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RESUMEN

El cambio climatico, la aparicion de nuevas patologias, la propagacion de
enfermedades conocidas a nuevas zonas geograficas y los nuevos conocimiento sobre la
convergencia de la salud publica y la sanidad animal, son solo algunos de los problemas
que debe enfrentar el mundo actual, con el empleo de farmacos seguros, eficaces y de
gran calidad que tiendan a controlar y prevenir enfermedades, ademas de proteger el
bienestar de los animales. Con esta motivacion, a través de la presente investigacion se
pretendié explorar las condiciones para la produccion de un antibidtico de uso
veterinario empleado hipercubo latino. Para ello se selecciond y caracterizo fisica,
quimica, y microbioldgicamente el sustrato (lechada de maiz), posteriormente se
acondiciond dicho sustrato para el proceso de produccién del Penicillium chrysogenum,
asimismo se disefio el arreglo de tratamientos optimales hipercubo latino escalables para
el proceso produccion del antibiotico tipo ungiiento y por uGltimo se estudié via
simulacion las condiciones operativas de su proceso de produccion del, permitiendo
afirmar que para la obtencién de dicho antibiotico de uso veterinario que posea un POR
de 52,78 mV, una densidad de 0,79 g/ml y un pH alrededor de 6,57 se debe adicionar
6,77 g de Penicillium chrysogenum y 2,30 g de etilenglicol. De los resultados anteriores
se puede concluir que heterogeneidad de la formulacion, la densidad elevada y la

consistencia semisélida, propia de los ungientos, garantizard tanto las propiedades

Xi



hidratantes, oclusivas y congestivas, como la capacidad de ejercer una accion local y
formar una capa impermeable sobre la piel del animal que dificulte la evaporacion del
agua, permitiendo asi que su concentracion sea mas alta en la superficie, a fin de que
pueda ubicarse entre los antibidticos méas apropiados en procesos de epidermis y dermis

superficial.

Palabras claves: Penicillium chrysogenum, uso veterinario, hipercubo latino.
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SUMMARY

Climate change, the appearance of new pathologies, the spread of known
diseases to new geographical areas and new knowledge about the convergence of public
health and animal health, are just some of the problems that the current world must face,
with the use of safe, effective and high quality drugs that tend to control and prevent
diseases, in addition to protecting the welfare of animals. With this motivation, through
the present investigation it was tried to explore the conditions for the production of an
antibiotic of veterinary use used hipercubo latino. To this end, the substrate (corn slurry)
was selected and characterized physically, chemically, and microbiologically, then the
substrate was conditioned for the Penicillium chrysogenum production process, and the
arrangement of scalable Latin hypercube optima treatments for the production process
was designed. Ointment-type antibiotic and finally the operating conditions of its
production process were studied via simulation, allowing to affirm that for the obtaining
of said veterinary antibiotic that possesses a POR of 52.78 mV, a density of 0.79 g / ml
and a pH around 6.57, 6.77 g of Penicillium chrysogenum and 2.30 g of ethylene glycol
should be added. From the previous results, it can be concluded that the heterogeneity
of the formulation, the high density and the semisolid consistency, typical of the
ointments, will guarantee both the moisturizing, occlusive and congestive properties, as

well as the ability to exert a local action and form an impermeable layer over the skin of
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the animal that hinders the evaporation of water, thus allowing its concentration to be
higher on the surface, so that it can be located among the most appropriate antibiotics in

epidermisand superficial dermis processes.

Keywords: Penicillium chrysogenum, veterinary use, Latin hypercube.
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INTRODUCCION

Los antibidticos son sustancia que se obtienen por sintesis o naturalmente a
partir de cultivo de microorganismo. En medicina veterinaria el uso de antibiéticos es
una practica frecuente para el control de enfermedades infecciosa. (Avendafio y Silva,
2013)

En ese mismo sentido, el termino de antibidtico se restringe a compuesto
quimicos que son producido por microorganismo y que tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento o matar la bacteria u otros microorganismo para obtener una accién
selectiva, los antibidticos deben seleccionarse estudidndose las diferencia entre la
bioquimica del agente infectivo y la del hospedor, por ejemplo la penicilina inhibe la

sintesis de la pared celular. (Navarro, 2007)

Por otra parte el empleo de la lechada busca realizar un buen
aprovechamiento de su subproducto proveniente de la molienda del maiz para cachapa
que es poco aprovechado a nivel nacional y que presenta alto contenidos de proteinas ,
vitamina A, B caroteno ( liposolubles ) y vitamina C , minerales en concentraciones
muy bajas ( 78% ), importantes para el desarrollo de los microorganismo . (Dickerson,
1996)

En relacion con este ultimo, nace la razén para el empleo de la lechada de maiz
como materia prima, recurriendo a las grande cantidades de la misma generada en el
pais que permitiran el aprovechamiento eficiente de este subproducto en la parte
medicinal, antes de ser desechado y convertirse en un agente altamente contaminante,
cabe agregar, que este tipo de sustrato brinda la posibilidad de incorporarle un valor

agregado a este subproducto

Estos procesos son bastante complejos y requiere de cierto conocimiento mas
alla de lo experimental lo que hace necesario implementar un control sobre las
diferentes variables, tomando en consideracion toda aquella caracteristica no lineal del

sistema

Para ello el estudio tedrico y experimental utilizado para la construccion del

sistema de control esta constituido por:



Capitulo I. El problema: Este engloba todo lo concerniente al planteamiento del
problema y formulacién, el objetivo general y especifico, la justificacion, alcances y
limitaciones, los datos generales que corresponda a la investigacion y sus

investigadores.

Capitulo 1. Marco tedrico: En este capitulo se presenta la informacién comprendida
por las bases tedricas, los antecedentes tedricos, la definicion de términos basicos,

formulacién del sistema de hipoétesis.

Capitulo I11. Metodologia: En este capitulo se aborda el tipo, el disefio, las técnicas y
los procedimientos utilizados para llevar a cabo la investigacion, de manera clara y

sencilla, con la finalidad de que pueda ser referencia para futuras investigaciones.

Capitulo lv: Presentacion y Discusion de Resultados: Se presentan los resultados y la

discusion de los mismos a fin de validar la investigacion.

Capitulo V: Finalmente se presentan las referencias bibliograficas utilizadas, que

representan un indicador directo del grado de profundidad de la investigacion.



CAPITULO |
.1 EL PROBLEMA
I.1.1 Planteamiento del problema

Los medicamentos veterinarios existen desde tiempos inmemoriales, pero nunca
antes habian sido tan necesarios para controlar y prevenir las enfermedades, asi como
para proteger el bienestar de los animales. La aparicion de nuevas patologias, el cambio
climatico, la propagacion de enfermedades conocidas a nuevas zonas geograficas y los
nuevos conocimiento sobre la convergencia de la salud pablica y la sanidad animal son
solos algunos de los problemas que deben enfrentarse en todas las partes del mundo
con un mayor nimeros de farmacos seguros, eficaces y de gran calidad. Todos esos
factores imponen un control veterinario de las enfermedades aun mas eficaz. Para
lograrlo, sera preciso apoyar las inversiones y la innovacion en el desarrollo de nuevos
medicamentos (OIE, 2010).

Asi mismo la industria farmacéuticas en paises como en Venezuela se encuentra
pasando por una grave crisis, debido en gran medida a la carencias de insumos para
lograr producir medicamentos tan esenciales como los antibidticos cuyo términos se
restringe a compuestos quimicos que son producidos por microorganismos y que tienen
la capacidad de inhibir el crecimiento o matar a la bacteria u oros microorganismos
(Andon, 2007), en pocas palabras su funcion se basa en el control y erradicacion de
microorganismos patogenos sensibles. Este uso terapéutico de los antibioticos es
posibles a que presentan una toxicidad selectiva, es decir, que mientras que resultan
dafino para el microorganismo patégeno, no afecta o son relativamente inocuos para el

huéspedes infectados (Fernandez, 2014).

De igual forma antibiéticos como la penicilina proveniente de cepas de
penicillium chrysogenum han constituido la medida terapéutica de mayor éxito en la
reproduccion de los porcentajes de mortalidad en seres humanos y animales (Lopez y
Alarcon, 2001)



En tal sentido atreves de la presente investigacion se pretende explorar las
condiciones para la produccion de un antibiético de uso veterinario empleando con el

hipercubo latino.
1.1.2 Formulacion de objetivos
1.1.2.1 Objetivo general

X/

¢+ Explorar las condiciones para la produccion de un antibiotico de uso veterinario

empleado hipercubo latino.

