL-B-512 95 5 

NRRL-B-7425 64 8 28 

NRRL-B-1299L 49 19 32 

Streptococcus 
mutants 

OMZ 176 16 84 ,,, -
Ingbritt A 37.5 62.5 

Streptococcus 
sanguis 

804 52 48 

Complejo Tibi 90 l. 5 8.5 

Tabla 1.1 Composici6n de las dextranas producidas por diferentes 

microorganismos 

L6pez, 1979 (48) 
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Tsuchiya (70)descubri6 1os efectos de ciertos factores en el medio de cultivo 

sobre la producci6n de dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides. En prime-

ra instancia conf irm6 que la sacarosa es esencial para la producción enzimáti-

ca. El organismo puede crecer en glucosa, fructuosa o maltosa contenidos 

en e1 medio, pero sin inducción de la dextransacarosa. Encontró también que 

a1 incrementar los nivc1es de sacarosa progresivamente de 0.5% a 5% increment2,_ 

ba el rendimiento de la enzima, pero que a conce01traciones mayores al 2% 

en sacarosa 1as soluciones se tornaban muy viscosas dificultando la separación 

de 1as célu1as, debido a que la enzima una vez en el medio y en presencia 

de sacarosa, iniciaba 1a producci6n de dextrana. 

El. medio de cu1tivo usado ~e pen:ti.tió obtener rendimientos adecuados de dextr.!!. 

na con 0.25% de s6lidos de remojo del maiz como medio de·cultivo; sin embargo, 

al aumentarse este porcentaje a1 2%, obtuvo progresivamente niveles más eleva-

dos de enzima, solo si la concentración de fosfato aumentaba para1elamente. 

En el estudio del efecto del pH sobre la producción enzimática econtró que 

el máximo rendimiento se logra a pH ó. 7 cOCDO se muestra en la Gráfica 1.1 

a pesar de que a este pH la enzima es inactivada rápidamente a 2Sºc. Los ionE3 

NH¡ reducen el porcentaje de dextransacarasa, prefiriéndose NaOH para contro-

1ar el pH. Dentro de1 interva1o de temperatura 20-29°C, el máximo rendimiento 

enzimático se encontr6 a 23° C. Las concentraciones de enzima fueron 40 y 

70 UDS/ml (UDS - unidades dextransacarasaf. Hasta hace poco estas condiciones 

se consideraban como las Óptimas para la producci6n de la dextransacarasa, 

sin embargo, los trabajos realizados por Schneider (32) y por Lbpez y Monsán 

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

* Véase sección 1.3.2 inciso k. 
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a gran esca1a basadas en el método que lleva su nombre, ScheneideE(32) alcanzb 

a nivel laboratorio, un rendimiento de 300 UDS/ml, Lbpez y Honsan (49) reporta­

ron 180 UDS/141.. 

Las. el...,adas concentraciones de dextransacarasa se obtuvieron gracias a la 

cu.idadosa. optimizacibn de las condiciones del proceso y en particular el 

control de los nive1es de sacarosa durante la fermentaci6n. Dichas concentra­

ciones se mantuvieron alrededor de 0.5%-1.0% por adici6n continua de sacarosa 

particul~ente durante la fase del crecimiento activo donde sucede la induc­

cibn T consecuente producción enzimática. 

1.3.2 Optimizaci6n del proceso de sintesis 

A continuación se describen los factores que resultan relevantes para dicha 

optimización 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 O.S-0. 7 por O. 7-1.2 pm. Es Gram positivo, anaerobio facultativo, 

no es móvil ni forma esporas. No es patogénico, es quilll<>organótrofo que requi~ 

re de un medio rico. Necesita de factores de crecimiento como lo son el 

ácido nicotinico, la tiamina, el ácido pa,ntoténico y la biotina, junto con 

los aminoácidos valina y ácido glutámico. (38) 

El crecimiento depende de un carbohidrato apropiado que es fermentado por 
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por la via hexosa monofosfato dando ácido láctico co 2 y etanol. También tiene 

lugar un metabolismo aerobio oxidativo produciendo CO 2, ácidos láctico y 

acético. El crecimiento y la consecuente producci6n de biomasa puede ser 

medida por densidad 6ptica a 600 nm. La máxima cantidad de biomasa es relativ.!!. 

mente baja (9 g/l) (Alsop). (2) 

b. pH del medio de fermentaci6n 

Para establecer las condiciones 6ptimas de un pH en la producci6n de la enzima 

es necesario conocer la influencia del pH en la producción, actividad y estab_i 

lidad enzimática. Koepsell (44) encontró que el pH óptimo para la producción 

enzimática es de 6.5-7.0, para la actividad y estabilidad. 5.0-5.2, además 

es relativamente inestable a 6.7. 

La enzima cruda o purificada adicionada de dextranas es mucho más estable 

que la enzima sin 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 perderá el 80% de su actividad en unos dias bajo las mismas 

condiciones. 

La influencia del pH sobre la actividad enzimática determinada por Alsop 

(2) se compara con los resultados obtenidos por Kaboli (40) como se muestra 

en la gráfica 1.2. 

c. Temperatura 
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l.& regulación d~ ¡a :..m~~r&tuve durante le f ~riae~tar.i6n es también un paráme­

tro critico e independiente del pH, Koepsell (43) mencionó un pH óptimo igual 

a 6. 7 pare la producci6n enzimática, sin embargo, solo puede ser aplicado 

a una temperatura de 23 ºc. Bergey( 10) reporta que la formeci6n de dextrana 

a partir de sacarosa es favorecida a una temperatura de 20-25° C. El valor 

6ptimo para el crecimiento es de 30º C (3), sin embargo, resulta demasiado 

alto para una máxima producción enzimática. En la Gráfica 1.3 se representan 

1as diferentes producciones obtenidas por Alsop (3) a 19, 23 y 27°C. 

d. Aireación 

Según Alsop(2), en el medio de cultivo del proceso de fermentación convencio­

nal no se requiere aireación. Foster (29) estableció que la aireación da un 

menor rendimiento en dextrana, sin embargo Koepsell (44) y Tsuchiya (70) notif.i 

caron que los niveles enzimáticos fueron más elevados en frascos agitados 

que en estáticos y JohnsonC40) cuantificó los valores de crecimiento de dife­

rentes cepas de Leuconostoc mesenteroides obteniendo resultados similares 

bajo las mismas condiciones. 

ilso¡:l:3) realizó el estudio del grado de aireación sobre las fermentaciones 

de producción enzimática. 

De la Gráfica 1.4 Alsop concluyó que: 

l. Con oxigeno puro y bióxido de carbono saturado el crecimiento concluye 
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rápir.lao•.:mte. 

2. Con 0% de CCQ y aireación del 50% se incrementa el crecimiento bacte­

riano. 

e. Fuentes de Carbono 

Las cepas de Leuconostoc mesenteroides utilizan un gran número de carbohidra­

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

ci6n de la enzima y también es el Único necesario para la síntesis de dextrana 

Como es sabido, en el caso de las enzimas inducibles, el sustrato análogo 

puede ser mejor inductor que el sustrato natural. Un ejemplo clásico es la 

> -galactosidasa de _g. Coli donde el isopropil-~D-tiogalactósido 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¡l'.3) prob6 l!!ezcl:>s 

tales como glucosa/sacarosa, fructosa/sacarosa y glicerol/sacarosa para encon­

trar un proceso econ6mico libre de células donde el crecimiento bacteriano 

ocurriera con una fuente de carbono barata y posteriormente la sacarosa fuera 

añadida para inducir la producción enzimática. Ninguno de estos experimentos 

fueron exitosos. Para un producción económica de la enzima con altos rendimie.!!. 

tos se encontró que es necesario mantener un nivel bajo en sacarosa (5-10 g/l) 

a lo largo de la fermentación (61) • Esto fue verificado al muestrear el 

medio de cultivo para analizar la sacarosa por HPLC con una columna adecuada 

para carbohidratos. 
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Debido a que las bacterias son productoras de ácidos y a la necesidad de 

mantener los niveles de sacarosa, puede llevarse a cabo paralelamente el 

control de pH con la ali.mentaci6n de álcali y sacarosa. 

A, L6pez (49)añadi6 20 g/lh de sacarosa en la fase de crecimiento para maximi­

zar el rendimiento enzimático. Los resultados de este experimento aparecen 

en la Gráfica 1.5. 

Si los niveles de sacarosa alcanzan el valor cero en cualquier instante duran­

te la fermentación, la producci6n enzimática se ve considerablemente 

afectada. Lavford (1979) reportó una discontinuidad similar en un lote de 

actividad enzimática dentro de un sistema intermitente y aunque observ6 una 

rápida recuperaci6n en la actividad de la dextransacarasa, sus rendimientos 

fueron bajos (6-7 UDS/ml). 

Se muestra en la Gráfica 1.6 la variación de la actividad enzimática en fun­

ción de la productividad celular (D.O. 599 nm) según Alsop(3) • E1 compar6 

un nivel inicial de 20 g/l con otro de 5 g/l seguido de una adición de 

15 g/l durante la fermentación. 

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

proporcional a la concentraci6n de sacarosa presente. 

f. Fuentes de Nitr6geno y Factores de Crecimiento 

Normalmente las fuentes de nigr6geno que se han utilizado para el crecimiento 
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de Leuconostoc mesenteroides han sido el "liquido de remojo del maíz"• y 

el "extracto de levadura". Estos materiales complejos proveen los factores 

de crecimi.ento requeridos. La bacteria no es proteolí.tica y no reduce los 

nitratos (16) • 

E1 nitr6geno en forma de iones NH4 parece tener un efecto adverso en la produ_s 

ci6n de la enzima (69). 

A1sop (3) reportó la dificultad de obtener una biomasa mayor a 9 g/l y determi­

nó las posibles causas como debido a: 

l. La falta de un nutriente esencial. 

2. La presencia de un inhibidor producido durante la fermentaci6n. 

3. El. incremento de la fuerza i6nica del medio. 

4. El estado fisiológico del medio de cultivo. 

La adición de extracto de levadura, metales traza o sacarosa cerca del final 

de la fenoentaci6n así como la dilución por adición del medio fresco, no 

mejoró el crecimiento, concluyendo que la limitación de biomasa es causa 

de razones fisiológicas. 

g. Fosfatos 

Ha sido utilizado usualmente en forma de K2 HPO 4 como ingrediente tanto en 

la preparaci6n del inóculo como en la producción de la enzima y de la dextrana 

en cantidades que van de 0.1 a 20%. Proporciona capacidad amortiguadora al 
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-dio de cultivo. Rorem (63) demostró que las células activas asociadas 

con polisacárido utilizan fosfato en mucha mayor cantidad que las células 

inactivas, por lo tanto, es necesario calcular la cantidad de fosfato a utili­

zar en las fermentaciones para la producción de dextransacarasa. 

h. Elementos traza 

El uso de extracto de levadura o liquido de remojo del maiz supuestamente 

proporcionaría los elementos traza necesarios, sin embargo; en los medios 

de fermentación reportados en la literatura existe una suplementación de 

ciertos elementos. Se trata de una mezcla de Mg2+, Na+, Fe2+ y Mn2+ conocida 

como "sales R" y Koepsell fue el primero en utilizarla(44) En años recien-

tes se ha hecho hincapié en la importancia del calcio en la preparación y 

acción de la dextransacarasa. Itaya (36) demostró que la enzima purificada 

es estable en diálisis contra agua desionizada y que la adición de EDTA causó 

la inactivación de la enzima. Posteriormente fué reactivada con iones de 

.metales alcalino-térreos y el calcio fué el mejor. ~rvo rc~ultados negativos 

con otros iones. Se concluyó que la dextransacarasa es una alcalino-térreo 

metalo-enzima. Robyt (62) reportó que la producción de dextransacarasa es 

incrementada al doble en presencia de 0.05% de CaC12 , pero esta sustancia 

no aíecta el creciente valor en la producción de ácidos durante la fermenta­

ción. Sin embargo, alcanzó bajos niveles enzimáticos (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 adicionó calcio a sus fermentaciones. 
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Kaboli (49) report6 que la estabilidad de la dextransacarasa purificada puede 

ser significativamente mejorada por la adici6n de ea2+. A pH 4.5 y T a 27.5ºC 

aproximadamente el 70% de la actividad se perdió en soluciones carentes de 

calcio en 5 horas. La adici6n de Ca2+ en concentración de 50 mM reduce esta 

pérdida a 25%. Monsan (54) estableció que la presencia de 0.05% de CaC12 

estabiliza las soluciones enzimáticas. A. Lbpez (49) demostró que el medio 

de fermentación preparado con 0.005% de CaC12 no presenta ninguna modificación 

en actividad, ni aún aumentando a 0.05%, empero, la actividad de la enzima 

purificada es notablemente afectada. En consecuencia, una solución purificada 

incrementa su actividad desde 12.6 a 33.9 UDS/ml adicionando 0.05% de CaC12 • 

Lavford (38) demostró que la enzima es irreversiblemente desnaturalizada 

por incubación prolongada en ausencia de ea2+. En todos estos estudios es 

necesario verificar la naturaleza del sistema amortiguador en que se encontr.J!. 

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

i.La enzima 

La dextransacarasa (sacarosa: l,6-<i-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 reacción global en la que interviene 

dicha enzima. 

Se considera una glicoproteina en cuya fracción carbohidrato está 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 lúu reportados para la sacarosa están dentro del intervalo 

de 0.02-0.03 M. 

La energía de activación de la reacci6n en niveles de temperatura de 15 a 

JOºc es de 6.9 Kcal/mol (32). 

j. Mecanismos de acci6n catalítica 

Mecanismos de polimerizacíón 

En contraste con los mecanismos comunes de bios:l.ntesis de polisacáridos, 

la producción de dextranas por la dextransscarasa no requiere ningún interme­

diario nucle6tido activado-azúcar. La energía requerida para la condensación 

de dos unidades glucosilo es proporcionada por 1a hidrólisis de sacarosa.. 

El equipo de Robyt en la Universidad de1 E;;tado de Iowa (61, 62,7) ha publica­

do una serie de trabajos que demuestran el mecanismo de acción catal:ltica 

de la dextransacarasa. Este mecanismo hace intervenir un complejo enzi~tico 

activo entre la enzima, la glucosa y l~ dextrana. 

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

entre el carbono 1 de la glucosa y el oxigeno ínterglucosidico, hidrolizándola 

formando un complejo glucosil-enzima. 

El oxigeno 1igado al carbono 6 de esta glucosa repite el mecanismo atacando 

al carb~no 1 de la dextrana. 
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Dicho mecanismo implica en la enzima la existencia de dos grupos catalíticos 

equivalentes x1 y x2 • 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, efectúa 

un ataque nucleofilico sobre el carbono 1 del otro grupo formando el enlace 

Se propaga al mismo tiempo otro ataque nucleofilico a una nueva 

molécula de sacarosa, de tal manera que la cadena en crecimiento va desplazán­

dose de uno a otro de los grupos cata1Íticos al repetirse nuevamente el ataque 

del oxigeno del carbono 6, en esta ocasi6n, de la tercera unidad de glucosa 

sobre el carbono 1 de la segunda unidad. 

Terminaci6n de la cadena 

Robyt y Taoiguchi (62) demostraron que la síntesis de enlaces a. (1 ~3) de 

la dextrana de Leuconostoc mesenteroides NRRL. B512F ocurre cuando el -e3H20H 

de las moléculas de dextrana libre atacan nucleofilicamente al c1del grupo 

glucosil y/o al del grupo dextranosil desplazhndolos del complejo. 

k. Unidades de actividad enzimática 

Koepsell, Tsuchiya y colaboradores (70) establecieron las condiciones de 

producci6n de la dextranasacaresa, posteriormente Jeanes (39) las replicó. 

Una unidad de actividad dextransacarasa (UDS) fue definida como l.a 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 30ºC y una concentraci6n de sustrato (sacarosa) del 

10% en amortiguador de acetatos a pH de 5.2. La determinaci6n de fructosa 

se realiz6 por el método Somogyi (68) para azúcares reductores. 

Se han sugerido unidades alternativas. Lawford (46) exprese la actividad 

enzimática como µg de azúcar reductor producido min/ml a pH 5.5 y 3o0 c. Rela­

cionando ambas unidades, obtenemos : 10 µ8 de azúcar reductor/min/ml = l.15 

UDS/ml. 

Robyt y Walseth (64) definieron la actividad como l unidad, (U) es la cantidad 

de enzima que incorpora un µmol de D-glucosa al polisacárido en un minuto 

a pH 5.0 y 25°c. Entonces l (U) • 20.27 UDS. 

i'.aboli y Rally (40) definieron l unidad (JI ) como la cantidad de enzima que 

libera l µmol de azúc:ar reductor en un minuto a pH 5.2 y 30ºC. Es lo 1:1ismo 

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

La comparaci6n de las unidades es dificil por la variaci6n de las condiciones 

usadas. Para uso industrial, UDS es el más conveniente. 
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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) 

l. Directo. La dextrana es producida en el mismo seno del crecimiento 

bacteriano y de la producción enzimática. 

plifica lo obtenido por Alsop. (3) 

En gráfica l. 7 se ejem-

2. Indirecto. Como la enzima es extracelular en varias especies de 

bacterias antes mecioadas, puede ser aislada para sintetizar el 

polímero en ausencia del microorganismo gráfica 1.8, según Alsop.(3) 

~isten algunas cepas de Leuconostoc ( por ejemplo, NRRL-B-1299 ) que prodc­

cen dextranas insolubles y cuya enzima se encuentra ligada a la pared celular 

durante la síntesis. Otro tipo de dextrana es la producida por la cepa 

NRRL-Bl355 y ha sido demostrado reciéntemente que contiene enlaces alterr.aécs 

d(l+6) yo (1+3). Como puede observarse, el tipo de dextrana depende de la 

cepa utilizada. 

Se ha propuesto con base en varias investigaciones sobre la producción satis­

factoria de dextrana clínica que la cepa NRRL-B512F, desde los puntos de 

vista técnico y económico, es la más útil y relevante. 

La secuencia para producir dextrana clínica es como sigue: 
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i) Fermentaci6n 

a) Crecimiento celular 

b) Producción enzimática 

c) Producción de dextrana nativa (en presencia o ausencia de microor­

ganismos. 

ii) Hidrólisis 

iii) Fraccionamiento 

iv) Formulación de las dosis farmacéuticas 

i) Fermentación 

La primera parte de esta secuencia para producir dextrana cl.ínica se trató 

en elpunto 1.3.1. en la sección b, en donde se enumeraron las características 

de la fermentación para l.a producción de dextranas. 

ii) Hidrólisis 

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

de tres formas: 

la. Acida. La hidrólisis ácida parece ser el método más atractivo, 

debido a que no precisa instalación compleja y se puede regular 

fácilmente. Colín y Belval. (20) describieron la hidrólisis parcial 

de la dextrana con ácido y la precipitación del producto hidrolizado 

con alcohol. 
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Sohns et a1.(66) estab1ecieron e1 tratamiento en instalaci6n piloto 

de1 dextrsno purificado por una precipitaci6n previa a la hidró1isis, 

la cua1 la 1levaron a cabo a pH 1 ( H2so4 ) y aoºc. 

2a. Enzimática. La hidrólisis enzimática de la dextrana es llevada a 

cabo por 1a enzima dextranasa. Dicha enzima es producida por ciertas 

bacterias aeróbicas y por hongos de los géneros Penicillium y 

Aspergillus. La familia de las dextranasas está clasificada en end6-

ge~s y exógenas. La acci6n de las dextranasas sobre la dextrana 

ha sido muy estudiada. Charles y Farrell(l3) estudiaron la enzima 

de Penicillium lilacinum para obtener dextrana clinicá a partir de 

la dextrana natural de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512F. El 

producto cumplía con las directrices de la Food and Drug Administra­

tion y fué usado clinicamente. 

Alsop(3) experimentó con enzimas de B<?ck!Mn y Calbiochem demostrando 

que las de acción endógena producen una pequeña cantidad de oligosacá­

ridos al inicio de la hidrólisis originando una distribución similar 

a 1a obtenida en la hidrólisis ácida. En contraste, la dextranasa 

Sigma grado I usada por Basedow (8) , aunque descrita como endógena, 

produce oligosacáridos, maltosa e isomaltosa al principio de la reac-

ción. Una selección de enzimas comercialmente apropiadas producen 

diferentes distribuciones de peso molecular sobre el mismo tipo de 

dextrana, obviamente actúan de diferente forma en relaci6n al ataque 

sobre 1a molécula de dextrana y a su comportamiento cerca de ambas 
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1:1.gaduras. Q. (l. ~6) y d. (1 +3) en e1 po1ill!e!:'~. J>..i:onómi.camente estas 

enzimas ofrecen a1gunas ventajas sobre e1 proceso ácido. a menos 

que puedan ser :tn.:>vi1izadas y/o recuperadas y reusadas. Tales técni­

cas se han descrito tambilm para purificar jarabes azucarados conteni­

dos de dextranas contaminantes. 

3a. U1tras6nicas. Esta hidrólisis ha sido estudiada por nwaerosos invest!. 

gadores. En particular, Basedov (8) describió inicial.mente la ciné­

tica de esta reacción. Este ~todo provoca la ruptura de la mo1écula 

de dextrana preferente11ente en su punto medio. A través de un análi­

sis de GPC, -trb que una pequeña fraccíbn de dextrana '40' (peso 

mo1ecular. 40,000} se produce después de sucesivas bídrblisis obtenié.!!, 

dose también distribuciones de pesos moleculares cerca.nos a 10,000 

y 20,000_ Este estudio, se llevó a cabo a nivel. 1aboratorio y no 

se ha reportado hasta 1a fecha nada acerca de1 esca1aai.ento a 1os 

ni.veles pi1oto e :industrial. 

iíi) Fraccionamiento 

Convencional!!!ente 1as dextranas con distribuciones caracteristicas de peso 

mo1ecu1ar son fraccionadas, despuk de la hidrólisis. por -dio de precipi­

taciones sucesivas con disolventes. Estas consumen tiempo y son caras, parti­

cularmente en re1ación a los costos de recuperación del disolvente. Reciénte-

-.nte se ha propuesto para el fraccionamiento de 1as dextranas a esca1a in-

-ial la ultrafi1tración seguida de una cromatografía (7 ,8) • Barker y 
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y colaboradores (7) en la Universidad de Aston escalaron .la separación conti­

nua de dextranas de alto peso molecular de los hidrolizados industriales 

usando empaques de Porasil en columnas de acero inoxidable de 2" de diámetro 

operando a 60°C y 200 psig. La eficacia de la separación iguala a la producida 

en el fraccionamiento con solventes a escala industrial. (6) 

iv) Formulación de las dosis farmacéuticas 

Composición y preparación de la dextrana clínica destinada para sustituir 

el plasma sanguíneo, según las patentes 2, 708, 174 r 2, 784, 143 de la .2!.!E.!. 

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

La dextrana clínica es un material que posee ciertas propiedades químicas 

y físicas que la hacen apropiada para su uso en el cuerpo humano. Generalmen­

te es empleada en una solución salina inyectable al 6%. El peso molecular 

debe estar 25,000 a 15,000, con no menos de un 5 a 10% de 25 ,000 ni más, 

con el llli<mo porcentaje, de 200,000. La viscosidad de una solución al 6% 

no debe ser menor a 2 •. 5 ni !!!!!yor e 3.5 ccntipoises o 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 más de 0.95 g por 100 mililitros de solnción(66) Stavely, autor 

de la primera patente antes mencionada, la dextrana clínica de otras prepara­

ciones, esencialmente con base en el porcentaje de enlaces d(l~ 6) en el 

polímero que alcanza un valor de 95%, el resto son enlaces diferentes, por 

ejemplo ci (1-+3). 
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Anteriormente las soluciones a1 6% de dextrana c1:1nica con un pH 

de 6 a 7 después del proceso de esterilizaci6n, presentaban un pH alrededor 

de 3. Cuando el pH es ajustado a un valor de 9.5 con NaOH antes de la esteri­

lizaci6n, aparecía después de ésta, un color café en la soluci6n que no podía 

ser eliminado con filtración ni con centrifugación. Wieman, autor de la 

segunda patente, describi6 su proceso y cosiste primordialmente en desionizar 

las soluciones de dextrana a través de una monocapa de resinas int.ercambiado­

ras de iones; a las soluciones obtenidas se les adicion6 de 0.05 a 0.2 g 

de una mezcla de Na2 HP04 y K2 HP04 por litro de soluci6n de dextrana. Las 

preparaciones asi esterilizadas eran incoloras y apropiadas para el uso como 

sustituto del plasma. 

- 52 -



CAPITIJLO II 

DESARROLLO EXPERIHENTAL 

PREPARACION DE LAS DEXTRANAS EN EL LABORATORIO 

En la siguiente secci6n se describirá el procedimiento seguido para la sínte­

sis del polímero. Las técnicas analíticas usadas en algunas etapas, se citan 

en su desarrollo. La composici6n del medio de cultivo usado para la obtenci6n 

de la enzima y el procedimiento de síntesis siguen los métodos usados por 

Jeanes. (39) 

Se describen en la segunda parte de esta secci6n, desde las condiciones de 

obtenci6n de la enz:l.ma hasta las condiciones de obtenci6n del polímero; para 

poder así concluir caracterizando al proceso en forma global. 

2.1. MATERIAL 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 Divisi6n de Posgrado, de 

la Facultad de Qulmica 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 composici6n se muestra en la tabla 2 .1. Se prepararon 200 ml. , 

para usarlos en la propagaci6n 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 inclui-

do en la formulaci6n debido a que el extracto de levadura contiene 

altas cantidades del mismo según se muestra en la tabla 2.2. 

COMPONENTES 

Sacarosa 

Extracto de levadura 

Fosfato dibásico de postasio, K2HP04 
Sulfato de magnesio, MgS04 
Sulfato de fierro (II), FeS04 
Sulfato de manganeso (II), HnS04 

Jeanes (1965)(39). 

CANTIDAD 

% 

2.000 

2.000 

2.000 

0.020 

0.001 

0.001 

Tabla 2.1. Composici6n del medio de cultivo tradicional u~ 

do para la producci6n de la enzima Dextransacar.!!. 

sa. 

EXTRACTO DE LEVADURA 

Bioxón 

Yestal-400 

Jeanes (1965) (39). 

% Cl- (base seca) 

3.0 

4.0 

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 etilicó 96° G.L. 

Fosfato dibásico de potasio, K2HP04 • Cosmocel, S.A. 

Cloruro de Sodio, NaCl 

b) Grado reactivo 

Su1fato de Magnesio, Mg so4 
Sulfato de manganeso, Mn so4 

Sulfato ferroso, Fe so4 

Cloruro de Calcio, Ca ci2 

Acido fosfórico, ff:3P04 

Acido Sulfurico, ~so4 
Hidróxido de Sodio, NaOH 

Dextrana utilizada como materia prima 

para la elaboración de hierro-dextrana 

Fructosa, c6H12o6 

Glucosa, C6H12o6 

Etilen Glicol 

Azida de Sodio, NaH3 

Lab. Merck 

Lab. J.T. Baker 

Lab. J.T. Baker 

Lab. J.T. Baker 

Lab. Merck 

Lab. J.T. Baker 

Lab. J.T. Baker 

Fisons de México, 

Lab. Darrnstadt 

Lab. Darmstadt 

Lab. Merck 

Lab. Reasol 

Pharmacia Fine 

S.A. 

Dextranas. De pesos moleculares: 10
4 

4xl04 , 7xl04 y 2x106 ,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. Análogo Sargent-Welch Modelo I.P. 

Centrífuga. Beckman 1500 con rotor para 6 vasos 

Espectrofotómetro Digital Perkin-Ellller Hitachi 200. De uno y dos haces. 

Autoclave 

Incubadora 

Baño de agua con termostato 

Cromatógrafo APLC. Beckman Modelo 332 

Parrilla de ca1entamiento. 
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2.2 OBTENCION DE LA ENZIMA DEXTRANSACARASA 

E1 pH del medio de cultivo utilizado fue 7 .l. Después de medio el pH, el 

medio de cultivo se esteril.iz6 en autoclave a 15 psi durante 20 minutos. 