1.1.2.2 Objetivos Especificos.

X4

Seleccionar y caracterizar quimica, y microbioldgicamente el sustrato al ser

L)

empleado.

33

€

Acondicionar el sustrato para el proceso de produccién de un antibiotico.

o

Disefiar el arreglo de tratamiento Optimales hipercubo latino escalables para el

proceso de un antibidtico tipo ungulento.

+¢+ Estudiar via simulacién las condiciones operativas del proceso de produccion de

un antibiético de uso veterinario.

X4

Validar los resultados obtenidos

L)



1.1.3 Evaluacion del problema
1.1.3.1 Importancia

Al realizar esta investigacion se requiere explorar las condiciones para la
produccion de un antibidtico de uso veterinario empleando como herramienta el
hipercubo, latino se sabe que los antibidticos son requeridos para el tratamiento, control
y prevencion de las enfermedades infecciosas de humanos y animales. Con este
producto de innovacion que se quiere crear queremos erradicar todas las enfermedades
que pueda presentar en los animales, ya que actualmente en el mercado son dificiles de

conseguirlas.

También se pudo realizar como medida de sustrato la lechada de maiz ya que
es de facil adquisicion, esta investigacién es de gran importancia ya que aporta grandes
beneficios a la poblacion , este antibidtico ayudara a los animales que presente una
infeccion bacteriol6gica y asi contraer las infecciones que puedan presentar, ademas de

prolongar una vida dtil .

Los antibiéticos administrados en animales tienen asi mismo mas posibilidad de
re circular en el medio ambiente a través de las disposicion, en conjunto con los
gérmenes resistentes que hubieren sobrevivido al antibioético .Algunos de los
antibidticos empleados con fines agropecuario inicialmente no terapéutico eran
idénticos a los utilizados en seres humanos, la mayor parte de los antibi6ticos
empleados en uso animal se focalizan en corderos, caballos, perros y gatos (Waldo,
2009)

1.1.3.2. Interés

Esta investigacion tuvo como fin el aprovechamiento de un subproducto de gran
importancia como la lechada de maiz, para dar origen a un antibiético de uso veterinario
a y asi obtener una alternativa para ser utilizada como sustrato en el crecimiento del
microorganismo como lo es el penicillium chrysogenum Su temperatura Optima de
crecimiento es de 20°C-30°C, aunque dependiendo de la especie puede crecer en el
intervalo de 5--37°C, produciendo la alteracion de alimentos en refrigeracion; también
tolera grandes variaciones de pH entre 3,5-10, aunque crece mejor y mas rapido a pH

cercano a 4.



1.1.3.3. Novedad
La novedad de esta investigacion es la obtencion del antibioticos tipo ungiento
para uso veterinario, utilizando el microorganismos Penicillium Chrysogenun tomando

como materia prima el subproducto como la lechada de maiz.
1.1.3.4. Justificacion

Esta investigacion se encuentra enmarcada en la linea de investigacion del
programa CIENCIAS DEL AGRO Y DEL MAR de la universidad nacional
experimental de los llanos occidental “Ezequiel Zamora” en el plan general de la
UNELLEZ 2008 — 2012 esta area comprende las investigaciones referidas de los
sistemas de produccion agricola y sus vinculaciones con los componentes
socioecondémicos, a los fines de aprovechamiento y manejo sostenidos de los recursos
naturales. Asi mismo se corresponde con la linea de investigacion que contempla los

estudios biotecnoldgicos, molecular y celulares.

En este sentido y direccion, la investigacion es de orden prioritario para el plan
general de la patria, al ubicarse en el area de la salud que permite aumentar la
produccién de medicamentos, vacunas e insumos médicos del sistema publico nacional

de la salud y la formacion de su demanda.

En este sentido el estudio de la cinética del microorganismo Penicillium
chrysogenum representa un area de gran importancia para el pais debido a la restriccion

monetaria que no permite importar dicho microorganismo.
1.1.4. Alcances y Limitaciones.
1.1.4.1 Alcances.

Esta investigacion se realizo a escala de laboratorio en un birreactor tipo NEW
BRUNSWICK CO.INC. De dos litros, con un cultivo de tipo semicontinuo o Fed- Batch
debido a que este requiere soluciones simples de nutrientes, y operan de forma similar a
los batch, pero solo se cosechan parcialmente intervalos regulares, reponiendo el

cosechado con medio fresco.

En este mismo sentido el antibidtico obtenido se empleara para uso veterinario

tipo unguento. El ungiiento es una preparacion homogénea y semi solida destinada a la



aplicacion externa sobre la piel o la mucosas, que acttan inhibiendo el crecimiento de
mohos y favoreciendo la adsorcion de grandes cantidades de agua debido a que
formulan utilizando bases hidréfobas, hidréfilas o hidro emulsificantes, que

incrementan su consistencia.
1.1.4.2. Limitacion.

Entre las principales limitantes que se presenta en la investigacion se encuentra
en la adquisicion de los insumos a utilizar (Papa dextrosa agar (PDA) microorganismo
Penicillium Chrysogenum vy la lechada de maiz). Debido al alto costo y escasez que

atraviesa actualmente el pais.

La dificultad para la adquisicion de insumos como lo es el microorganismos
Penicillium Chrysogenum, motivando en gran manera el alto costo, la escasez de
divisas que impide la importancia de muchos de ellos, anudando a estos el periodo de

cosecha del sustrato es muy limitado.
1.1.5. Ubicacion geografica.

Esta investigacion se ejecutd en el Vicerrectorado de la UNELLEZ san Carlos
estado Cojedes en el Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de Alimentos, del
Vicerrectorado de Infraestructura y Procesos Industriales, (LITA —VIPI) San Carlos,

estado Cojedes — Venezuela.



1.1 CAPITULO Il
11.1.1 Antecedente de la investigacion

e Bautista et al. (2008). En su investigacion, DETERMINACION DE
PENICILINA G POR ELECTROFORESIS CAPILAR DURANTE EL
PROCESO DE FERMENTACION. El objetivo de este trabajo fue adaptar un
método de electroforesis capilar para cuantificar la produccién de penicilina G,
utilizando P. chrysogenum durante la fermentacion ElI medio de produccion
utilizado consta, béasicamente, de lactosa, agua de cocimiento de maiz,
farmamedia y sales minerales; se afiadio acido fenilacético al 0,05 %, se
realizaron determinaciones de consumo de azucares (DNS), pH, biomasa (peso
seco) y bioensayo en placa. Para su deteccion por electroforesis capilar, se
utilizé un equipo Beckman P/ACE MDQ Capillary Electrophoresis System,
utilizando un buffer de fosfatos 10 mM, pH 7,0; un capilar de silice de 50 cm y
75 UM de didmetro, aplicando un voltaje de 20 kV e inyeccion hidrodinamica
0,5 psi por 5 seg, y fue detectada a 200 nm. EIl tiempo de migracion de la
penicilina G fue a los 3,7 min en las condiciones probadas que equivalen a 900
pg/mL, por lo que es factible determinar la penicilina G por electroforesis

capilar, donde el limite de deteccion fue de 6,25 pg/mL.

Esta metodologia presenta la ventaja de que no es necesario realizar ningun
pretratamiento a la muestra, solamente diluirla, lo que representa una ventaja sobre el
tratamiento que se les da a las muestras para determinarlas en otros métodos analiticos
(HPLC). La electroforesis capilar ofrece una alternativa para su determinacion,
considerando las ventajas que ofrece esta técnica como son tiempos cortos de analisis,
utiliza pequefias cantidades de muestra y el uso de pequefias cantidades de buffer, que

ademas de ser un ahorro en reactivos, representa menor contaminacion al ambiente.

Se tomo como apoyo este estudio, ya que es de gran importancia para nuestra
investigacion saber como podemos obtener el antibidtico por esta medida ya que da

buenos resultados.



Ortega y Rivas (2013), utilizaron la lechada de maiz suave (Zea mays amilacea)
choclo, como sustito de la leche de vaca en la elaboracion de dulce de leche. Este
autor se fundamentd en la utilizacion de la leche de choclo, como sustituto de la
leche de vaca para la elaboracion de mangar de leche de choclo, y obtener un
producto con caracteristicas similar a la leche tradicional de esta manera dio a
proponer una solucion al incremento al valor nutricional y dar a conocer las
propiedades de la leche de choclo. El factor en estudio para la elaboracion de
mangar de leche fue diferentes porcentaje de sustitucion de leche de vaca por leche
de choclo, los mismos fueron distribuidos bajo un disefio completamente al azar,
con cuatro repeticiones por tratamiento un analisis funcional de prueba de Tukey al
5% .

Los tratamientos fueron 6 y la unidad experimental fue de 250 gr de dulce de
leche, las variables evaluadas fueron: pH, °Brix, porciento de grasas,rendimiento.En
el andlisis de resultados determino que el mejor tratamiento desde el punto de vista
sensorial es el T91 (90% de leche de vaca, 10% de leche de choclo ), 70 °Brix; Ph
7.00; Grasa 3%; Proteinas 19,25% ; Cenizas 1.97% ; Fibra 2,72% Carbohidratos

totales 42,35% Rendimiento 2,20 It de la mezcla de leche / kilos de manjar.

Por lo antes expuesto podemos denotar la importancia de sustrato de maiz
en el proceso de obtencion de la penicilina , ya que es uno de los principales

ingredientes para el desarrollo de esta investigacion

Betancourt G. (2007) En su investigacion referente a la medicina veterinaria
sefiala que La penicilina es quizas el mejor antibiotico conocido. Su descubrimiento
y su posterior desarrollo han permitido a la profesion médica veterinaria tratar
efectivamente muchas enfermedades infecciosas, incluyendo algunas que alguna vez
amenazaron la vida. Que tienen el poder para destruir o detener el crecimiento de
organismos infecciosos en el animal. Los organismos pueden bacterias, virus,
hongos, o los animales minusculos llamados protozoos por lo antes sefialado
Cuando el sistema de defensa del animal no puede controlar la antibiosis a su propio

favor, se usan los antibidticos para desequilibrar la balanza hacia la salud.



e Adans (1990) en el marco de su articulo referente al efecto adversos agudos de los
antibidticos sefiala que la penicilina es utilizada en clinica de la veterinaria, desde
hace 30 afios. Este hecho que puede parecer sorprendente, si se considera el gran
avance, de la quimioterapia antinfecciosa, esta plenamente justificado por las
propiedades farmacolodgicas y terapéuticas de las penicilinas. En efecto, sin recurrir
a una exhaustiva enumeracion de sus ventajas, se pueden mencionar las siguientes:
amplio margen de seguridad, accidon bactericida, gran potencia antimicrobiana y
eficaz en presencia de materia organica y exudados purulentos. Se complementan
estas propiedades con el bajo costo relativo, factor de gravitacion en la produccion
animal. Adans sefialé que entre los Principales aspectos farmacologicos de la
penicilina los que toman mas fuerza en su uso veterinario serian los siguientes Vias
de Administracién: En todas las especies animales de interés veterinario, la via de
administracion es parenteral, dado que la administracién oral determina una
destruccion superior al 50% por su caracteristica de labilidad frente al medio acido.
La via venosa se ha reservado para el tratamiento de los procesos sobreagudos o
para aquellos casos en que la bacteriemia constituya un factor de gravedad. En este
caso la mayor parte de los autores recomiendan solubilizar la Penicilina con agua
destilada de pH neutro o solucion isotonica de cloruro de sodio al 9% o de Glucosa
al 5%.

La via intramuscular, de eleccion, permite depositar el farmaco en
concentraciones medias de hasta 500.000 U. por ml de solvente. Concentraciones muy
elevadas pueden ocasionar reactividad local exteriorizada por induracién temporal del
tejido. En los animales mayores, equinos y bovinos, la via intramuscular no ofrece
mayores problemas; sin embargo, en las especies menores es necesario proceder con
cautela, pues volumenes superiores a 3 0 4 ml y aun menos segln raza, pueden provocar
trastornos. Al respecto, English, un renombrado investigador britanico en este campo,
ha sugerido la utilizacion de la via subcutanea en animales que presentan gran laxitud
del tejido subcutaneo con lo cual el problema de mayores volimenes de solvente
quedaria resuelto. Experiencias en caninos, ovinos y en el hombre han demostrado que
el comportamiento posterior del antibidtico administrado por esta via es similar al que
presenta cuando se inyecta por via intramuscular. Sin embargo, la falta de experiencia

comunicada en nuestro medio impide, por ahora, sugerir esta via para su uso veterinario.
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Basandonos en esta investigacion podemos resaltar que en la medicina de uso
veterinario tiene mas demanda el uso de antibidticos de penicilina sddica. Partiendo
de esta investigacion el objetivo es logara la formulacion de un antibiotico tipo
unglento que se aplicaria de forma directa en las aéreas afectada del animal ya

que esta presentacion es escaza dentro del area farmacolégica.

11.1.2 Bases teoricas

Las bases teoricas son el analisis sistematico y sintético de las principales teorias

que explican el tema que estas investigando. (Varas, 2010)

Segun Bavaresco, A. (2006) sostiene que las bases tedricas tiene que ver con las
teorias que brindan al investigador el apoyo inicial dentro del conocimiento del objeto
de estudio, es decir, cada problema posee algun referente tedrico, lo que indica, que el
investigador no puede hacer abstraccion por el desconocimiento, salvo que sus estudios

se soporten en investigaciones puras o bien exploratorias.

Asi mismo, Arias (2012) afirma que “Las bases teoricas implican un desarrollo amplio
de los conceptos y proposiciones que conforman el punto de vista o enfoque adoptado,

para sustentar o explicar el problema planteado”. (p. 107).

11.1.2.1 Antibiotico:

Un antibiotico, considerando la etimologia (del griego avti - anti, "en contra" +
Protikog - biotikos, "dado a la vida™) es una sustancia quimica producida por un ser vivo
0 derivado sintético, que mata o impide el crecimiento de ciertas clases de
microorganismos sensibles, generalmente son farmacos usados en el tratamiento de
infecciones por bacterias, de ahi que se les conozca como antibacterianos. Los
antibidticos se utilizan en medicina humana, animal y horticultura para tratar
infecciones provocadas por gérmenes. Normalmente los antibioticos presentan toxicidad
selectiva, siendo muy superior para los organismos invasores que para los animales o
los seres humanos que los hospedan, aunque ocasionalmente puede producirse una

reaccion adversa medicamentosa, como afectar a la flora bacteriana normal del

11


https://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_griego
https://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_qu%C3%ADmico
https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
https://es.wikipedia.org/wiki/Infeccion
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Medicina
https://es.wikipedia.org/wiki/Veterinaria
https://es.wikipedia.org/wiki/Horticultura
https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Agente_biol%C3%B3gico_pat%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Hu%C3%A9sped_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_adversa_a_medicamento
https://es.wikipedia.org/wiki/Flora_intestinal

organismo. Los antibidticos generalmente ayudan a las defensas de un individuo hasta
que las respuestas locales sean suficientes para controlar la infeccién. Un antibiotico es
bacteriostatico si impide el crecimiento de los gérmenes, y bactericida si los destruye,

pudiendo generar también ambos efectos, segun los casos. (Nisha AR, 2008).

Segun Mensa et al., (2003), los antibi6ticos son molécula natural (producida por
un organismo vivo, hongo o bacteria), sintética o semisintética, capaz de inducir la

muerte o la detencion del crecimiento de bacterias, virus u hongos.

El objetivo del tratamiento con antibidticos es conseguir la erradicacion del
microorganismo patdgeno. Para ello es necesario seguir una posologia que consiga que
en el foco de la infeccion se alcance una concentracion del medicamento superior a la
minima concentracién capaz de inhibir al microorganismo durante el tiempo suficiente.
La automedicacion con antibidticos supone un serio problema de salud publica, pues la
inadecuada eleccion del antibidtico y, especialmente, una incorrecta posologia, puede
generar poblaciones de bacterias resistentes a dicho antibiético. Por otro lado, los
antibidticos y antimicrobianos son totalmente inefectivos en las enfermedades virales,

por lo que su uso debe evitarse en estos casos (Van Pes , 2006).

11.1.2.2. Criterios para el uso de antibioticos

Los antibidticos sélo deben ser usados bajo observacion y prescripcion de un
especialista de la salud autorizado. En general no se puede consumir alcohol durante la
terapia antibidtica, pues aunque no inhibe la accion del antibiético en la mayoria de los
casos, produce efectos secundarios muy similares a los de los antibioticos, potenciando
el efecto indeseable de las reacciones adversas. El alcohol también compite con enzimas

del higado haciendo que la concentracion en el plasma sanguineo.

Otras consideraciones a tomar antes de la prescripcion de antibidticos son:

Conocimiento bibliografico, para dar tratamiento empirico.

Cultivo y antibiograma (bdsqueda de la sensibilidad de antibidticos).
Biodisponibilidad.