Una vez esterilizado se inocularon los 200 ml. de medio con la bacteria 

Leuconostoc mesenteroides NRRL-BS12 la cual fué usada en forma de ampolleta, 

con el microorganismo l.iofil.izado. Los 200 ml. del medio, contenidos en un 

matraz Erlenmeyer. ya inoculados se incubaron en un baño con agitación recipr_2 

cante durante 24 horas a 25°C. La agitaci6n se mantuvo a setenta golpes 

por minuto. 

Terminada l.a -propagaci6n se llev6 a cabo en un fermentador de laboratorio, 

previamente esterilizado (MICROFERM-FERMENTOR), con control automático para 

mantener constante la temperatura del medio de fermentaci6n, filtro para 

aire, rotámetro, tac6metro análogo y motor de velocidad variable para agita­

ción mecánica. 

La agitación mecánica se realizó mediante un agitador de tipo de hojas con 

acoplamiento al motor a través de flecha. En la parte superior del vaso 

de fermentación se encuentran los puertos de muestreo. entrada de aire, medi­

ción de oxigeno disuelto, venteo y serpentín de control de temperatura. 

El procedimiento anterior se muestra en la figura 7 .l. que es el diagrama 

de flujo para la obtenci6n de la enzima cruda. 
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2.2.1. Condiciones convencionales de fermentación 

Se experimentaron dos variaciones: 

a. Para la obtención de la enzima se realizó una fermentación convencio­

nal; controlando sólo la temperatura, se permití.a que la bacteria 

se consumiera la sacarosa inicialmente implementada en el medio de 

cultivo, esquematizándose las variaciones en el crecimiento y en 

el pH; los resultados se observan en la gráfica 2.1. esto es con 

el fin de evaluar las condiciones convencionales de la fermentación. 

b. Para la obtención del polimero y enzima se realizó una fermentación 

alimeñtada; partiendo con el 

en la fermentación conveccional, 

mismo porcentaje de 

se probó la adici6n 

sacarosa que 

intermitente 

de sacarosa controlando el pH y la temperatura. Paralelamente se 

siguió la evolución del crecimiento. Con esta variaci6n se evaluarán 

las fermentaciones programadas con volfunenes del medio de 4 y 13.5 lt. 

Los resultados se observan en la gráfica correspondiente. 

El. crecimiento bacteriano se detectó por Turbimetrfa en un Spectronic 20 

a 600 nm. utilizando diferentes diluciones según la cantidad de biomasa prese.!!. 

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

de sacarosa. 

Los vasos de fermentación son intercambiables y en volfunenes de 3, 7, 9 y 

14 litros, con bafles para evitar la formación de ,·órtices. 
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Las condiciones de fermentaci6n fueron las siguientes: 

Temperatura 

Velocidad de agitaci6n 

Flujo de aire 

Volumen del medio 

Sac0 

26ºc :!: 1ºc 

300 rpm 

20CX> cm3 /min 

(equivalentes 

3000 ml. 

2% w/v 

B 0.66 vvm.) 

El curso de la fermentaci6n fue seguido a través de mediciones de pH del 

medio de fermentaci6n y densidad 6ptica para seguir el crecimiento del microo.!: 

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 medio que queda en el sif6n de muestreo y de 

esta forma tomar una llltlestra del medio de fenoentaci6n. 

Para la medicí6n de la densidad 6ptica la muestra fue diluida once veces. 

El pH se midi6 en un medidor de pH análogo Sargent-Welch lllOdelo IP. La densi­

dad 6ptica se midi6 en un espectofot6metro digital Perkin-Elmer Hitachi 200, 

en el rango de espectro visible a 650 nm. 

El punto final de la fermentaci6n fué tomado en el momento en que los microor­

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

taci6n dur6 aproximadamente siete horas. I.a variaci6n de la densidad 6ptica 

y el pH con respecto al tiempo pueden verse en la gráfica 2.1. 

Inmediatamente después de concluida la fermentaci6n, el pH fué ajustado a 
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5.0 con hidr6xido de sodi~ SN con objeto de evitar la pérdida de la actividad 

enzimática. Se agregaron 0.5 g./lt. de cloruro de calcio anhidro para estabili­

zar la enzima y 0.04% de azida de sodio para evitar la contaminaci6n por otros 

microorganismos. 

Una vez hecho lo anterior las bacterias se separaron del medio por centrifuga­

ci6n durante una hora y media a 3 sao rpm. La centrifugaci6n se llevb a cabo 

en una centrífuga Beckman 1500 con rotor para seis vasos. 

El sobrenadante que contiene a la enzima, la cual de aquí en adelante será 

denominada como "enzima cruda", se almacenb a 4°C hasta el. momento de su pos­

terior utilizaci6n en la síntesis del polímero. 

2.2.2. Optimizaci6n de la Producci6n de la Enzima 

En el presente trabajo, tomando como referencia los resultados obtenidos por 

Lbpez y Honsan (49) en fermentación alimentada (gráfica l.S), se efectuó una 

fermentaci6n en volumen de O.S lt con regulaci6n de pH partiendo con una con­

centracibn de sacarosa del 2 %. Iniciando la fase de crecimiento se adicionó 

en forma intermitente 1 % en peso de azúcar estándar, una vez cada hora con 

respecto al volumen de fermentaci6n. Este porcentaje va de acuerdo a lo repor­

tado por Scheneider (38) sobre el consumo de sacarosa por Leuconostoc ~esente­

roides NRRL-BS12F que es de 10-11 g/lt. 

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

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

E1 uso que se les da a las dextranas está estrechamente relacionado con su 

peso melecular y la distribuci6n 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 la síntesis enzimática. E1 término dextranas hidrolizadas se refiere 

a los polímeros, de menor peso molecular, que se obtienen por hidr6lisis 

ácida de las Dextranas nativas. 

Mientras que la distribuci6n de pesos moleculares de las Dextranas hidroliza­

das puede estar entre un rango de cien mil hasta nueve millones, el de l.as 

Dextranas nativas puede ser de ciento veinticinco a doscientos cincuenta 

millones. En forma hidrolizada, en rangos de 25 000 a 75 000 encuentran 

su aayor aplicaci6n en el área de la medicina. 

2.3.1. Determinaci6n de la Actividad Enzimática 

Antes de efectuar la síntesis del polímero, bsjo las diferentes condiciones 

de· reacci6n, se midi6 la actividad enzimática del sobrenadante. 

La medici6n de la actividad enzimática está basada en la determinaci6n de 

la velocidad inicial de producci6n de fructosa, usando algún método adecuado 

para determinar el poder reductor de esta última conforme va produciéndose, 

en función del tiempo de reacci6n entre la enzima y la sacarosa. 
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Revisando el mecanismo de reacci6n de la dextransacarasa (figura 1.5), se 

observa que después de hidrolizar a la sacarosa, esta enzima polimeriza unida­

des de glucosa liberando unidades de fructosa cuyo poder reductor puede detec­

tarse con el método del ácido 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 determinación fueron 

las reportadas por Jeanes. 

a) Detel'!llÍnación de azucares reductores por el método DNS. 

El método se basa en l.a determinación calorimétrica de la cantidad de ácido 

dinitro-amino salicil.ico producido por reducción del ácido 3,5 dinitro salici-

1.ico (D!IS) en sol.ución alcalina. 

Reactivos. 

Reactivo DNS. Disolver en agua destilada, 16 g. de NaOH, 300 g. de 

tartrato doble de sodio y potasio y 10 g. de ácido 3,5 dinitro sali­

cílico (DNS). Llevar el volumen a 1 000 ml.. en el matraz volumétrico 

El orden de disolución de los reactivos debe ser el señalado. 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 la 

luz. 

Fructosa. Preparar una soluci6n de fructosa conteniendo 2 mg/ml. ,con 

esta soluci6n se construye la curva estándar. 
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Pt"ocedimiento del. M&todo DNS. 

Agregar l. ml.. de la sol.ución problema. conteniendo menos de 2 mg/ml. 

de azucares reductores, en un tubo de ensaye. Se agrega l. ml.. de reacti­

vo DNS y se agita. Se tapa el. tubo y se coloca en un baño Haría durante 

cinco minutos exactamente. 

Una vez transcurrido dicho tiempo se saca el. tubo del. baño Uaria y se 

col.oca en un baño de hielo hasta que alcance la temperatura ambiente. 

Se diluyen con 10 m1. de agua destilada y se deja reposar 30 min. para 

permitir el desarrol.l.o total del color. 

Paralelamente al tratamiento de la muestra se desarroll.a un blanco de 

reactivo. Este se hace col.oc:ando l mJ.. de agua destilada en lugar de 

la muestra y siguiendo el. mismo procedimiento que para esta 61t:ima. 

Una vez desarrollado el. co1or, se mide la absorbencia en el. espectro 

visib1e a 450 na. Ca1ibrar a cero de absorbancia con el blanco de reacti-

"º· 

La concentración de azúcares reductores, expresada como mg de fructosa 

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

previamente. 

b) Determinación de la actividad enzimática de la Dextransacarasa 

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

cida durante la reacción de la enzima con la sacarosa. E1 poder reductor 
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se determina con el método DNS. 

Reactivos. 

Soluci6n tamponada de sacarosa al 60% 10 ml. de buffer acetato 3 

H (pH = 5.4) y 60 g. de sacarosa se disuelven en agua destilada y 

se llevan a 100 ml. El pH final deberá ser de 5.2. 

Reactivo DNS. 

Enzima cruda o purificada. Si la soluci6n de enzima tiene más de 

40 unidades de enzima por ml., preparar una diluci6n exacta con agua 

destilada para obtener la solución de ensayo. 

Procedimiento. 

Se colocan en una gradilla varios tubos de ensaye (genera1mente seis 

o siete) debidamente numerados. Uno de ellos será el blanco de enzi­

ma. A =de u!!o de los tubos se les agrega 1 ml. de reactivo DNS 

y 0.5 m1 de agua destilada y se agitan. 

Se agregan 2 ml de la soluci6n tamponada de sacarosa al tubo de ensaye 

de 25 mm. x 160 mm. Se coloca el tubo en un baño de agua a 30°C. 

Se añaden a este tubo lo más rápido posible, 10 ml. de la soluci6n 

de enzima atemperada a 30°c. Inmediatamente después de agregados 

los 10 ml. de enzima se empieza a registrar el tiempo en el cron6metro 

Se toman 0.5 ml. de reacci6n lo más rápido posible después de haber 
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arrancado el cronómetro. de tal forma que se tenga un registro de 

tiempo lo más cercano posible a cero. y se añaden a uno de los tubos 

que contienen el reactivo DNS y el agua destilada. 

El tubo se agita y se coloca en el baño Mar:l.a durante cinco minutos 

exactos. Pasado este tiempo el tubo se saca y se coloca en el baño 

de hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se anaden 10 ml 

de agua dcstialda, se deja reposar 30 min. y se mide absorbancia 

en el espectro visible a 540 run. La absorbancia se calibra a cero 

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

Paralelamente se desarrolla un blanco de enzima. Se efectúa el mismo 

procedimiento con los demás tubos. t0111aDdo 111Uestras del · l!!edio de 

reacci6n a intervalos de tiempo lo más cercanos posibles a cero al 

inicio de la reacción y a intervalos lo más grandes conforme ésta 

avanza. 

Una vez hecho lo anterior. se construye una gráfica Absorbencia contra 

tiempo. 

La actividad enzi.Jllática se calcula de la siguiente forma: 
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donde: 

UDS • Unidades de Dextransacarasa. 

(una unidad de Dextransacarasa se define como 

la cantidad de enzima que convertirá 1 mg. de 

sacaroaa 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

tración de fructosa. 

Ms Peso molecular de la sacarosa. 

Hf Peso molecular de la fructosa. 

F Factor de dilución. 

Vs Volumen de solución. 

Ve Volumen de enzima. 

El. volumen de la muestra fué óe 0.5 uu.. y no de 1.0 ::l.. co=o lo indica la 

técnica por, dos razones: 

la. El. pH = 5 del sobrenadante donde se encuentra la enzima provoca 

la precipitación del ácido DNS, que es estable a valores de pH fuerte­

mente alcalinos donde se efectúa la reacción con el grupo reductor. 

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

del espectrofotómetro rebasarían los límites de confiabilidad. 

La actividad enzimática se calcula entonces, mediante la expresión: 
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donde: 

UDS/ml • M (1.9) (1.2) (60) (2) 

m 

M Pendiente de la curva de acci6n enzimática. 

1.9 Factor estequiométrico de Conversi6n. 

(PM sacarosa/PM fructosa) 

1.2 = 12/10. (10 ml. de sobrenadante con enzima + 2 

ml. de la soluci6n de sacarosa 60° Brix/10 ml. 

del sobrenadante con enzima). 

60 conversión de min. a hr. 

2 0.5 ml. de muestra en vez de 1.0 ml. 

m - Pendiente de la curva patr6n (absorbancia vs. 

concentración de fructosa g/lt). 

2.3.2. Hedici6n del curso de reacción. 

El transcurso de la reacción se cuantific6 en términos de la conversi6n de 

la sacarosa a dextrana. Definiendo a X como la conversi6n, se tiene que: 

d.onde: 

.lC 
ISacl o X 100 

lsacl 1 

~acl 0 • Concentraci6n de sacarosa al inicio de la reacci6n 
en g/l. 
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lsacl 1 • Concentraci6n de Dextrana transformada a sacar.._ 

en el tiempo l. 

IFruf 1 (g/l) X 1.9 (factor estequiométrico 

de conversi6n entre sacarosa y fructosa). 

La concentraci6n de fructosa se determin6 con el método del DNS detallado 

en la metodolog!a para calcular la actividad enzimática. 

Usando estos métodos la actividad enzimática 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 sacarosa 

en Dextrana en una hora, bajo las condic:iones de ensayo, liberando 0.52 mg. 

de fructosa. (37) 

La actividad enzimática obtenida estuvo por abajo del valor reportado en 

la literatura para las mi=s co::diciones de fermentaci6n. Dicho valor está 

entre 20 - 30 UDS/ml. (38) El hecho de que el valor obtenido sea casi tres 

veces menor quizá se deba al tiempo que estuvo sujeta la enzima a un pH de 

4.0 durante su obtención, según se observa en la gráfica 2.1. 

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

actividad relativamente rápido a pH distinto del mencionado. 