Edad y peso del paciente.

o &~ WDk

Embarazo y lactancia.
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Enfermedades concomitantes.

6

7. Alergias.
8. Viade administracion.

9. Condiciones generales del paciente.
10. Dosificacion del medicamento.

11. Duracion del tratamiento.

12. Gravedad del caso.

13. Estado inmunoldégico del paciente.

14. Disponibilidad del medicamento en la comunidad (Cuppett y Micki 2007).
11.1.2.3 Abuso de los antibioticos

Las formas usuales de abuso de los antibidticos incluyen la toma de antibidticos
para una enfermedad no infecciosa o infeccion no bacteriana como fiebre, en particular
el uso de antibidticos durante una infeccion viral, como un catarro o una gripe; asi
como la administracion incompleta del antibiético, generalmente debido a que el
paciente se siente mejor una vez que la infeccion comienza a ceder. Estas situaciones
pueden facilitar la aparicion de poblaciones bacterianas que desarrollen resistencia
antibidtica. (Mellon, 2001).

11.1.2.4. Uso prudente de antibidticos

Debido a las consecuencias y efectos adversos para la salud humana derivados del
uso inadecuado de los antibidticos, se han puesto en marcha diversas acciones por parte
de las autoridades sanitarias y entidades cientificas y profesionales con el objetivo de
promover el uso racional de estos farmacos. Estas intervenciones son de muy diversas

indoles y van dirigidas al conjunto de la poblacion; entre otras, incluye:

e Acciones de formacion de profesionales.

« Acciones de informacion a la poblacion general, y en particular a los sectores de
la poblacion mas frecuentemente implicada en el consumo de antibioticos, por
ejemplo, las infecciones respiratorias en la poblacion infantil.

« Desarrollo de politicas institucionales y estandares de consumo de calidad de los
antibioticos.
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e Regulacion de la dispensacion de los medicamentos que contienen antibidticos
en las oficinas de farmacia( Hammer ,2016)

11.1.2.5 Antibiodticos veterinarios:

Son sustancias medicinales seguras que tienen el poder para destruir o detener el
crecimiento de organismos infecciosos en el animal. Los organismos pueden ser
bacterias, virus, hongos, o los animales minusculos llamados protozoos. Un grupo
particular de estos agentes constituyen las drogas llamadas antibiéticos, del Griego
anti ("contra") y bios ("vida™). Algunos antibiéticos son producidos por organismos
vivientes tales como bacterias, hongos, y esporas. Otros son en parte o totalmente

sintéticos es decir, producidos artificialmente (Claudia 2007)
11.1.2.6 Administracion de Antibidticos

Para actuar contra organismos infecciosos, un antibiotico puede aplicarse
externamente, como en el caso de una cortadura sobre la superficie de la piel, o
internamente, alcanzando la corriente sanguinea dentro del cuerpo. Los antibidticos se

producen de varias formas y en diferentes maneras

11.1.2.7 Las formas de administrar antibi6ticos son:

I11.1.2.8. Local

La aplicacion local significa "a un area local" tal como sobre la piel, en los ojos, o sobre
la membrana mucosa. Los antibioticos para el uso local estan disponibles en forma de

polvos, ungientos, o cremas.

11.1.2.9.0ral.
Las tabletas, liquidos, y capsulas que se hacen tragar. En este caso el antibidtico se

libera en el intestino delgado para ser absorbido en la corriente sanguinea.

11.1.2.10. Parenteral.
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Las aplicaciones fuera del intestino se llaman parenterales. Una forma de aplicacion es
mediante una inyeccién, que puede ser subcutanea (debajo la piel), intramuscular (en un
musculo), o intravenosa (en una vena). La administracion Parenteral de un antibiotico se
usa cuando el veterinario requiere una concentracion fuerte y rapida del antibiotico en la

corriente sanguinea.

11.1.2.11. Antibidtico tipo unguento

Se encuentra dentro de un grupo de agentes antimicrobianos. Desde décadas
pasadas se ha incluido con el nombre de antibidtico a todo compuesto quimico
elaborado por un organismo vivo o0 producido por sintesis, de coeficiente
quimioterapico elevado, cuya actividad terapéutica se manifiesta a muy debil dosis, de
una manera especifica, inhibiendo ciertos procesos vitales de los virus,
microorganismos y también algunas células pueden ser pluricelulares, definiendo los
antibidticos ungiiento son diferencias en forma evidente de os antisépticos. (Kaye,
2000)

Los antibiéticos unguentos tienen un rol muy importante, constituyen una
alternativa til frente a agentes sintéticos en infecciones cutaneas muy utilizadas y sin
compromiso sintético tanto para pacientes ambulatorios como para pacientes
hospitalizados. Su uso se ha extendié ampliamente y requiere ser regulado elaborandose
guias terapéuticas, para promover su uso racional y asi evitar la creacion de resitencias,

pues, ha incrementado la prevalencia de resistencia bacteriana.

11.1.2.12. Indicaciones

El uso de los antibioticos de tipo unglento se restringe a situaciones en las que el
uso de antibidticos sistémicos no es indispensable en el manejo del paciente y no
requiere terapia mas agresiva que evite situaciones de riesgo. Sin embargo, su eleccion
estd en funcion a los gérmenes mas comunes causantes de infecciones cutaneas, como

esel S. aureus el estreptococo beta-hemolitico.

11.1.2.13. Eleccion.
Una amplia variedad de agentes estan disponibles para el tratamiento de heridas

e infecciones localizadas. La eleccion de antibidtico tipo unglentos apropiado esta en
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funcion al cuadro clinico sospechado y su estado de gravedad, microorganismo
obtenido por cultivo o supuesto por la experiencia, la sensibilidad antibiética del
microorganismo obtenido por antibiograma opuesto por la experiencia y la
consideracién de resistencia bacteriana, ademas de toxicidad, antecedente de alergias
del paciente y costo del medicamento. Muchas veces el cuadro clinico por si solo no es
determinante en la eleccidn del antibiotico, pues, los parametros clinicos establecidos
inicialmente para un determinado agente, hoy en dia son variables produciéndose

incluso infecciones mixtas.

11.1.2.14. Caracteristicas.

Como toda sustancia los antibiéticos ungiento poseen ciertas caracteristicas que lo
diferencia o los hacen muy particulares, constituyéndose en ventajas o limitaciones para

su empleo.

¢ Los antibioticos ungiento tienen toxicidad mas selectivas que les permiten
inhibir el desarrollo de las células bacterianas o destruirlas respetando las células
del huésped

% Los antibidticos unguento pueden crear resistencias microbianas y provocan

sensibilidad por reacciones cruzadas.
11.1.2.15. Ventajas

El uso de antibidticos ungiiento en la practica con lleva a ciertas ventajas sobre

tratamientos sintéticos:

++ Libera tas concentraciones del antibidtico directamente en el area de infeccion.

¢+ Minima absorcidn sintética evitando la toxicidad y minimo riesgo de efectos
adversos sintéticos.

++ Disminuye la induccion de resistencia bacteriana.

%+ Son excelentes para su uso en heridas abiertas.

¢ Conserva la humedad de las heridas.

+¢+ Proporcionan una opcion segura y efectiva en la curacion de las heridas,
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11.1.2.16. Historia penicilina

Aunque desde hace milenios el hombre usaba empiricamente en el tratamiento
de heridas y otras enfermedades, tierra y vegetales que son fluentes de mohos y
bacterias productores de antibidticos y ya en el siglo pasado varios investigadores
hicieron notar la accion bactericida de diversos hongos, no es hasta 1928 con el
descubrimiento fortuito en el St. Mary’s Hospital de Londres por Fleming de un hongo
que contamind y destruy6 varios cultivos de Staphylococcus, que se inicia la era
antibidtica en la medicina, por tratarse de hongos del tipo Penicillum Notatum, Fleming
[lamé al compuesto que producian penicilina. No es hasta 10 afios después, en 1938,
que se logra desarrollar como agente terapéutico y solo hacia 1941 es posible acumular
suficiente medicamento para iniciar ensayos clinicos en pacientes afectados de sepsis

por Streptococcus y Staphylococcus.

Desde 1942 se comienza la expansion y desarrollo del antibiotico en los Estados
Unidos, se alcanzan grandes avances en su depuracion y usos clinicos en estudios
efectuados en la Universidad de Yale y en la Clinica Mayo, y en 1943 se habian tratado
ya 200 pacientes con el nuevo producto.Hacia 1950 se logra la produccion masiva del
farmaco en los Estados Unidos y se llega a 150 toneladas en ese afio (200 trillones de U
de penicilina (Mensa, G-,1996)

11.1.2.17. Penicilina

Las penicilinas son antibidticos del grupo de los betalactamicos empleados
profusamente en el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias sensibles. La
mayoria de las penicilinas son derivados del &cido 6-aminopenicilanico, difiriendo entre

si segun la sustitucion en la cadena lateral de su grupo amino (Bud, Robert 2007).

11.1.2.18. Estructura de la penicilina

Las penicilinas pertenecen a una familia de compuestos quimicos con una
estructura quimica peculiar que le confiere una actividad caracteristica contra un grupo

determinado de bacterias. A pesar de que existen diferentes variantes, la estructura
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quimica esencial de la penicilina fue descubierta por Dorothy Crowfoot Hodgkin entre
1942 y 1945. La mayoria de las penicilinas poseen como nucleo quimico el anillo 6-
aminopenicilanico y difieren entre si segun la cadena lateral anclada a su grupo amino.
Este nucleo 6-aminopenicilanico o nucleo penam consta, a su vez, de un anillo
tiazolidinico (un anillo aminofenilico de los tiazoles) enlazado a un anillo B-lactamico;
este Ultimo, aparentemente esencial para la actividad antimicrobiana del compuesto, es
hidrolizado mediante penicilinas (enzimas tipo p-lactamasas) por las bacterias

resistentes a penicilinas.

Ademas del nitrogeno y el azufre del anillo tiazolidinico y B-lactamico, la penicilina

tiene las siguientes agrupaciones:

e Un grupo carboxilo en la posicion 2.

e Un radical 2-metil en la posicion 3.

e Un grupo amino en la posicion 6, con distintos derivados del grupo acilo como
posibles sustituyentes, que son los responsables de las diversas caracteristicas de

las diferentes penicilinas.
En la molécula hay tres carbonos asimétricos:

% EIl carbono C2, que tiene una configuracion absoluta S (sentido contrario a las
agujas del reloj).
¢+ Los carbonos C5 y C6, quetiene una configuracion absoluta R,presentando cada

uno se sus hidrogenos e isomeria cis entre ellos

H H
H\H/N =S oy
3
7~OH
o

Cuadrol Estructura de la penicilina
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Estructura molecular del nacleo de las penicilinas. Se muestra el anillo 6-
aminopenicilanico consistente en un anillo B-lactdmico (a la izquierda, con un N) y otro

tiazolidinico.
11.1.2.19. Propiedades

La penicilina natural o penicilina es cristalina, totalmente soluble en agua,
soluciones salinas y dextrosas isoténicas. El radical R, es el responsable de la
sensibilidad a la hidrélisis por parte de las B-lactamasas, del enlace a proteinas
transportadoras y del vinculo con las proteinas bacterianas PBP que transportan a la
penicilina dentro de la célula. Ademas, se le asocia a la penicilina un dipéptido cisteina-
valina, haciendo que la penicilina tenga la ideal afinidad por la enzima bacteriana
transpeptidasa, la cual no se encuentra en el cuerpo humano y que permite la sintesis del

peptidoglucano.
11.1.2.20. Penicilinas naturales y biocinéticas.

Las penicilinas naturales son aquellas generadas sin intervencion biotecnoldgica. Entre
ellas destacan la bencilpenicilina, como producto final de interés terapéutico, y los
intermediarios aislables como la isopenicilina. No la penicilina N. Las biocinéticas, en
cambio, se producen mediante adicion de determinados compuestos en el medio de
cultivo del birreactor empleado durante su produccidn, es decir, sin que tenga lugar un
aislamiento y una modificacion quimica ex vivo. Entre las biocinéticas destacan: la
fenoximetilpenicilina, la alilmercaptometilpenicilina y, de nuevo, la bencilpenicilina
(pues es posible inducir su sintesis aplicando ciertos precursores en el fermentador)
(Jaramill 2005).

11.1.2.21. Penicilinas semisintéticas

Las penicilinas semisintéticas son aquellas generadas mediante el aislamiento de un
intermediario estable durante una produccion microbioldgica industrial (fermentacion
en birreactores) continuada por la modificacion quimica o enzimatica del compuesto

aislado. Se dividen segun su accion antibacteriana en cinco grupos: resistentes a [3-
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lactamasas, amino penicilinas, antipseudomonas, amidino penicilinas y resistentes a 3-

lactamasas (Gran negativas)
11.1.2.22. Mecanismo de accion

La penicilina, como el resto de los B-lactdmicos, ejerce una accion bactericida por
alterar la pared celular bacteriana, estructura que no existe en las células humanas. La
pared bacteriana se encuentra por fuera de la membrana plasmatica y confiere a las
bacterias la resistencia necesaria para soportar, sin romperse, la elevada presion

osmotica que existe en su interior. Ademas, la pared bacteriana es indispensable para:

o Ladivision celular bacteriana.

o Los procesos de transporte de sustancias a los que limita por sus caracteristicas
de permeabilidad.

« Capacidad patdgena y antigénica de las bacterias, ya que contienen endotoxinas

bacterianas.

Hay importantes diferencias en la estructura de la pared entre las bacterias Gram
positivas y Gram negativas, de las que cabe destacar la mayor complejidad y contenido

en lipidos en las Gram negativas.

La accion de la penicilina, y en general de los p-lactdmicos, se desarrolla
fundamentalmente en la ultima fase de la sintesis del peptidoglicano de la pared celular,
uniéndose a una enzima transpeptidasa llamada proteina fijadora de penicilina,
responsable de producir una serie de enlaces cruzados entre las cadenas de péptidos. La
formacion de estos enlaces o puentes es la que confiere, precisamente, la mayor rigidez
a la pared bacteriana. Por lo tanto, los B-lactamicos como la penicilina inhiben la
sintesis del peptidoglicano indispensable en la formacion de la pared celular bacteriana.
Las bacterias sin su pared celular estallan o son més facilmente fagocitadas por los

granulocitos.

Esta inhibicion produce una acumulacion de los precursores del peptidoglicano, los
cuales producen una activacion de enzimas como hidrolasas y autolisinas que digieren,
mas aun, el remanente de peptidoglicano en la bacteria. Al perder su pared celular como

consecuencia de la accién de la penicilina, las bacterias Gram positivas son
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denominadas protoplastos, mientras que las Gram negativas, que no llegan a perder toda
su pared celular, reciben el nombre de esferoplastos.

La penicilina muestra un efecto sinérgico con los aminoglucosidos, puesto que la
inhibicion de la sintesis del peptidoglicano permite que los aminoglucdésidos penetren la
pared celular con mayor facilidad, permitiendo asi trastornos en la sintesis de proteinas
dentro de la célula bacteriana (hecho que resulta en una concentraciébn menor de
antibiotico que la requerida para eliminar al microorganismo susceptible)
( Solensky 2003),

11.1.2.23. Aplicacion veterinaria

La penicilina se administra en preparados inyectables para el tratamiento de infecciones
por organismos susceptibles en mdaltiples especies veterinarias, incluyendo perros,
gatos, conejos, erizos y aves. La penicilina sola o combinada se ha usado con éxito para
tratar novillas con mastitis. Ciertas especies, incluyendo serpientes, pajaros, tortugas,

conejillos de indias y chichillas, han mostrado sensibilidad a la penicilina procaina.

La penicilina es quizas el mejor antibidtico conocido. Su descubrimiento y su
posterior desarrollo han permitido a la profesion médica veterinaria tratar efectivamente
muchas enfermedades infecciosas, incluyendo algunas que alguna vez am Reacciones

adversas.

Se han descrito diversos tipos de reacciones, algunas de ellas fatales, en personas a
las que se administrd penicilina. La penicilina y sus derivados son las causas mas
frecuentes de reacciones dependientes de la inmunoglobulina E (IgE), aunque pueden
también producirse inmunoglobulinas G y M. Las reacciones adversas a la penicilina
ocurren en <1 % de los pacientes que toman el antibiotico. Aunque la alergia a la
penicilina es la forma mas frecuente de alergia reportada en medicina, menos del 20 %
de las personas que creen ser alérgicos verdaderamente lo son.®® Entre las reacciones
Reaccion de hipersensibilidad o alérgica: es el efecto adverso mas importante. Puede ser
inmediata (2-30 minutos), acelerada (1-72 horas) o tardia (més de 72 horas). La
gravedad es variable: desde simples erupciones cutaneas pasajeras (urticaria o

angioedema), hasta shock anafilactico, el cual ocurre en el 0,2 % y provoca la muerte en
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el 0,001 % de los casos. Al revisar los historiales clinicas, se puede establecer que existe
hasta un 50 % de la poblacion alérgica a la penicilina. Muchos de estos eventos son

crisis vaso vagales provocadas por el intenso dolor de la inyeccion intramuscular.

o Trastornos gastrointestinales: el mas frecuente es la diarrea, ya que la penicilina
elimina la flora intestinal. Puede también provocar nduseas y vomitos.