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

te en el tiempo que tardará en sintetizar el pol!mero y al parecer no tiene 
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influencia sobre las caracteristicas fineles del mismo. (38) 

2.3.3. Condiciones de reacci6n para la sintesis enzimática del polímero 

Una vez conocida la actividad enzimática de 1a Dextransacarasa cruda se proce-

dió a sintetizar el polimero. Para ello el volumen de medio liquido contenien_ 

do la enzima se dividi6 en diferentes números de porciones; siendo C.stas 

y las condiciones de reacci6n las mostradas en la Tabla 2.3. 

Según se observa en dicha tabla el número de condiciones de sintesis fu(, 

de ocho. Las únicas variables usadas fueron el volumen del medio de reacción. 

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

Las ú1timas tres experimentaciones fueron replanteauri.entos que se explican 

durante el desarrollo de este trabajo, pero se incluyen para tener la visi6n 

general del trabajo experimental realizado. 

Las distintas condiciones de sintesis permiten varias posibilidades de campar!!_ 

ción. Para una misma concentración inicial de sustrato se ensayaron tres 

volumenes de reacci6n diferentes. Para cuatro distintas concentraciones 

iniciales de sustrato, dos volumenes de reacción diferentes. Para un mismo 

volumen de reacción, dos diferentes tipos de· extracto de levadura. 

2.3.4. Procedimiento de obtenci6n del polímero 

Para la obtención del polímero se siguió el procedimiento que se describe 

a continuacibn. 
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.... ..,. 

Volumen del medio de 

reacci6n. 

(ml) 

*500 

*500 

500 

500 
500 

500 

3 000 

4 000 

13 500 

Niveles de Variaci6n. 

a. + iºc 
b. 1 - 3 % peso 
c. 2 - 5 % peso 
d. 7.0 - 5.5 

*Realizarlas por (SO). 

Temperatura del Concentrac16n inicial 

medio de reacci6n. de sacarosa. 

CºC)" (gr) 

26° 150 

26° 150 
26° 660 
26° 150 
26° 250 

26° 400 

21º 2 % sin adición 

26° 150 

26° 150 

Tipo de 

extracto 

Yestalb 

Biox6nc 

Yes tal 

pll 

d 

Control 

UDS/ml 

Sin Control 30 

Control 140 

170 

Tabla 2.3. Condiciones de reacción para la aintesis de 

Dextranas. Trabajo Experimental. 



Preparaci6n de in6culos. 

En volumen, el in6culo de todas las fermentaciones fué del 10%. 

Volumen de fermentación, 0.5 lt Una ampolleta conteniendo a la bacte­

ria liofilizada, se puso en contacto con 50 ml. de medio fresco, 

posteriormente se incubó 16 hrs a 30°C, necesarias para la hidrataci6n 

y el máximo crecimiento de bacterias activas. 

Volumen de fermentación, 4.0 lt Se procedió de igual manera variando 

el volumen de medio (400 ml.) y el tiempo de incubación (24 hrs). 

Volumen de fermentaci6n, 13.5 k Se propagó el in6culo debido a 

la magnitud del volumen. Se tomaron 50 m1. de in6culo destinado 

a 0.5 lt de fermentación, se virtieron en 1.35 lt y se incubó durante 

otras 16 hrs. 

Fenoentación de 3 lt 

Como se mencionó, la primera experimentación realizada a este nivel"fué para 

estudiar el crecimiento de la bacteria; por lo que se. cuantificó la actividad 

enzimática final alcanzada bajo las siguientes condiciones de fermentación: 

T cºc> 
rpm 

Sac
0 

26 

300 

2 % w/v 

Sin adiciones, con el fin de probar inicialme!!. 

te el sistema en las condiciones tradicionales 

de fermentación. 
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Los resultados se muestran en la gráfica 2.1.; donde se observa que se alcanza 

una actividad enzimática de 30 UDS/ml. 

Para evitar agregar la sacarosa en forma de solución y diluir de esta forma 

la enzima provocando una disminución en su actividad, se agreg6 la sacarosa 

directamente en forma de cristales a la enzima cruda. Las muestras se coloca­

ron en un baño de agua con agitación reciprocante. La agitación se mantuvo 

a sesenta g9lpes por minuto durante todo el tiempo de s!ntesis. 

El curso de las reacciones fue seguido mediante la determinación del poder 

reductor del medio de reacción, expresado como mg de fructosa/ml de acuerdo 

a la expresión propuesta por Hehre (45): y mencionada anteriormente. 

El poder reductor del medio de reacción en funci6n del tiempo se determinó 

usando el mt.todo del DNS citado anteriormente. Dicho poder reductor fué 

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

Así mismo, en base a la reacción citada se calcularon los porcentajes teóricos 

de conversión de sacarosa usando para ello el valor de concentración inicial 

de sacarosa, y la concentración de fructosa producida en función del tiempo 

dada por el mbtodo DNS. 

Los valores de porcentaje de conversión en función del tiempo para las distin­

tas condiciones de s!ntesis se muestran en cada una de las gráficas. El punto 

final de las reacciones se determinó tomando en cuenta el momento en el cual 
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el porcentaje de conversión fue máximo y no cambió posteriormente con el 

tiempo. 

2.3.5. Resultados Obtenidos. 

Los resultados obtenidos de las síntesis con volumenes del medio de reacción 

de 3.0 lt y 0.5 1:., se muestran en las gráficas 2.1 y 2.2 respectivamente. 

Donde se puede observar que para la primera se alcanza una actividad enzimáti-

ca de 30 UDS/ml en comparación a 170 UDS/ml obtenida en la segunda síntesis 

mencionada. 

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

se compararon las velocidades de crecimiento en ambos procesos. 

Para la evaluación de las velocidades de crecimiento, se recurrió a la evalua-

ción puntual, estimándose de la siguiente manera: 

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

a la concentración de células: 

_.!!lL }J X 

dt 

Donde µ corresponde a la velocidad especifica de crecimiento. Esta velocidad 

es función de la concentración de sustrato limitante (generalmente la fuente 

de carbono) de acuerdo al modelo de Monod: (53) 
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Jl 
s 

Jl max K-:;:s 
s 

Ec. 2.0 

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

suponerse para esta etapa que: 

S >>IC s 

La ecuaci6n 2.0 quedaria simplificada de la siguiente forma: 

Jl m Jl , max 

De cualquier forma la evaluaci6n puntual de la velocidad de crecimiento se 

estimó tomando intervalos discretos de tiempo y considerando de la ecuaci6n 

2.0 como: 

Jl 
__ l ___ x __ 

t 

En la gráfica 2.3 se describe el comportamiento de la velocidad especifica 

de crecimiento a lo largo de las fermentacione:i de 0.5 y 3 le De esta figura 

se puede observar el inicio de la fermentaci6n es muy silllilar alcanzándose 

sin embargo, una mayor velocidad de crecimiento para el cultivo de O.S lt 

Esta situaci6n puede deberse a lilllitaciones en el suministro de oxigeno, 

por deficiencias ya sea en la aireaci6n o en la agitación. 

Sin embargo, se decidi6 efectuar en aproximadamente el mismo volumen (4 lt), 

el sistema de fermentaci6n alimentado bajo las mismas condiciones. del 

proceso. Los resultados se muestran en la gráfica 2.5 donde se alcanza una 

producción de dextransncarasa de aproximadamente 140 UDS/ml. 
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Densidad 20 

Optica. 
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o o 
200 Unidades de 

Dextransncnrasa 
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Cuenta 
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GráJ:icn 2.5. l'crmcntacibn alimcntrnla en volumen de 4.0 lts 

con control de pll. 1' - 26 - "l.7 o e 
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2.3.6. Influencia del tipo de Levadura 

Se estudió también la influencia del tipo de extracto de levadura efectuando 

fermentaciones a diferentes concentraciones. Los resultados de este estudio 

se muestran en la gráfica 2.6 de donde se presenta un valor Óptimo para el 

extracto de levadura YESTAL-400 de 2%. En la misma gráfica se observa que 

el YESTAL-400 contribuye a una mejor producción de la enzima e 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 preparación de medio de 

cultivo destinados a análisis microbio1ógicos. resu1tó de menor eficacia 

en la producción de dextransacarasa. En la tabla 2.1 se resumió la composi-

ción del medio de cultivo empleado. 

2.3.7. Producción de Dextranes de interés Farmacéutico 

A partir de la Dextrana nativa obtenida de la fermentación 0.5 l , se obtuvie-

ron productos de interés farmaceútico,. mediante una hidrólisis con ácido 

sulf6rico y un posterior fraccionamiento con alcohol etilico. En le gráfica 

2.2 se pueden observar las condiciones que se siguieron para la obtención 

de la fracción clinica de las dextranas. 

Se siguió el método de Sohns ~ al (66). para hidrolizar la dextrana nativa. 

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

suelta al 5-6 % p/p, a BOºc y a11n pH de 1.0; ajustado con tt2so4 , durante 

6 horas. 
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Dicho método se describe a continuaci6n: 

Precipitación de la dextrana nativa (previa al tratamiento hidrol:l.tico). 

Se revis6 lo reportado por H.M. Tsuchiya (70) como se presenta en la gráfica 

2. 7. y se observa que hasta aproximadamente el 46% de etanol, precipita la 

dextrana de a1to peso molecular, independientemente de la concentración de 

enzima y de ln cantidad de sacarosa utilizadas en la síntesis. A porcentajes 

mayores de alcohol, precipitan las de bajo peso molecular. 

También se revisó el trabajo experimental realizado por López (49) de la 

Precipitación de las dextranas hidrolizadas y se modific6 la segunda fase 

del método Sohns et al.(66) ya que se utiliz6 etanol y no metano!. Las curvas 

de precipitación de los patrones 70 000, 40 000 y 10 000 de peso Molecular 

de Dextrana as:!. como la de la dextrana destinada a la producción de hierro 

dextrana (Fisons, S.A.), se trazaron en dicho trabajo. En la gráfica 2.8 

se muestran las curvas de precipitación ( % 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 ~ 

al. (66). 

Selección de la concentración de enzima para la sintesis de dextrana nativa. 

Es posible demostrar que en términos de productividad, f., la cantidad de 

dextrana nativa producida por unidad de tiempo y por unidad de volumen es 

independiente de la actividad enzimática empleada en la sintesis. Esto se 

ilustra en la tabla 2,3. 
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De la misma tabla se desprende que a mayor diluci6n, mayor cantidad de dextra­

nas podrán ser producidas por litro de soluci6n de enzima preparada por ferme..!!. 

taci6n. 

Ante esta situaci6n se seleccionaron 40 UDS/ml considerando el efecto de 

limipieza que la diluci6n tiene sobre el medio, ya que los constituyentes 

de éste le confiren un color cafe obscuro, así como el tiempo de reacci6n. 

Hidr6lisis de la dextrana nativa producida. 

Una vez definidas las condiciones de producci6n de dextranas nativas, se 

efectu6 la s1.ntesis con el fin de estudiar y caracterizar el proceso de hidr6-

lisis ácida: 

Precipitaci6n Inicial. Una vez concluida la síntesis, la totalidad de dextrana 

sintetizada se precipita del me<Úo mediante la adición de 46% de alcohol 

etílico, 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 concentración con que resulta de la sintesis es la más adecuada para 

la hidrólisis. 

Los parámetros que afectan el proceso de hidr6lisis son, además de la concen­

traci6n 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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Actividad Enzimática Diluci6n Tiempo de ** Sacarosa p ...fuL_ 

en la reacci6n (l/x) reacci6n* (gr/lt) t 
(UDS/ml) 

Caao 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 u.o 1 1.23 150 122 

"' o 

* Según modelo de inhibici6n. 

* * l! anti dad de saca roso c¡uu puede transformarse al 

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

Selecci6n rle lu concentrecHm enzimática pare 

lu síntesis lle dexlronn nativa en bosu a la 

productivldud I', tiempo 1le rcncci6n y pureza 

tlcl llt¡t1i<lo unzimÓtlco. 
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Concentración inicial de 

dextranas nativas 
6-8 % 

T (°C) = 80 

pH 1 

Una vez definidas estas condiciones, se procedió a determinar el ti':'mpo de 

hidrólisis, para lo cual fue necesario el desarrollo de una técnica de control 

y cuantificación del peso molecular de las fracciones obtenidas. 

2.3.8. Cromatograf ia líquida de alta presión. 

La técnica está descrita posteriormente en la sección 2.3.9; y en la gráfica 

2.10., se muestran los diagramas de elución de los estándares de pesos molecu­

lares de las Dextranas de 70 000, 40 000 y 10 000, así como el obtenido para 

una muestra de la dextrana importada por Fisons de México. S.A., para la 

fabricación de Fe-dextrana. 

De estos resultados es posible correlacionar el peso molecular promedio, 

con el volumen de elución. Esta relación se muestra en la gráfica 2.11. 

Una vez disponible esta metodología de control, se procedió a la hidrólisis 

en las condiciones antes descritas. Se tomaron muestras durante cada hora 

a partir de la segunda hora de reacción y hasta la octava para determinar 

el tipo de productos obtenidos. 

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

en HPLC. 
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De estos resu1t:ados se concluy6 que el tiempo critico de hidr6lisis para 

la obtenci6n de l.as fracciones de interés cl.Ínico se encontraba entre 4 y 

5 horas, estando estos l.imites fuera de l.o óptimo, es decir, a las 4 horas, 

l.os productos son aún relativamente grandes, mientras que a las 5 horas l.a 

presencia de ol.igosacáridos es considerable. 

Se procedió entonces a analizar una muestra tomada a las 4.5 horas. Se obtuvi~ 

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

23 a 40% v/v de etanol. 

40 a 50% 

sobrenadante 

(muestra A) 

(muestra B) 

(muestra C) 

Los rangos fueron reducidos con respecto a l.os mencionados para l.os estánda­

res, con el. fin de evitar al.tas dispersiones en la distribución de pesos 

moleculares. Los diagramas de elución cie estas tres .fr&cci.ones se •,,¡est:.ran 

en 1a gráfica 2.12. El. bal.ance de Materiales de este proceso se presenta 

en l.a sección de Conclusiones. 

2.3.9. Análisis por Cromatografía Liquida de Al.ta Presión. 

Se desarrol.lo una técnica para el anál.isis y cuantificación de las dextranas 

hidrolizadas y fraccionadas. 

Para ello se usó el método de cromatografía de permeación en gel (GPC). 