« Infecciones adicionales, incluyendo candidiasis.

Entre los efectos secundarios menos frecuentes, que se dan en el 0,1-1 % de los
pacientes, estan:

Aumento reversible de enzimas aminotransferasas, que suele pasar inadvertido.

o Trastornos hematoldgicos: anemia, neutropenia y trombocitopenia. La penicilina
puede estimular la produccién de anticuerpos, principalmente IgG e IgM, los
cuales causan lesiones en las células sanguineas, ocasionando estos trastornos
hematoldgicos.

« Hipopotasemia: poco frecuente.

o Nefritis intersticial.

o Encefalopatia: que cursa con mioclonias, convulsiones cronicas y tonico-

clénicas de extremidades que pueden acompafarse de somnolencia, estupor y

coma. La encefalopatia es méas frecuente en pacientes con insuficiencia renal.

Los pacientes con fibrosis quistica tienen mayor probabilidad de sufrir
reacciones adversas a la penicilina y sus derivados. La penicilina no ha causado defectos
de nacimiento por lo que con frecuencia es recetado a mujeres embarazadas. Las
penicilinas pueden cruzar la barrera placentaria y solo deben ser usadas en el embarazo
cuando sea absolutamente necesario y recomendado bajo supervision médica. La
penicilina puede ser tomada durante la lactancia, sin embargo, pequefias cantidades del
antibiotico pueden pasar a la leche materna y causar en el lactante indigestion, diarrea o
reacciones alérgicas. (Brown, Kevin 2004).

11.1.2.24. Alergia a la penicilina

Las reacciones alérgicas informadas con cualquiera de los antibidticos [-

lactdmicos pueden ascender hasta un 10 % de los pacientes que reciben estos agentes.
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Sin embargo, solo el 10 % de estos informes corresponden a reacciones alergias a estos
farmacos. Se ha aceptado en el pasado que puede haber hasta un 10 % de sensibilidad
cruzada entre los diferentes derivados de la penicilina, es decir, que un 10 % de
pacientes hipersensibles a uno de los medicamentos, como las cefalosporinas y
carbapenemas, también lo serd para los otros derivados de la penicilina, por razon de
que todas tienen un anillo B-lactamico. Sin embargo, hallazgos recientes han mostrado
que no hay un aumento de alergias cruzadas desde las cefalosporinas de segunda
generacion hasta las mas recientes. Ciertas investigaciones actuales han demostrado que
el principal factor en la determinacion de reacciones inmunitarias es la similitud que hay
entre las cadenas laterales de las cefalosporinas de primera generacion y las penicilinas
y no necesariamente entre la estructura del B-lactdmico comudn entre ellos. En una
revision de historias clinicas, se encontré que la alergia a la penicilina es mas frecuente

en las mujeres que en los hombres.

La via de administracion mas frecuente con la cual aparecen estas reacciones
alérgicas es la endovenosa, y raramente ocurre cuando se administra por via oral. Para
desarrollar la reaccion se necesita de una exposicion inicial al medicamento o sus
determinantes antigénicos, por ejemplo, al ingerir leche o productos de animales
tratados con penicilina, a través de la leche materna o por el contacto con la droga al

administrarla al individuo.

La mayoria de los pacientes expuestos a la penicilina desarrollan anticuerpos
frente a este antibidtico y, sin embargo, no manifiestan reacciones al exponerse
nuevamente a ella. Quienes desarrollan reacciones alérgicas asociadas a la
administracion de penicilinas muestran sintomas que varian ampliamente: anafilaxia,
enfermedad del suefio, anemia hemolitica, enfermedades renales, angioedema, urticaria,

vasculitis entre otros, y pueden llegar a ocasionar la muerte.

Las pruebas cutaneas, como el Pre-pen y el Kremers-Urban, se disefiaron para
pacientes en los que se sospechan reacciones alérgicas a la penicilina mediadas por IgE
y que se anticipa su tratamiento, como en el caso de pacientes con endocarditis o
mujeres embarazadas con sifilis. Cerca del 25 % de los pacientes con antecedentes de
alergia a la penicilina tendran una prueba cutanea positiva, mientras que un 6 % (del 3

al 10 %) con antecedentes negativos presenta una respuesta cutanea positiva. Otras
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pruebas, como la radio alergo adsorcion o pruebas in vitro, no ofrecen ventajas sobre las

pruebas cutaneas correctamente realizadas.

Como es de esperar, un gran nimero de pacientes (de un 50 a un 100 %) con una
prueba cutanea positiva, producen reacciones alérgicas a la penicilina de ser
administrado el antibidtico, mientras que un 0,5 % de los pacientes con pruebas
cutaneas negativas reaccionan al farmaco, la cual tiende a ser una reaccion leve o tardia,
después de la administracion de penicilina. Después de varios afios, hasta un 80 % de

los pacientes pierde la sensibilidad anafilactica y los anticuerpos.

11.1.2.25. Penicillium Chrysogenum:

Es el hongo del que se obtuvo un mejor rendimiento del antibidtico penicilina,
descubierto por Alexander Fleming en 1928. La utilizacion de esta sustancia permitio
tratar muchas enfermedades que, hasta bien entrado el siglo XX, se consideraban

incurables.

El Penicillium chrysogenum como cepa sUper productora de este antibiotico.
Finalmente, la seleccién de sucesivos mutantes stper productores y la mejora en las
técnicas de fermentacion realizadas por la industria biotecnoldgica han hecho que

actualmente se obtengan 60 g/L de penicilina.
11.1.2.26. Caracteristicas Penicillium

Es un hongo filamentoso hialino, saprdfito perteneciente al filo Ascomycota.
Macroscépicamente las colonias son normalmente de crecimiento rapido; al principio de
color blanco y con el tiempo adquieren color azul, azul verdoso, verde, gris oliva o
tonos rosados, con reverso amarillo cremoso. La textura puede ser plana, filamentosa,
aterciopelada o algodonosa dependiendo de la especie; ademas puede presentar gotas de
exudado. Microscdpicamente presenta hifas hialinas septadas. Los conidi6foros tienen
ramas secundarias, denominadas métulas. Estas son de forma cilindrica, con paredes
lisas y portan de 3 a 6 fidlides en forma de matraz; de las cuales surgen largas cadenas
sin ramificar de esporas o conidios formando el penacho o pincel caracteristico
delgénero.Solensky R (2003)
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11.1.2.27. Viabilidad, propagacion y Transmision Reservorio
Suelo, vegetales (madera, paja), compost, alimentos (fruta, zumos, cereales, frutos
secos, hortalizas, carne, leche, quesos, embutidos) y fomites (papel, pintura, paneles de

yeso, gomas, fibra de vidrio e incluso gasoil).

11.1.2.28. Supervivencia ambiental

Se encuentra en el ambiente colonizando distintos sustratos. Su temperatura
Optima de crecimiento es de 20°C-30°C, aunque dependiendo de la especie puede crecer
en el intervalo de 5°C-37°C, produciendo la alteracion de alimentos en refrigeracion;
también tolera grandes variaciones de pH entre 3,5 -10, aunque crece mejor y mas
rapido a pH cercano a 4. Sus esporas se encuentran en forma de bioaerosol en el aire,
con una concentracion ambiental méas o menos estable a lo largo del afio, aunque se dan
concentraciones pico en invierno y primavera. Es un contaminante habitual en los
edificios formando parte del polvo; principalmente en los edificios hUmedos y mohosos
donde deteriora diferentes materiales de construccién o decoracion (aglomerados de
madera, papel de decoracién, gomas o sellos aislantes de puertas y ventanas, material de
aislamiento del sistema de ventilacién y climatizacion, etc.). Ademas, es uno de los
principales productores de mico toxinas y de compuestos organicos volatiles de origen

microbiano (COVM) como: alcoholes, cetonas, hidrocarburos ,( Soriano2007 )

Cuadro 2 Escala taxonémicas del Penicillium chrysogenum

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Orden Eurotiales

Clase Eurotiomycetes
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium
Especie P. Chrysogenum
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11.1.2.29. Maiz. (zea mays)

El maiz, zea mays, es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se
conocen. Pertenece a la familia de las poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, y es la Unica
especie cultivada de este género. Otras especie del genero zea, comunmente Ilamadas
teosinte y las especies del genero Tripsacumconocidas como arrocillo o maicillo son
formas salvajes parientes de zea mays. Son clasificadas como del Nuevo Mundo porque

su centro de origen en América (Paliwal 2001)

El maiz es considerado una hortaliza, cuya mazorca o choclo de granos
inmaduros, tiernos y con mayor contenido de azucar, principalmente sacarosa, se
destina al consumo humano en fresco o industrializado (enlatados o congelados). Es un
cultivo de verano, de rapido crecimiento, pudiendo alcanzar las plantas los dos metros
de altura y produciendo por lo comun uno o dos choclos por tallos segln el cultivar
(Paullieret al., 2014)

La industrializacion de la molienda &humedad & del grano de maiz esta
llevando a la obtencién de una series de productos derivados mediante la utilizacién de
procesos continuos e integrado. Entre ellos pueden destacarse: glucosa liquida y solida,
colorantes para caramelos y confituras, almidones, dextrinas, féculas de maiz, miel de

maiz y aceites refinados

El maiz es una de las especies cultivadas méas productivas. Es la planta con una
alta tasa de actividad fotosintética. Consideradas individualmente, su tasa de
multiplicacién es de 1:600-1000 (Aldritch et al., 1975) .El maiz tiene més alto potencial
para la produccion de carbohidratos por unidad de superficie por dia. Fue el primer
cereal al ser sometidos a rapidas e importantes transformaciones tecnoldgicas en su

forma de cultivo.

El maiz tiene usos multiples y variados. Es el Unico cereal que puede ser usado
como alimento en distintas etapas de desarrollo de la planta. Las espigas jovenes del
maiz (maiz baby) cosechado antes de la floracién de la planta es utilizado como
hortaliza. Las mazorcas tiernas del maiz dulce son un manjar refinado que se consume
de muchas formas. Las mazorcas verdes del maiz comdn también son usadas en grandes

escalas, asadas o hervidas, o consumidas en el estado de pasta blanda en numerosos
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paises la planta de maiz, que esta a un verde cuando se cosechan las mazorcas baby o
las mazorcas verdes, proporciona un buen forraje. Este aspecto es importante, ya q la
presion de la limitacion de las tierras aumenta y son necesario modulo de produccion
que produzcan mas alimentos para una poblacion que crecen continuamente (Paliwal et
al, 2001)

11.1.2.30. El sustrato:

Es una sustancia natural, que colocando en un birreactor a disposicion de los
microorganismos en forma pura o en mezcla, permite el crecimiento y desarrollo de los
microorganismos, interviniendo en el complejo proceso de nutricién. Cualquier material
solido natural, de sintesis o residual organico, que colocado en un contenedor, en forma

pura 0 mezclado, permite el anclaje del sistema radical (Noguera y Abad, 1997).
11.1.2.31. Crecimiento microbiano

Se define como el aumento ordenado de todos los componentes quimicos que
Ilevan un incremento de los constituyentes y estructuras celulares. El crecimiento es el
incremento ordenado de todos los constituyentes celulares que conduce a un aumento de

masa y finalmente a un aumento del nimero de células.

Para que el crecimiento bacteriano tenga lugar es necesario un aporte adecuado
de nutrientes: Todos los microorganismos necesitan carbono, nitrégeno, hidrogeno,
oxigeno, azufre, fosforo y diversos minerales para crecer. Muchos necesitan ademas

nutrientes especiales.

Los microorganismos captan estos nutrientes mediante diversos mecanismos de

transporte a través de la membrana (Inés Martin Sanchez)

Jack Parker. 2004, Se define crecimiento como un aumento en la cantidad de
constituyentes y estructuras celulares, cuando hay crecimiento en ausencia de division
celular hay aumento en el tamafio y peso de la célula. Mientras que cuando el
crecimiento es seguido de division celular hay un aumento en el nimero de células. Es
importante distinguir entre el crecimiento de células individuales y el crecimiento de
poblaciones, ya que en los microorganismos debido a su pequefio tamafio no se hacen

estudios de crecimiento individual sino estudios de crecimiento de poblaciones. El
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crecimiento de una poblacion es el aumento del nimero de células como consecuencia
de un crecimiento individual y posterior division. El crecimiento de una poblacion
ocurre de una manera exponencial. EI crecimiento exponencial es una consecuencia del
hecho de que cada célula se divide dando dos (2) células hijas, las cuales al dividirse
daran cada una dos células hijas, asi es que en cada periodo de division la poblacién se
duplica. La velocidad de crecimiento exponencial se expresa como tiempo de
generacion (G) y este se define como el tiempo que tarda una poblacion en duplicarse.
Los tiempos de generacion varian ampliamente entre los microorganismos, algunos
crecen rapidamente y presentan tiempos de generacion de unos 30 minutos y otros

tienen tiempos de generacion de varias horas o incluso dias.

Las distintas especies bacterianas tienen diferentes requerimientos nutricionales
(a veces especificos) y condiciones fisicoquimicas que les permiten permanecer viables.
Los nutrientes requeridos en grandes cantidades son denominados
macronutrientes mientras que los micronutrientes son necesarios en cantidades trazas.
Entre los primeros se encuentran C, H, O, N (los més abundantes), P, S, K, Ca, Fe y Na,
y entre los segundos se cita Cr, Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Se, W, V, Zn. Algunos
organismos, ademas de los minerales, necesitan muy pequefias cantidades de nutrientes
de naturaleza orgéanica llamados factores de crecimiento. Estos son vitaminas,
amino&cidos, purinas y pirimidinas. Los organismos que tienen tales requerimientos se
denominan autétrofos para diferenciarse de los protétrofos que son independientes de
tales factores. Estos dos conceptos no son suficientes para caracterizar los distintos tipos
de nutricion existentes en los microorganismos.
La nutricion es el proceso por el cual los seres vivos toman, del medio donde
habitan, los nutrientes que necesitan para crecer. Estos nutrientes se requieren para dos
fines: energéticos (reacciones de mantenimiento) y biosintéticos (reacciones plasticas o

anabolismo).

11.1.2.32. Birreactor

Un birreactor es un recipiente o sistema que mantiene un ambiente bioldgicamente
activo.En algunos casos, un birreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo un
proceso quimico que involucra organismos 0 sustancias bioquimicamente activas

derivadas de dichos organismos.Este proceso puede ser aerdbico o anaerdbico.En
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términos generales, un birreactor busca mantener ciertas condiciones ambientales
propicias  (pH, temperatura, concentracion de oxigeno,) al organismo o sustancia
quimica que se cultiva. En funcion de los flujos de entrada y salida, la operacion de un
birreactor puede ser de tres modos distintos: discontinuo (batch), semicontinuo (fed-

batch) o continuo (quimiostato). (Ertola, y Mignone 1994).
11.1.2.33. Objetivos del Birreactor.

e Mantener el material bioldgico (microorganismos) distribuidas uniformemente
en todo el volumen del cultivo.

e Mantener la temperatura constante en el cultivo.

e Minimizar la sedimentacién y la floculacion.

e Permitir la difusion de gases nutrientes a la velocidad requerida por el cultivo.

e Mantener el cultivo puro.

e Mantener el cultivo en un ambiente aséptico.

Maximizar el rendimiento y la produccion (Michelle al, 1992)

11.1.2.34. Tipos de birreactores

Segun Rodriguez et al., (2003) existen distintos tipos de birreactores, basicamente tres:
v" Fermentadores bucle agitado por aire (air-lift).
v Fermentadores de torre.

v Fermentadores con agitacion mecanica.