Se requirieron dos col.umnas conectadas en serie cuyas características se 

enlistan en l.a tabl.a 2.4. 
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Procedimiento. 

Las dextranas patrones. la glucosa y el azul de dextrana 

utilizados para la determinación de los limites de exclusión 

éstos últimos 

se disolvieron 

en agua con 0.02 % de azida de sodio al 2% p/v. La concentración de las 

muestras fué del 2 %. 

El agua con azida de sodio se utilizó como fase móvil del sistema; el flujo 

de esta última, el. volumen de inyección, el indice de refracción asi como 

la sensibilidad del registrador y la velocidad del papel en el mismo, se 

detallan en los cromatogramas correspondientes. 

PreYi.amente al. fraccionamiento del po1imero la columna fué lavada con 200 

m1. de eluyente a un flujo constante de 9 ml por hora, una vez lavada la 

columna se procedió a calibrarla con objeto de determinar el volumen muerto, 

V
0

• Para ello se usó Dextrana azul cuyo peso molecular promedio Mw, reportado 

por el fabricante (determinado por el método de dispersión de luz) fué de 

dos millones. 

Se fraccionaron 0.5 m1. de una solución al 0.5% de Dextrana azul. el flujo 

se mantuvo a 7 ml/hr. Las fracciones, en porciones de 1.5 m1., se recolectaron 

usando un colector automático de fracciones colocado a la salida de la colu~na 

de cromatografia. 

A cada una de las fracciones recolectadas se les midió absorbancia a 650 
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nm. El cero de 6sta se ajust6 con el eluyente. El perfil de eluci6n corres­

pondiente se observa en la gráfica 2.10. El volúmen muerto fué de 15.9 ml. 

Resultados obtenidos. 

Según se observa en la gráfica la distribución de pesos moleculares fue bimo­

dal; existió 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 aún cuando el fabricante reporta un peso molecular de dos millones 

existe una fracción muy amplia que tiene menores pesos moleculares. 

Una vez obtenido el volumen muerto, V
0

, de la columna se procedió a cuantifi­

car las Dextranas. Se recolectaron fracciones de 1.5 ml., usando el colector 

automlltico. Para determinar las fracciones en ·las que el tiempo de hidrólisis, 

obtenían las dextranas de interés farmaceútico; se tomaron &uestres cada 

30 minutos. 
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Denominaci6n Spheroge1 

TSK-5000 PW TSIC-3000 SW 

Lugar en la 

conecci6n en serie lº 2º 

Di&metro por 

Longitud (mm X mm) 7.5 X 300 7.5 X 3()() 

Tamaño de partícula 17 um 10 um 

Limite de exclusi6n 7 X 106 1.5 X 105 

N6mero de 

platos te6ricos 10.000 

Características de las columnas utilizadas 

en el an!lisis por cromatografía liquida 

de alta presi6n. 
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o 

o 

o 

Flujo de la fase m6vil 1,0 ml/min 

Indice de refracei6n • 8 

Velocidad del papel en el registrador • 10 mm/min 

Volumen de inyeeci6n 20 microlitro• 

Concentraci6n de dextrsna • 2~ (10, 40 y 70,000) 
11' (Fi11on11) 

.... 
I! 

oºººo 
o 

o 

o 

o+ 

+ 
+ 

-s 

+++.¡..;. 
+ + 

.... 
s 

N 

.; 

+ 
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+ 
+ 

+ 
+++++++· ...... 

Grát:ico 2.11. · Diagrama• de eluei6n de loa ••tAndar•• de 
Pe11oe Molecular•• 10,000 (ooo), 40,000 
(+++), 70, 000 (, •• ) y de la dextrana des­
tinada a la f abrioaci6n de Fe-dextrana 
(Fiaona de Mexico, s. A.)(•-•-•). 

punto de 
inyecci6n 



F' t1 

·Azul de 'de;<l,·~n-a 
o c:FM = "!-mt1·.1;:-.ne!;). 

-1 

=· 1:: •. 000 
:¡ 

1"' 

volumen de elucióo (m1) 

Relac.ión entre -eL: peso molecular y e1 vo'!umen 

de eltici6ii. 

Los~{.;.it;s de exclusión están dados por el azul 

de dextrana (volumen muerto) y por la glucosa -

(volumen total), 
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Gl!AFICA '2.U a Di~qrama d~ cluci6n de la ~racci6n 
qu~ precipita d~I 23 al 40% de EtOH 
de,apuéa de 4.5 hr:·. de hidr6liais. 

i (Mucnti·.:i /\) 
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GRAFICA 2.11 b Diagrama <.lo eluci6n de la fracción 
!• quo precipita dol 40 al 50"' de EtOH 

después de 4.5 hrs. de hidrólisis. 

(Muestra B) 
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GRAF.tC.A 
11 

2.11.l 

1 

Diagrama da eluci6n de la fracci6n 
que sedimenta del sobrenadante con 
50 ' de EtOH después de haber aep~ 
redo la f racciOn que precipita en 
el intervalo 40-50' de EtOH. 

(MU•Dtra C) 



2.4. SINTFSIS ENZIHATICA 

Se procedi6 a establecer un modelo matemático que describiese el comportamiento 

cinbtico de la dextransacarosa producida. 

Se observ6 que s6lo obedece el modelo de Hichaelis-Mrten en zonas de baja 

concentraci6n de sustrato, estando sujetas a un proceso de inhibici6n, a 

concentraciones superiores al 10% • Estos resultados se presentan en la gráf i-

ca 2.13. 

Ante esta situaci6n se postul6 (47) un modelo que incluyese dicha inhibici6n 

considerando que su mecaniSlllO es de los modelos ya establecidos en la cinbtica 

enzimática: 

E + S +::::!: ES - E + p 

+ 

s 
u 

ESS 

El modelo correspondiente resulta ser: 

vmáx s 
V 

K.S2 K + S+ m l. 

Ec. 2.1 

Donde K1es la constante de inhibici6n. 
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Dicha ecuación es 1a de H::lchae1is-Menten adicionada del ténni.no KiS2 que 

se refiere a la hip6tesis p1anteada. 

Para la .;btención de 1os parámetros de dicho modelo, se analizaron por separado 

las zonas de baja y alta concentración, de tal forma que el inverso de1 mode1o 

puede simplificarse para la zona de baja concentraci6n (Ki S/Vmax ~O): 

_:_=_1 __ +~ 1 
F.c. 2.2. 

v vmáx V~ s 

De donde se obtiene e1 va1or de [• - 5.12 g C 1 
y e1 de Vmáx • 0.4859 g 1-1 

(gráfica 2.14) 

Para 1a zona de a1ta concentración (Km/Vmlu s-o): 

1 1 Ec. 2.3. 

V Vll!ÁX 

De donde un valor de )(i = 2.118 x 10-3 1. g-l fué ca1culado (gráfica 2.15). 

Contando ya con un mode1o adecuado para 1a descripci6n de1 comportamiento 

de 1a enzima con base en las velocidades inicia1es, se procedió a la obtención 

de una ecuaci6n de diseño para un reactor intermitente agitado. Esta resulta 

ser 1a a1ternativa más adecuada puesto que dadas 1as caracter:!.sticas dr. la 

reacción, es prácticamente imposible concebir un sistema continuo, al menos 
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para la síntesis de dextranas de alto peso molecular. 

En las fermentaciones por lotes (estado no constante) no hay corrientes entr"!!_ 

do y saliendo del reactor. Se supone que el sustrato limitante sufre sólo 

una reacción. Si m es la masa del sustrato correspondiente a una conversión 

cero y 4.x es la conversión en el tiempo 4t, la acumulación de1 sustrato en 

el tiempo At es m ?.x. 

Entonces, el balance de masa puede ser expresado como: 

vV At = m Ax Ec. 2.4. 

Las propiedades de la mezcla de reacción variarán con el tiempo, por lo que 

el balance de masa se transforma en una ecuación diferencial. Si se divide 

entre !.. t y se toma el limite como t -o, la ecuación 2.4 adquiere la forma: 

~=¿y_ F.c. 2.5 

dt m 

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

Para operaciones isotérmicas, v depende sólo de la composición de manera 

que la solución para la conversión con respecto al tiempo, puede obtenerse 

de un solo balance de materia. Se puede representar el resultado resolviendo 

la ecuación 2.5 para dt e integrando formalmente se obtiene que: 

t = m 
.x 

1 

dx -. .....m_ 
--;;¡- mt 
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En donde x
1 

es la conversión inicial y x 2la conversión en el tiempo t. La 

segunda igualdad expresa el volumen de la mezcla de reacci6n en términos 

de su masa total mt y densidad. 

La importancia de arreglar lá e%presi6n en esta forma radica en que el tiempo, 

variable designada como independiente en el diseño, esté separada de las 

variables dependientes características de la reacción quimica. Si la veloci-

dad y la densidad de la mezcla de reacción son conocidas como funciones de 

conversión, el valor de la integral para cualquier conversión deseada puede 

ser evaluada sin referencia al equipo de reacción. 

Si la densidad o el volumen de reacción son constantes, la ecuación 2.6 puede 

ser escrita en térmi.nos de la concentración. Si S es la concentración inicial 
o 

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

X s 
t s .r _E_ s ...!!L Ec. 2.7 

o 
V V 

o so 
o 

Definiendo v - - dS/dt como la velocidad de desaparición del sustrato, en 

este cado sacarosa, se puede integrar la ecuación 2.1 rcarreglándola inicial-

mente de la siguiente manera: 

Km+ S + KiS
2 

vmáx dt a~~~~~~~-

s 
dS 

Si los limites son S = (Sacarosa( en el tiempo t y 

S
0

= lsacarosal al inicio de la reacción 
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Se tiene finalmente que: 

vmáx t • 1:. ln 22.... + 
s 

(So - S) + _g_ (So2 - s2 ) 

2 

Ec. 2.9 

Esta ecuación puede expresarse en términos de conversión partiendo de la 

siguiente premisa: 

Donde S - So ( 1- x ) 

X• So-S 

So 

Ec. 2.10 

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

V • t = K ln ( 1- x )-l + Sox + Ki So2 (2x - x 2 ) 
max m 

Ec. ·2.11 

Observando la ecuación anterior, se advierte que el térm;.no .!!. pertenece a 

la ecuación de Hichaelis-Henten, mientras que el término .!!. pertenece a la 

del efecto de inhibición por sustrato. En la gráfica 2.16 se muestran los 

puntos experimentales obtenidosa diferentes concentraciones iniciales aparte 

de la predicción teórica de los modelos de Michaelis-Menten y de inhibición 

por exceso de sustrato (resumen de 10 experimentales). 

Determinación experimental de valores de Km y Vmáx 

Es muy complicado determinar Km y Vmáx a partir de la gráfica 2.13, dado 

que como los puntos experimentales están dispersos, resulta dificil dibujar 

una hipérbola correcta. Además de que no es posible suministrar suficiente 
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sustrato para alcanzar la VmAx o para medir las bajas velocidades inicia1es 

que se obtienen con concentraciones pequeñas de sustrato. Sin embargo, si 

se modifica la ecuaci6n de Michaelis-Meuten para obtener una representaci6n 

en linea recta, se superan estas dificultades. 

Método de Lineweaver Burk. Este método de representación de los datos parte 

del hecho de que la inversa de la ecuación de una hipérbola rectangular es 

la ecuaci6n de una linea recta. Asi, la inversa de la ecuaci6n de Michaelis 

Menten es: 

....!.... 
V 

(S) + Km 
~vmáx-_~~c=s->- vm!.x es> 

que por reordenamiento se convierte en la ecuaci6n de Line>reare-Burk, 

....!.... Km 
V 

l + 
m 

l 

v~x 

Por tanto, si se representa l/v en función de l/(S), se obtiene unn linee 

recta cuya pendiente es Km/Vmax y la ordenada en el origen es l/Vmáxº La 

extrapolación de la recta en el eje x negativo da -1/!Cm, que sirve para calcu-

lar Km, gráfica 2.14. 
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2.5. CRITERIOS DE ESCALAMIENTO 

Dada la capacidad de los fermentadores disponibles, se decidió efectuar un 

escalamiento a nivel semi-piloto, con el fin de definir el posible criterio 

de escalamiento que definiese los criterios de diseño para el proceso de 

fermentación a mayores capacidades. 

Los criterios de escalamiento disponibles más adecuados a procesos de ferment~ 

ci6n son: 

a. Potencia por unidad de volumen constante 

b. Coeficiente de transferencia de masa constante 

c. Número de Reynolds constante 

d. Velocidad en la punta del.agitador constante 

e. Tiempo de mezclado constante 

Se analizó para este proceso específica.mente cada uno de estos criterios, 

encontrándose que el más adecuado dadas sus características fué la potencia 

por unidad de volumen constante ya que ofrecía las mejores perspectivas. 

Los demás criterios fueron descartados por las siguientes razones: 

b) Kla :cte. 

(coeficiente de transfere.!!_ 

cía de oxigeno constante) 

Al ser el proceso microaerofílico, 

la disponibilidad de oxígeno no resulta 

limitan te. 
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c) NRe a cte. Ocasiona disminuciones muy drásticas 

(número de Reynolds en la potencia suministrada y en la 

constante) velocidad de agitaci6n. 

d) NDi = cte. El microorganismo no está sujeto a 

(velocidad en la punta daños por esfuerzos cortantes en los 

del agitador constante) rangos de operaci6n. 

e) Q/V ~ cte. Los resultados de un proceso diseñado 

(tiempo de mezclado con estas características serian alta.me.!!. 

constante) te costosos en términos energéticos. 

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

a) Si.odlitud geométrica 

D.2 
11 

1/3 
Di 2/3 __ 1_ 

Di2 

El fermentador disponible con capacidad de 14 lt fué entonces "diseñado", 

bajo este criterio, con el fin de determinar las condiciones de operaci6n. 
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De esta forma se encontró que dados los bajos consumos de potencia en los 

sistemas a nivel laboratorio, las condiciones resultaban muy similares a 

las de la fermentación de 0.5 l. (0.11 en lugar de 0.15 VVM y 264 en lugar 

de 300 rpm). 

Los resultados de la fermentación en 13.S lt se muestran en la gráfica 2.20. 

Puede observarse que la actividad obtenida es prácticamente igual a los resul­

tados de laboratorio. (170 UDS/wl), lo que permite aseverar que el criterio 

de escalamiento seleccionado es el adecuado, facilitando al mismo tiempo, 

el diseño de sistemas de producción 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 obstáculo principal para el avance de la biotecnología es el de el escala­

miento de procesos de laboratorio para su uso industrial. Hablar de escala­

miento significa avanzar del fermentador típico de laboratorio de 50 litros 

a biorreactores industriales con volumenes mayores en capacidad. Para 

1ograr esto, se necesitan nuevos procesos y equipos, como son, fermentadores, 

instrumentos de prueba de control y métodos para la recuperación de productos; 

que aseguren que los productos y procesos de la biotecnología no sean más 

costosos que los de tecnologías competidoras, 

Como hasta ahora esta parte del trabajo hemos visto, del exámen de los mecani~ 

mos y de los productos de este bioproceso se pueden entender mejor los proble-
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mas asociados con e1 escalamiento. El mecanismo de producci6n de cada produc­

to tiene diferentes requerimientos biol6gicos y presentan diferentes opciones 

genéticas para e1 mejoramiento de su eficiencia. 

Definidos ya los parámetros del mecanismo de producción, se le desarrolla 

para su uso a escala comercial. Esto incluye el diseño de métodos de prepara­

ción del sustrato, del bioreactor, de los sistemas de control, de técnicas 

de recuperaci6n del producto final, de fonnas de tratamiento de residuos 

y desperdicios; que ya hemos visto hasta aqui, y fina1mente del escalamiento 

del proceso junto con los criterios de selección. 
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2.6. DISEÑO Y CARACTERIZACION DEL PROCF.SO 

En la figura 2.4 se representa el diagrama de bloques del proceso a nivel 

laboratorio para la obtenci6n de las fracciones clínicas de peso molecular 

40 000 y 70 ooo. 

Las operaciones a nivel industrial serian las mismas. A continuación se prese.!!. 

ta, a manera de ejercicio, el esquema numérico de cuales serian los requeri­

mientos de materia prima y de equipo. tomando arbitrariamente una producción 

mensual de: 

1 tonelada de dextrana nativa 

472 

506 

Kg 

Kg 

de fracción 70 000 

de fracción 40 000 

E::ta~ ca.~tidades se fijaron con base en los rendimientos obtenidos. 

Dicho análisis se efectuaría en forma similar una vez efectuado un estudio 

de mercado. 

El calendario de actividades quedaria distribuido de la siguiente forma: 

l• semana 

2ª semana 

Proceso de fermentación para la producción de 10 500 1 de sobrena­

dante de fermentación con actividad de 160 UDS/ml. 

Reacción con 3 500 1 de enzima en un volumen total de 14 000 
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1 al 15% de sacarosa para producir l ton de dextrana de alto 

peso molecular. 

Reacción en las mismas condiciones para producir l ton de dextrana 

e hidrolizarla para obtener 236 Kg de P.M.- 70 000, y 

4• senana 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 operación as! como los volúmenes de 

los recipientes para la capacidad supuesta. 

En 1a Tabla 2.4 se enlista el balance de costos mensual de materias primas 

para e1 proceso con el fin de determinar la contribución de este rubro al 

costo de producción, considerando que en los Procesos Biológicos es justamente 

la aateria prima la que contribuye hasta en un 80% en los costos de producción 

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

$/Kg dextrana nativa 1/3 $ fermentación + 1/3 $ sin tesis 

1 000 Kg 

$/Kg f 70 000 - 1/3 $ fermentación + 1/3 $ sintesis + 1/2 $ hidrólisis= 5225.64 

452 Kg 

$/Kg f 40 000 - 1/3 fermentación + 1/3 $ sintesis + 1/2 $ hidrólisis - 4 902.48 

506 Kg 
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..... ...., ...., 
1 

SUSTANCIA 

Sacarosa 

CANTIDAD 

REQUERIDA 
MENSUAL 

Kg. 

COSTO POR UNIDAD 

(Grados Industriales) 
(Agosto de 1987) 

($) (incluido IVA) 

COSTO EN EL PROCESO 
( $ ) 

(azúcar estándar) 7,283.11 496,302.62/ton 3'614,572.80 

Extracto de Levadura 212.00 7 1 555,669.80/ton 

Kz11P04 
MgS04 
FeS04 
MnS04 
CaC12 
NaOH 

H2so4 (Conc.) 

Alcohol EtHico 

* litros. 

212.00 4 1919,245.30/ton 

2.12 546.41/kg 

0.10 377 .72/kg 

0.10 2, 720.00/kg 
5,27 5,593.23/kg 

350.80 1'391,039.90/ton 

362.29 188,001.10/ton 
* 100,076.24 1,283.40 

$ 

Balance de Costos mensual de materias primas necesarias para 

producir 1 ton de dextrane nativa, 472 kg de frecci6n 

70,000 y 506 kg de fracci6n 40,000. 

1 1601,802.20 

1'404,288.00 

1,158.40 
37.72 

272,01 

29,476.36 

487,976.83 

68,094.00 

se recupera 
7'207,687.40 



$/Kg de dextrana nativa 2 245.SB 

2.6.1. Rentabilidad. Factibilidad del Proceso 

En cualquier fase de investigación es necesario tomar decisiones sobre el 

aprovechamiento óptimo de los recursos disponibles. En las fases de diseño, 

construcción y operación estos recursos limitados se transforman en recursos 

de mayor valor. 

Tanto durante el diseño como durante la operación del sistema debe tenderse 

a un aprovechamiento óptimo de los recursos, es decir, deben minimizarse 

el costo de inSUJllOs y maximizarse el valor del producto. Esta transformación 

de un conjunto de recursos en otro grupo de mayor valor debe realizarse no 

solamente de acuerdo con las leyes f Ísicas que gobiernan al proceso de trans­

formación, sino también tomando en cuenta factores económicos, de ahí la 

importancia de esta sección. 

En resfunen, cuando nos enfrentamos a un problema de análisis .o de diseño, 

se tienen que tomar en cuenta los factores siguientes: 

l. Las leyes físicas o de otra Índole que gobiernan la transformación 

de insumos en productos, como hemos estudiado hasta aquí. 

2. El va1or asociado a los insumos, o sea, a los recursos empleados por 

el sistema. 

3. El valor de los productos generados por el sistema. 
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Para tomar esta decisí6n. respecto a la asígnaci6n más adcuada de recursos, 

es necesario conocer el modelo que relaciona los insumos con el producto. 

Este modelo se conoce con el nombre de funci6n de producci6n. El problema 

de optimizaci6n consiste en maximizar el incremento de valor• sujeto a las 

restricciones de la funci6n de producci6n. 

Para optimi=r y determinar la factibilidad de este proceso se determin6 

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

i. Es un proceso nuevo que no se cuentan con antecedentes hist6ricos. 

Lo que implica l.as siguientes consideraciones que se pueden limitar. 

ii. La demanda del producto aumenta con el tiempo. 

iii. La capacidad de producci6n se puede ampliar. 

iv. Los inventarios se pueden acumular o reducir. 

v. lil método no se ve afectado por cambios tecnológico~ e inflación. 

Por lo cual el. modelo únicmaente determina el 6ptimo de productos a producir 

exclusivamente para que sea rentable el proceso. 

Diseño Experimental 

Asignaci6n Optima de Recursos Limitados 
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Descripci6n del Probleaa 

En una planta industrial. de fermentación. se cuentan con 1os.siguientes.eqpi~ 

pos: 

A. Tanque de Preparación del Medio de Cultivo 

B. Esterilizadora 

C. Fermentador (Tanque de Reacción) 

D. Tanque de Precipitación 

E. Tanque de Hidrólisis 

F. Centrifuga 

G. Tanques de Fraccionamiento 

H. Secador por Aspersión 

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 máquina para el acabado del producto, 

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

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

tabla: 

(hrs) P R o D u e T o s 
Tiempo 6.ti1 de 

Tipo de Equipo Trabajo al mes 1 2 3 

A Medio Cultivo 125 24 24 24 

B Esterilizador 150 16 16 16 

e Fermentador 600 14 14 14 

D Precipitaci6n 492 2 2 2 

E Hidr6lisis 585 5 ,5 5 

F Centr'Íf'uga 418 3 3 3 

G Fraccionamiento 375 3 3 

H Secador 492 6 6 

I Pulverizador 492 2 2 

Porcentaje que se Utilidad 
obtiene del costo Unitaria ($) 35 90 100 
de producto 
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Condiciones de Operaci6n y Limitaciones 

Para que la producci6n sea rentable se requiere que el número de artículos 

Kg/elaborados sea mayor de l 200 por mes. 

Determine el número de Artículos de cada tipo que se deben producir en el 

mes para que, la ganancia obtenida sea máxima. 

Hay que considerar que todos los productos elaborados son vendidos. 

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

Solución: 

El Modelo Matemático del problema planteado es: 

Max Z a 35 X¡ + 90 X.¡ + 100 X 
3 

Restricciones: 

24 x1 + 24 x2 + 24 x3 ~ 2 5 ., 
16 x1 + 16 x2 + 16 x3 ::E l 5 o 

14 Xl + 14 x2 + 14 x3 ~ 6 o o 

2 X¡ + 2 x2 + 2 X3 ~ 5 8 5 

5 x1 + 5 x2 + 5 x3 ~ 4 9 2 

3 x1 + 3 x2 + 3 X3 .:=:: 4 1 8 

3 3 ~ 3 7 5 
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6 6 .:::: 3 7 5 

2 2 ~ 4 9 2 

X1 + X2 + x3 :;::: 12 000 

Condiciones de No Negatividad 

i D 1, 2, 3, 4 
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Con las Restricciones 

24 Xl + 24 x2 + 24 x3 + x4 125 
16 16 16 + x5 150 

14 14 14 + x6 600 

2 2 2 + X7 492 

5 5 5 + XB 585 

3 3 3 + X9 418 

3 3 + XlO 375 

6 6 + Xll 492 

2 2 + X12 492 

Xl + X2 + X3 - Xl3 + X14 1 200* 

..... M = 10 Vector de Constantes w 
N = 14 Matriz de Coeficientes Estructurales Independientes o 

1 

24 24 24 1 o o o o o o o o o o 125 

16 16 16 o 1 o o o o o () o o o 150 

14 14 14 o 1 o o o o o o o o 600 

2 2 2 o 1 o o o o o o o 492 

B ~ s s 5 o 1 o o o o o o PO • 585 

3 3 3 o 1 o o o o o 418 

o 3 3 o 1 o o o o 375 

o 6 6 o 1 o o o 492 

o 2 2 (; 1 o o 492 

1 1 o -1 l 1 200 

Coeficientes de Costos de la Funci6n a Optimizar 
e = 35, 90, 100, o. o' o.o, o.o, o.b, o.o, o.o, o.o, o.o, o. o, o.o, -
ASK = MAX 



** SALIDA DEL PROGRAMA ** 
Toma de Decisiones bajo condiciones de incertidumbre. 

a. Criterio Max-Min 

El valor Óptimo es: o.so A4 - Rl 

b. Criterio Max-Max: 

El valor óptimo es: 1.0 A1 - R1 

c. Criterio de Hurwicz: 

El valor óptimo es: 0.93 Al - R2 o.s 

d. Criterio de Arrepentimiento: 

El valor Óptimo es: o.so Az - Rz 

e. Criterio de Laplace: 

El valor óptimo es: 0.80 Az - R2 
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R 
E 
8 
u 
L 
T 
A 
D 
o 
s 

12,000 

15,000 

22,000 

Kgs/mes 

producidos. 

ALTERNATIVAS 

Tiempo de 

16.5 12.0 10.0 a.o Ferment:ación 

(hrs) 

1.00 o.92 0.74 o.so 

o.93 0.80 0.65 0.48 

0.79 o.64 0.59 0.42 

Tab1a 2.4. Matriz de Alternativas - Resultados 

Los valores mostrados en esta figura corresponden al. valor presente de cada 

combinación al.ternativa-resul.tado; cal.cul.ado de acuerdo con: 

El. rendbliento y tiempo de fermentación est!n tomados de la fermentación 

retroalimentada en volumen de 4.0 l con control. de pH; Gráfica 2.9. Multiplic!!. 

dos por l.a relación de aumento en la producción mensual, calculado a partir 

del método Simplex. 

Para decidir cual criterio elegir entre varias posibl.es al.ternativas, reduci-

das a sólo tres; se puede determinar si lo col.ocamos en función de un sól.o 

atributo: 

a. Por rendimiento y Cal.idad: A¡ - R1 
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b. Por Rentabi1idad Global del Proceso: A1 - R2 

c. Por Criterio bajo Condiciones de Incertidumbre: A2 - ~ 

"* SALIDA DEL PROGRAMA ** 

Optimización de la Producción de Dextranas. 

Método Simplex. 

*** Los valores que optimizan la función son 

0.15326E+04 

0.22896E+04 

0.18742E+04 

Valor de la función que se está optimizando: 

o. 493643E+06 
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2. 7. SIMULACION DEL P::tOCESO. 

De acuerdo con el objetivo general planteado en este trabajo, para la reali­

zación de diferentes tipos de simulaciones en este proceso; y considerando 

que no se tienen los suficientes datos hist6ricos para poder validar los 

resultados que se pudieran obtener de dichas simulaciones, se diseño una 

experimentaci6n de simulaci6n de tal forma que diera validez al programa 

uti1izado. comparando l.os resultados obtenidos con estas simulaciones y 

los resultados experimentales de este trabajo. 

Para tal efecto se rea1izaron: 

z 

a. Estudio cinético de la dextransacarasa (gráfica 2.22), en donde se 

eva1úa la desviación que se tienen con los datos experimentales obte­

nidos en este trabajo. El indice de correlación es de 0.793, el más 

cercano obtenido con los valores de 1as constantes cinéticas obteni­

das en este trabajo. 

Se muestra esta comparaci6n gráficamente (gráfica 2.24). 

b. Se efectúa una simulaci6n del proceso para obtener la máxima concen­

tración de sacarosa en funci6n de su productividad. 

Para esto se evaluó el modelo obtenido en la experimentación de este 

trabajo y que se muestra en el Capitulo de conclusiones. Los resulta­

dos se observan en la gráfica 2.23. 

El indice de correlación obtenido con los datos experimentales fue 

de O.B43. 

Por último se simulo el proceso de sintesis de dextranas evaluando la 
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velocid d específica de crecimiento. variando direrentes volumenes de 

reacci6 En l.a gráfica 2.21 se muestran l.os resul.tados obtenidos con el. 

programa util.izado; además del volW11en de 400 lts., que fue el. que obtuvo 
1 

la min~lllB velocidad con el máximo rendimiento. 

Los rJsultados, conclusiones 
1 

en el capítulo siguiente. 
1 

1 

y recomendaciones generales 
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e o N e L u s I o N E s 

A. CINETICA 

De las gráficas 2.14, 2.15, 2.16 y del análisis de éstas, se presentan las 

siguientes alternativas: 

l. La producción de dextranas empleando bajas concentraciones de sacarosa 

se lleva a cabo a la mayor velocidad de reacción 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 reacción. 

Esta situación hace pensar en la existencia de un valor 6ptimo de concentra-

ción inicial de sacarosa, que resulte en una máxima productividad. 

El sistema fué analizado de la siguiente forma: 

Definiendo la productividad como: 

P - ~~~~~~~d~e~x~t,,_,_r~a~n~a~s'-'p~r~o~d::.::u~c~i~d~a~s"-~~~~ 

tiempo invertido en la producci.2_n 

p Sox 

tmuertos + treacci.2,n 

Debe existir un óptimo para el cual: 

_!!f._ 

dS 
o 
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Sustituyendo e1 tie~po de reacci6n, por e1 que predice e1 modelo de inhibición 

por exceso de sustrato se obtiene: 

P - Sox Vmáx 

t V K Ln ( 1-x)-l 
muertos máx + m + Sox + KiSo2 (2x-x2 ) 

2 

C-3 

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

traci6n incial, se obtiene: 

C-4 

A1 sustituir los datos obtenidos para 1os parámetros cinéticos, considerando 

que los tiempos muertos (1avado, vaciado y otros) son mínimos y para una 

conversión del 0.99, esta ecuación predice un valor de 150 g/l. de sacarosa 

inicial para obtener una máxima productividad. 

Estos resultados fueron verificados experimentalmente de la siguiente forma: 

En la ecuación C-3 se sustituyeron los tiempos de reacción necesario.: para 

alcanzar la máxima conversión provenientes de las corridas a diferentes con-

centraciones iniciales de sustrato. En la gráfica 2.17 puede constatarse, 

que en efecto, una concentraci6n inicial de 150 g/l. resu1ta en una máxima 

productividad. 
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B. FERHENTACION 

Del. di.agrama de fl.ujo de l.a figura 2.3 con un tratamiento para un l.i.tro se 

ti.enen l.as sigui.entes concl.usi.ones: 

l.. Con respecto a l.a dextrana nativa antes de l.a hidról.isis, un 23.6% 

es obteni.do como dextrana de peso mol.ecul.ar promedi.o i.gual a 70 000 

Fracción que puede ser empl.eada como expansor del. volumen sanguíneo 

conoci.da como dextrana c1íni.ca. 

2. El 25.3 % de l.a dextrana original es obtenida en la fracción con 

peso mol.ecular promedio de 40 000, que de acuerdo a los análisis, puede 

ser empl.eada en l.a formu1ación del compl.ejo hierro-dextrana. 

3. El. l.9. 7% es obtenido co;¡¡o dextrana de peso mol.ecul.ar entre l.O 000 y 

40 000. 

4. El rendimiento global. en productos de interés farmacéutico, resul.ta 

ser entonces del. 48.9%. 

5. Las di.stri.bucic;nes so¡¡ en 1o gcncr~ ~dc::::u:u!= ¡::::.:::: 1:i for:::-..!lec:ión 

de l.os productos. 

6. El. rendimiento es superior a l.os reportados en l.a li.teratura ( Sohns 

y Rogovin, l.954, referenci.a 66), obtuvieron 38% de la fracci.ón 70 000 

y 0% de l.a fracción 40 000 de P.H. 

7. El extracto del.a l.evadura Yestal 400 fabricado por Arancia Ingredientes 

Especial.es S.A. de C.V., resulta de mayor efi.caci.a con respecto al. de 

Bi.oxon, debido a que con Yestal-400, Leuconostoc mesenteroides crece 

mejor y procduce niveles enzimáticos más al.tos. 
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8. En lo referente a la fermentaci6n retroalimentada, al escalar el proce­

so a u volumen de 14 litros, se alcanzaron iguales niveles enzimáticos 

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

Al comparar estos resultados con los reportados por López (1980), para la 

fermentaci6n retroalimentada en 3 litros, se encuentra que prácticamente 

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

C. SINTESIS ENZIMATICA. 

l. El modelo matemático elaborado describe adecuadamente el comportamiento 

cinético de la dextransacarasa considerando el efecto de inhibición 

que sobre dicha enzima ejerce el exceso de sustrato. 

2. De igual forma, la ecuación de diseño para un reactor agitado intermite.!!. 

te es apropiada, ya que experimentalmente se comprobó el valor de la 

concentración de sacarosa que renu1t3 en una má~ima productividad calcul!!_ 

da a partir de una expresión que se deriva de dicha ecuación de diseño. 

D. PRODUCCION DE DEXTRANAS DE INTERES FARMACElITICO 

l. Con la técnica desarrollada en cromatografía liquida de alta presión 

para el análisis y cuantificación de dextranas hidrolizadas y fracciona­

das, se pueden diferenciar las fracciones 70 000 y 40 000 en peso molecu­

lar. 

El tiempo necesario para el análisis de una muestra utilizando esta 
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técnica no rebasa 20 minutos, comparando con el tiempo que se alcanza 

en los análisis en GPC. 

2. Trabajando con las mismas condiciones de temperaturas y acidez en la 

hidrólisis, se obtuvieron las dos fracciones de interés en menos tiempo 

que el reportado en la l.iteratura donde sólo obtienen la fracción de 

mayor peso molecular. 

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

publicados en las fuentes de información. 

E. DISEÑO Y CARACTERIZACION DEL PROCF.SO. 

Con la información obtenida a lo largo de la experimentación que implicó 

el presente trabajo queda definida la Tecnología a nivel laboratorio para 

la producción tanto de dextranas de alto peso molecular así como las fraccio­

nes de interés clínico. 

Adicional.mente y a través del ejercicio de escalamiento efectuado, se estable­

cieron los criterios necesarios para la definición de las condiciones del 

procesos a escala Piloto e Industrial. 

Igual.mente a manera de ejemplo se estimaron los costos de producción de esta 

importante materia prima, los cuales son los siguientes: 

a) Costo de materias primas requeridas en el proceso: 

Necesarios para producir 

1000 Kgs Dextrana Nativa 

472 Kgs de Dextrana Fracción 70 000 

506 Kgs de Dextrana Fracción 40 000 

- 1~4 -

Obtención 

$2,245,000 

$2,466,483 

$2,480,412 

e o s t º 
Comercial 

$11,898,500 

$11,396,406 

$10,461,396 



b) Por lo que existe una diferencia del 534% de costo de producci6n y 

del costo comercial, por lo que aún restando la depreciaci6n del equipo 

e instalaciones (200%) hace que la producci6n industrial de Dextranas 

sea factible, necesaria y competitiva en el mercado interno mexicano. 

c) De el número 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 

inversión en equipo. 

G. SIMULACION Y FSCALAMIENTO 

l. De los diferentes métodos de validación en el área de simulación, el 

método gráfico es el más comunmente uti1izado en la validación de la 

la misma. En las gráfica 2.24 se muestran 1a comparación de los 

resu1tados experimental.es obtenidos con los resultados de simulación 

del programa. El Índice de correlación. que nos sirve para tener un 

•·alor Coiiiparativo a l& varitl.ción explicada. nos muestra una relación 

cercana a los dacas experimentales. 

2. Cumpliendo con el objetivo de la simulaci6n; las anteriores gráficas 

se pueden utilizar para experimentar con situaciones nuevas de las cuales 

se tienen pocos datos; además de que se pudieron verificar 1as soluciones 

analíticas obtenidas en este trabajo de investigación.Gráfico 2.22 y 2.23. 

3. Con el fin anterior se realizó la gráfica 2.21 para establecer un crite­

rio de escalamiento, por lo que se simuló la velocidad específica de 

crecimiento a diferentes volumenes de fermentación. De tal gráfica, 

después de varias corridas de simulaci6n se decidió 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 último caracteriza a la industria petro­

quimica y acoplado a sistemas de control computarizado, permite economías 

de escala importantes en la producci6n masiva de productos de bajo valor 

agregado. En cambio, el procesamiento por lotes, en donde un solo lote 

de material se procesa de principio a fin, domina la biotecnología actual 

y constituye su principal liga con la biotecnología tradicional. Además, 

de que a gran escala, para la producción de altos volumenes de productos 

de bajo valor, el procesamiento por lotes no es ni económicamente ni 

técnicamente viable. En otras palabras, si se va a poder competir con 

la industria química en general, la biotecnología tiene que adoptar 

el procesamiento continuo. Hay ejemplos existosos de procesos de fermen­

tación continua a escala comercial, especialmente en la industria cervec,!;_ 

ra y en la producci6n de proteína unicelular. Pero todavía no constitu­

suficientemente bases para la generalizaci6n del procesamiento continuo 

sencillamente porque hasta ahora la complejidad del proceso ha impedido 

el desarrollo de técnicas de control y de recuperaci6n del producto 

que pueden ajustarse a los parámetros económicos estrictos que se tienen 

que fijar para hacer comercialmente viable la biotecnología a gran escala 

La recomendaci6n fundamental es: en la industria química las condiciones 

y los costos de procesamiento se diseñan y se calculan a partir del modelaje. 

computarizado y de la predicción te6rica. Para la biotecnología, en cambio, 

el modelaje computarizado apenas empieza a rendir resultados. Predomina el 

empirismo en el diseño de bioprocesos y en el cálculo de sus costos. 
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Una situaci6n, en fin, que caracteriza a las tecnologías radicalmente nuevas. 

Los logros de laboratorio han demostrado que el potencial de la biotecnología 

es inmensa. Falta atacar y dominar los problemas de escalamiento. Las compa­

ñías que empiezan con esto, ahora, serán aquellas que , quizá en una década 

más, obtengan beneficios considerables. 
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ANEXO I 

OPTIMIZACION 

l. APLICACIONES 

En diversas situaciones, para la toma de decisiones relacioJadas con el uso 
1 

eficiente de una serie de recuses o asignaci6n 6ptima de rec~rsos limitados, 
1 

es necesario construir un Modelo Matemático; como se plant
1

1e6 la necesidad 

en los capitulas anteriores. 

1 

En diversos problemas de Ingenieria y aplicaciones soci~onómicas, como 

son los de diseño. planeación de sistemas y asignación de rechrsos, es necesa-
1 

río determinar el valor minimo o máximo de una función. El valor de una fun-
1 
1 

ción puede representar el costo de un diseño o de un sist¡ o el beneficio 

de una determinada po1ítica de asignaci6n de recursos. entre 
1

iotras funciones. 

i 
La función por optimizar (maximizar o minimizar) recibe el ¡nombre de función 

objetivo y puede estar sujeta a restricciones. 

1 
2. FUNCION OBJETIVO Y RESTRICCIONES 

1 
¡ 

El objetivo de esta sección es describir las técnicas d'i' optimización que 
¡ 

se emplearon en el análisis de este trabajo experimental. Se ha señalado 
1 

anteriormente que durante la sintesis de sistemas es n
1

ecesario maximizar 
¡ 

o minimizar una cantidad, que es la medida de efectividad i de una determinada 
1 

operación. 
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!\..., .. e :;i1·et.,mtle cubrir en forme. <>xlu..istiva aste t6pico que e"' Fom..lC:ote am¡;lio. 

Solamente se darán a conocer las técnicas de optimizaci6n utilizadas; por 

ser las más importantes. Se hará hincapié fundamentalmente en los aspectos 

de aplicaci6n. Pare profundizar en las bases te6ricas de estos procedimientos 

se sugiere referirse a la bibliograf ia. 

La formulación matemática general de estos problemas es la siguiente: 

Encuentrese el valor de las variables (X , X , ••• , Xn) que maximicen o minin!!. 

cen a la función M llamada función objetivo. 

Sujeta a las siguientes restricciones: 

Ci ( xl.x2. .... xn) m O para i - 1, . .. p 

Ci ( X¡1X2• ••• ,xn) O para i m p + 1, ... r A. 1 

Ci ( X¡ :rx2 ,. xo) o para i = r + 1, ... m 

Por razones que se señalan en la secci6n de programación lineal de este 

anexo es deseable que todas las restricciones sean igualdades, es decir del 

tipo. 

1, 2, ••• N 

3. TECNICAS DE OPI'IMIZACION 

Entre las técnicas de optimización, la programaci6n lineal es la más empleada, 

ya que al no ser una técnica de enumeración de posibles soluciones y posterior 

búsqueda entre ellas de la Óptima, no requiere de la gran capacidad de memoria 

que se necesita para los problemas de programación dinámica. Además resulta 
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..:n mb::<>do co1o1¡.l't.ac:i<'!:Plmente muy ¿fi.cientP (rápido). 

Al tratar cualquier problema de programación lineal o de programación dinámica 

cada una de las técnicas de optimización, impone tanto a la función objetivo 

como a las restricciones. determinadas condiciones. Entre más estrictas 

son estas condiciones, tanto más eficiente es la tC.cnica de optimización 

correspondiente. La programación lineal al imponer condiciones sumrucente 

estrictas, es de una de las técnicas más rápidas y poderosas de optimización. 

Es importante aclarar que la naturaleza del problema de optimización indica 

el tipo de tecnica que debe emplearse para la solución. Si un proble!lla no 

cumple con las condiciones que impone alguna de las técnicas de optimización, 

es posible, frecuentemente, reformularlo para que cumpla con las restricciones 

de determinada técnica de optimización. 

Antes de describir el método simple de programación lineal, se introducen 

algunos conceptos preliminares adicionales. 

4. SOLUCION FACfIBLE 

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

de N dimensiones, donde N es un número 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 hará una extensión del concepto geocétrico 

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

Se emplearán en forma indiferente los términos de coordenadas de un punto 
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' 

o variables CX1 ,X2 , Xn) se designarán con R la regi6n de.l espacio de 

N dimensiones cuyos puntos satisfacen todas las restricciones, 

Para poder ilustrar este concepto, consideremos las siguientes condi.ci.ones: 

X1 + Xz ~ 4 

2X1 + Xz ~ 6 

xi ~o 

Xz =--º 
Para det:erminar la zona donde se cumplen las 4 restricciones es necesario 

encontrar la regi.ón del plano, donde se satisfacen simul.táneamente las 4 

restr:icciones. Para vi.suali.zar esta zona se sobrponen las zonas mostradas 

en la figura 1. 

Recibe el nombre de SOLUCIOH FACTIBLE de un problema de optimi.zación, cual-

quier punto o conjunto de variables. 

xn) que satisfacen las restricciones 

La región R está formada por lo tanto por todas las soluciones factibles 

x; empleando la terminología de la teoría de conjuntos se puede escribir: 

X E R 

* Un punto X que sati.sface las restricciones y por lo tanto es una solución 

posible del proble111a de optimización y además cumple con la condición: 

* H (X ) .(. M (x), xE R 

recibe el nombre de mínimo global de la función objetivo H {x) que se definió 

anteriormente 
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* Es ileci::- ~ * * es un punto J t.onjunto de valores ( Xl ,x2 , * xn ) de las 

variables del problema de optimización, que cumple con las re&tricci<>»P.r. 

del problema y para el cual la función objetivo M (x) es menor que para 

cualquier otro punto. Tal es el objetivo de cualquier técnica de optimizaci6n 

de encontrar precismnente ese punto. 

5. PROGRAMACION LINEAL 

5.1. Introducción. 

El. propósito de la programación lineal es encontrar la soluci6n óptima que 

maximice o minimice la función objetivo (también de tipo lineal) y que satisf~ 

ga las restricciones. De los métodos existentes probablemente el más empleado 

es el método Si.mplex de Oantzing (58), que se usará para el programa. 

Las características que debe de reunir el tipo de problema de programación 

lineal que se tratará son: 

l. Que el modelo sea determinístico (parámetros constantes) 

2. Que las variables sean no negativas 

3. Que el único 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 programación lineal es: 

Función Objetivo 
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Max n 
ó z - ~ cixi 

Min iml 

5.2. METODO SL"fPLEX 

5.2.1. Objetivo 

Obtener la solución óptima de un problema de programación lineal mediante 

.el método Simp1ex. 

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

es: 

sujeto a: 

.5.2.2. Método. 

Max 
ó 

Min 

z 

AXQ B 

x";i7 o A. 6 

Considérese e1 siguiente modelo de programación lineal para un sistema: 

Función objetivo: 

Restricciones: 

Max 
b 

Min 

A. 7 

k =- 1.2, ••• ,n A. 8 
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condiciones de negatividad: 

i=l,2, ... ,n A.9 

Para obtener la soluci6n de este modelo, es necesario convertir las desiguald,!!. 

des (A.8) en igualdades. El planteamiento del problema es el siguiente: 

funci6n objetivo: Máx 
6 A. 10 

Min 

restricciones: 

k 1.,2, •••• n A. 11 

condiciones de no negatividad: 

i 1,2, •••• j 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 

ci = o si corresponde a una variable artificial y 

esta minimizado z. 
i= n+l, ••• ,j 

o si corresponde a una variable artificial 

y esta maximizado z 

La primera soluci6n básica (no nula) se forma con las n variables que tengan 

coeficiente unitario positivo y solo aparezca en una ecuaci6n. Las variables 
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que no forman parte de la base tienen valor nulo. 

El proceso del método Simplex consiste enir cambiando las variables que perte-

necen a la base en forma sistemática, hasta optimizar la funci6n objetivo. 

Para describir el proceso se considerará que se desea minimizar Z; lo anterior 

no origina ninguna restricci6n puesto que min Z equivale a máx (-Z) • 

. Al seleccionar la primera base o soluci6n factible inicial del sistema, los 

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

* * * e* ci = A li e 1 + ••• A mi m 

* * * * C 1B 1 + ••• +Cm B m 

* Xi••••• 

* e l ..... e* 
m 

variables que forman la primera soluci6n 

básica. 

coeficiente de costos correspondientes 

a las variables de la soluci6n básica. 

Para resolver el sistema de ecuaciones representado en la figura A.2 se aplica 

el método de Gauss-Jordan. 

La selecci6n del elemento pivote para efectos de minimizado se describe a 

continuaci6n: 

1) Analizar los evaluadores netos zi - ci para toda la i a fin de determJ 

nar si ya se optimizó la funci6n objetivo. El m1nimo se obtiene cualld· 

O para toda i, si este se cumple, se detiene el proceso 
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el. valor de las inc6gnitas que forman la base es la soluci6n optima. 

En caso contrario continuar. 

2) Examinar todos los (Zi - C
1

) O y seleccionar como col.umna del elemento 

pivote la columna j con el. máximo valor (Zj - Cj) O. 

3) Para asegurar la factibilidad de la nueva soluci6n, el rengl.ón k del 

el.emento pivote será aquel para el cual se tenga el mínimo val.or 

... * * (B k/ A kl.) donde A kj O; j corresponde a la columna seleccionada en 

* el. paso (2). La solución será no acotada cuando A kj O para toda k. 

4) Introducir en la base la nueva variable básica X j, es decir, hacer 

5) Aplicar el. método de eliminación de Gauss-Jordan a la sección JI de 

* de la figura A.l. pivoteando sobre el elemento A kjº Al efectuar esta 

* el.i.minación. les nueves '!.'a.lores B j corresponderán a los valores 

(solución) de las variabl.es que forman 

básicas tienen val.ar nulo. 

6) Regresar al. paso (1). 

* la base X i. Las variabl.es no 

Se puede presentar el. caso de que el problema sea cíclico o degenerativo, 

lo cual. es una posibilidad muy remota en probl.emas reales. En previsión 

a lo anterior, se debe establecer un número máximo de iteraciones al implemen-

tar el algoritmo en una computadora. Si se tiene un sistema con n r~striccio-

nes se requeriran aproximadamente 2n cambios de base para llegar a la soluci6n 

6ptima; en base a esto se pueden establecer el máximo n6mero de iteraciones 

a efectuar. 
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En caso de que aparezcan variables artificiales no nulas (si se emplearon) 

en la solución 6ptima; en base a esto se puede establecer el máximo número 

de iteraciones a efectuar. 

En caso de que aparezcan variables artificiales no nulas (si se emplearon) 

en la solución 6ptima, será necesario aumentar la magnitud de sus coeficientes 

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

F.n el programa se imprimen los datos, a continuación se dan los valores de 

las incógnitas que forman la base, el valor de la función objetivo y los 

evaluadores netos para cada iteración. Al final se imprimen los valores 

de las variables de la base y el va1or óptimo de la función objetivo. Las 

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

5.2.3. Descripción del programa 

a) Subrutinas requeridas: 

Ninguna 

b) Descripción de las variables: 

AMIN 

valor del máximo evaluador neto zi - ci o 

* * valor mínimo cociente B k/A ki 

ASK variable que indica el tipo de optimizaci6n 

a efectuar (MAX o MIN) 

ATEMP variable de remplazo 

B(i,j) elemento Aij de la matriz de coeficientes estru_s 

turales. 
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C(i,j) coeficiente de costos Cj de la función objetivo. 

COI(i,i) coeficientes de costos de las incógnitas que 

forman parte de la base. 

D(i,j) evaluadores netos Zj 

detener el proceso. 

Cj que indican cuando 

IR e IW unidades de lectura e impresión respectivamente. 

ITERA contador de iteraciones 

X identificador de las variables que formaran 

la primera base. 

L contador 

LA(i,i) número de la incógnita que forma parte de la 

base. 

LC identificador de la base que entrará a la base. 

LIM limite del número de iteraciones. 

LLL variable de remplazo. 

LR identif ic:ador de la variable que entrará a 

la base. 

M número de restricciones = número de renglones 

de la matriz de coeficientes estructurales 

del sistema de ecuaciones. 

N número total de variables (estructurales + 

holgura + artificiales) = número de columnas 

de la matriz de coeficientes estructurales. 

PO(i,i) estipulación bi o término independiente del 

sistema de ecuaciones. 

VALZ valor de la función objetivo. 
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ANEXO ll 

TEORIA DE DECISIONES 

1. !qxir1:a<da. 

Todos los anteriores capítulos y secciones tienen como finalidad proporcio­

nar elementos de información necesaria para tomar una decisión, con la 

que termina una de las fases d~ la investigación. 

El propósito de este anexo, es presentar una teoría de decisior.es en forma 

BBUera1. En particular se estudiarán 1a toma de decisiones concernientes 

a este trabajo. 

Pueden presentarse diferentes situaciones: 

l. Puede ser necesario tener que decidir entre diferentes alternativas 

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

de toma de decisiones bajo condiciones de certcze. 

2. Cuando se conoce la probabilidad de ocurrencia de las alternativas, 

se habla de decisiones bajo condiciones de riesgo. 

3. Finalmente pueden presentarse situaciones donde se desconoce 1a 

probabilidad de ocurrencia de resu1tados. Este problema se conoce 

con el nombre de toma de decisiones bajo condiciones de incertidwn­

bre. 

2. Definiciones 

Es importante definir algunos conceptos para tener una visión más amplia 
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de esta teor:f.a. 

a. Por etapa de decisi6n se entiende.el instante del proceso de análi-

sis en el cual se debe de elegir entre diferentes alternativas. 

b. Por alternativas se entienden los posibles cursos de acci6n que 

·se presentan a las personas que realizan el análisis. 

c. A cada alternativa o cursa de acción van asociados una serie de 

posibles resultados. Por ejemplo, Rij representa el iésimo resulta­

do asociado a la j-és.ima alternativa de una etapa de decisi6n. 

Estas decisiones permiten formalizar el estudio de la teoría de las decisio-

nes. 

3. Decisiones bajo condiciones de incertidumbre. 

3.1. Características 

Las características de este tipo 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 más conveniente 

la situaci6n 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 (V ij) 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 simultáneamente. la alternativa 

Ai y el resultado Ri el valor del evento se encuentra en la posici6n V ij 

de la matriz. 

Existe una gran variedad de criterios para elegir alternativas bajo condi­

ciones de incertidumbre. Los más conocidos son: 

e. Criterios de maximización del mínimo valor (max min) 

b. Criterios de maximizaci6n del máximo valor (max max) 

c. Criterio de compromiso. 

d. Criterio de arrepentimiento 

e. Criterio de Laplace 

A continuación se define cada uno de estos criterios. 

a) Criterio de maximizaci6n del mínimo valor (MAX ~IN). 

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 encuentre en la columna 

que contiene el mayor de los valores mínimos de cede reng16n. 

Esto es. el elegir una alternativa que garantice en el más pesimista de 

los casos, la mayor ganancia. 

b) Criterios de maximizaci6n del máximo valor (MAX HAX) 

Este criterio establece que la persona que toma las decisiones debe elegir 
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aquella alternativa que maximiza el valor máximo 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 máximos de cada reng16n. 

Esto es, se debe elegir la opción que garantiza, en el mfls optimista de 

los casos, la que obtendrá la máxima ganancia. 

c) Criterio de compromiso o de llurvicz 

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

depende de la personalidad del individuo que toma las decisiones. 

Un individuo sumamente pesimista util.izará el. criterio max min. Este crite­

rio l.e permite maximizar l.as ganancias en el. peor, o más pesimista de l.os 

casos, que es el. que él piensa que puede suceder. 

Un individuo pesimista es un individuo con gran aversión al riesgo. La c~rva 

de aversi6n al riesgo de un individuo pesimista tiene, aproximadamente, 

l.a forma que se muestra en la gráfica B.2. 

Los individuos extremadamente optimistas emplean el. criterio max max y 

tienen una curva de aversión al riesgo simil.ar a la de la gráfica B.3 y 

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

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

como la que se muestra en l.a gráfica B.4. 

- B.4 -



HURWICZ, propone la utilizaci6n de un crite..-io que combine ambos extremos 

tratando de obtener una soluci6n de compromiso. Esto se logra utilizando 

un indice de opti.nlismo • Dicho indice se utiliza para tomar en cuenta 

la personalidad de cada individuo en los valores máximos y mini111<>s de cada 

alternativa. El indice de optimismo 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 val.ar de arrepentimiento la diferencia entre el 

val.ar máximo de cada resultado y el valor del resultado. En otras palabras, 

val.ar de arrepentimiento es la diferencia entre el. valor de cada elemento 

de un rengl6n de la matriz de la figura B. l y el máximo val.or de dicho 

rengl6n. 

El. criterio del arrepentimiento establece que la persona que toma decisiones 

deberá elegir aquella alternativa que minimice el arrepentimiento. En 

otras palabras, se deberá elegir la alternativa que tenga el menor de los 

valores máximos 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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t'\\tl ~,...,. 

Figura B. 2. Curva de aversión al riesgo de 
extremadamente pesimista. 

UTILIDAD RELATIVA 
.i. 

MIN 

UTILIDAD 
ABSOLUTA 

un individuo 

UTILIDAD 
ABSOL!ITA 

Figura B.3. Curva de aversión al riesgo de un individuo 
extremadamente optimista. 

Ul:ILIDAD RELATIVA 

UTILIDAD 
ABSOLUTA 

Figura B.4. Curva de aversión al riesgo de individuos normales. 
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e) Criterio de Laplace. 

Este criterio presupone que, dado que no se conoce la probabilidad de ocu-

rrencia de cada resultado, todos los resultados son igualmente probables. 

lil criterio de Laplace establece que la persona que toma las decisiones 

debe elegir la alternativa que maximiza el valor máximo esperado. Suponiendo 

que todos los resultados son igualmente probables. 

La decisi6n 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. 

A!l!rnativu 

A, A, .. 
R R, v., v .. '. 

R, V:i v,, 

Fig. B. l ,_btriz par.i tofil.l.r dt ~¡~., · ~, 
condiciones de incertidt1n::.. ~~. 

•Columnas. = Altcmatl,,·:u 
Rcn~loncs = R.esultadi:s ... 
Elementos = Valor de cornbin~cioc.t~ ~··· 

t.iv.u-r"'ulud~ 
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