Los fermentadores con agitacion basicamente consisten de un tubo cilindrico con un
agitador en el fondo o en la parte superior, estos son los fermentadores mas
comunmente usados debido a su facil operacion, confiabilidad y duracion. Por estas
caracteristicas se eligié este tipo de birreactor para la investigacion. Estos birreactores
pueden variar en capacidad desde 1 litro hasta 30 litros. En estos tipos de fermentadores
es necesario un motor para poder llevar a cabo la agitacion, el motor debera generar la
suficiente potencia para asegurar que el medio de cultivo en el fermentador permanezca
como una mezcla homogénea, para un birreactor de 20 litros, un motor de 1 kwatt es

suficiente.
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Las operaciones realizadas por estos birreactores son las siguientes:

1. Homogeneizacién, para mantener temperatura y distribucion de concentracion
uniformes.

2. Mezcla sélido/liquido, para mantener una suspension con una distribucion de
solidos uniforme.

3. Procesos liquido/liquido, para dispersar una fase en otra, formar emulsiones y
realizar extracciones.

4. Procesos gaseoso/liquido, para dispersar el gas en los liquidos, airear el liquido.

5. Intercambio de calor.

Estos birreactores cuentan con un sistema de agitacion mecanico, y el numero de
propelas tiene que ver con el tamafio del mismo, se coloca a lo largo del eje cilindrico
del reactor, lo cual favorece también el intercambio de calor. Asimismo, cuentan con
baffles (deflectores), los cuales son cortadores de corriente para prevenir la formacién
de voértices en el medio. Generalmente se colocan cuatro deflectores. La temperatura del
medio se mantiene por la camisa de metal o vidrio. Existen distintos tipos de agitadores,
algunos mantienen el flujo en alineacion axial y otros en alineacidn tangencial o radial.
La forma de dichos agitadores depende de la viscosidad del liquido. Dependiendo del
tipo de agitador que se seleccione, sera el patron de flujo y de los vértices generados;
todo esto se calcula por pardmetros como tiempo de mezclado, transferencia de masa y
de calor, entre otros. En esta investigacion, el tipo de agitador utilizado es turbina plana

con deflectores laterales.

11.1.2.35. Disefio

El disefio de los birreactores es una tarea de ingenieria relativamente compleja y
dificil. Los microorganismos o células son capaces de realizar su funcion deseada con
gran eficiencia bajo condiciones dptimas. Las condiciones ambientales de un birreactor
tales como flujo de gases (por ejemplo, oxigeno, nitrogeno, dioxido de carbono,
etc.), temperatura, pH, oxigeno disuelto y velocidad de agitacion o circulacion, deben

ser cuidadosamente monitoreadas y controladas.

30


https://es.wikipedia.org/wiki/Ingenier%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Temperatura
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ox%C3%ADgeno_disuelto&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Agitaci%C3%B3n

La mayoria de los fabricantes industriales de birreactores usan
recipientes, sensores, controladores y un sistema de control interconectados para su

funcionamiento en el sistema de biorreaccion.

En un proceso de aerobico, la transferencia optima de oxigeno es tal vez la tarea
mas dificil de lograr. El oxigeno se disuelve poco en agua (y aun menos en caldos
fermentados) y es relativamente escaso en el aire (20,8 %). La transferencia de oxigeno
usualmente se facilita por la agitacion que se requiere también para mezclar los
nutrientes y mantener la fermentacion homogénea. Sin embargo, existen limites para la
velocidad de agitacién, debidos tanto al alto consumo de energia (que es proporcional al
cubo de la velocidad del motor) como al dafio ocasionado a los organismos debido a

un esfuerzo de corte excesivo.

Los birreactores industriales usualmente emplean bacterias u otros organismos
simples que pueden resistir la fuerza de agitacion. También son faciles de mantener ya
que requieren sélo soluciones simples de nutrientes y pueden crecer a grandes

velocidades.

En los birreactores utilizados para crecer células o tejidos, el disefio es
significativamente distinto al de los birreactores industriales. Muchas células y tejidos,
especialmente de mamifero, requieren una superficie u otro soporte estructural para
poder crecer y los ambientes agitados son cominmente dafiinos para estos tipos de
células y tejidos. Los organismos superiores también requieren medios de cultivo mas

complejos.

11.1.2.36. Clasificacion de los birreactores.

11.1.2.37. Clasificacion operativa

Se clasifican de acuerdo al modo de operacion: discontinuo, semicontinuo, continuo.
Esta es una clasificacion operativa y se aplica a cualquier reactor, sea quimico o
bioldgico. En este ultimo, el modo de operacién define el sistema de cultivo que es el
mismo y delimita la clasificacion procesal-productiva del cultivo. Al operar un
birreactor en cualquier modo de operacion, automaticamente queda determinado el

modo de cultivo del sistema y se definen los parametros y las caracteristicas operativas
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y de disefio que intervienen en el proceso productivo del sistema.

11.1.2.38. Clasificacién bioldgica

Los birreactores se clasifican biolégicamente de acuerdo al metabolismo procesal del
sistema cultivo: anaerdbico, facultativo, aerdbico.Los bioprocesos de cultivo y las
fermentaciones estan basados en el metabolismo celular del cultivo. EI metabolismo
define los parametros y caracteristicas operativas-bioldgicas de disefio y de operacion
del birreactor, y estas caracteristicas son las que intervienen en la parte bioldgica del

sistema y tienen que ver con el crecimiento, productividad y rendimiento del cultivo.

e Discontinuo (Bath)

Por lotes o tandas, sistema cerrado, sin alimentacion (F); se coloca dentro del birreactor la
carga total de cada proceso (tanda o lote) de cultivo o fermentacion y se dejar que se lleve a
cabo el proceso productivo o la fermentacion por el tiempo que sea necesario, este tiempo
se denomina tiempo de retencién. Son sistemas cerrados que se caracterizan por cambiar las

condiciones fisiologicas y ambientales. No hay entrada ni salida de medio de cultivo.

A estos reactores se los carga una vez de forma total o por intervalos durante varios
dias. Este tipo de reactores son aplicables cuando hay problemas de falta de personal o

cuando el material para degradar no existe de forma continGa.
% Ventajas:

» Procesamiento de una gran variedad de sustratos.
= Admite cargas secas y con alta humedad.

= Trabajo en ciclos para una operacién menos personalizada.
« Desventajas:

= Lacargay descarga requiere de una mayor operacion de manera personalizada.
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+«+ Semicontinuo (batch alimentado):

Por lotes alimentados, con alimentacidn de entrada (F1); se alimenta una linea de
entrada (F,) para que el sistema de cultivo tenga un producto con méaximo de
crecimiento (exponencial) y aumente la productividad. Estos sistemas operan
adicionando medio fresco, pero sin remocion del existente. Son muy Uutiles cuando
se requiere una elevada densidad celular en la etapa de iniciacion del proceso que
implica un alto consumo de nutrientes, especialmente de fuente hidrocarbonada que
suele funcionar como sustrato limitante.

Son muy Utiles cuando se necesita una elevada densidad celular en la etapa de
iniciacion del proceso que implica un alto consumo de nutrientes (fuente
hidrocarbonada que suele funcionar como sustrato limitante).

Consiste en remover, al final de la operacion entre un 80 y un 90 % del cultivo y
reemplazarlo por medio fresco.

De esta manera puede satisfacerse sencillamente la necesidad de contar con inéculos

de gran tamafio y a su vez evitar la esterilizacion del reactor entre dos ciclos.
Continuo:

Por quimioestato, se alimenta una linea de entrada F; o alimentacion y se drena
una linea de salida F,0 lavado; de manera que los flujos o caudales de ambas lineas
sean iguales y la produccion sea continua. El caudal de entrada de medio fresco es
igual al de salida de medio utilizado. Son utilizados en cultivos donde la velocidad
de crecimiento celular es constante por lo que existe un suministro constante de
nutrientes o para la remocién permanente de producto sobre todo en sistemas

inmovilizados.
Ventajas:

= Son utilizados en cultivos donde la velocidad de crecimiento celular es constante
ya que hay un constante ingreso de nutrientes o para la remocién permanente de
producto sobre todo en sistemas inmovilizados.

= Para su buena aplicacion se requiere minimizar lo que se denomina lavado del

cultivo.
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= Una variante es la Perfusion que implica la remocion y suministro de medio

dejando la biomasa ocluida en una malla.
« Desventajas:

= Presenta inconvenientes con respecto al mantenimiento de las condiciones de
asepsia del proceso, y se dificulta debido a la tendencia a formar agregados de
las células vegetales en cultivo, la formacion de merengue y el lento crecimiento
celular.

= Para su buena aplicacion se requiere del disefio de sistemas que permitan
suplementar continuamente el medio de cultivo evitando la remocion de las

células y asi minimizar lo que se denomina lavado del cultivo.

11.1.2.39. Sistema de agitacion en birreactores de tanque agitados
e Genera la potencia necesaria para producir una mezcla perfecta para el sistema
de cultivo
e Maximiza la difusion de gases en el liquido y minimiza la produccién de
esfuerzos cortantes y la presion hidrodinamica local y global, para optimizar los

fendmenos de transferencia de calor y masa. (Menzella 2015).

11.1.2.40. Medios de cultivo

Es un sustrato o una solucion de nutrientes que permite el desarrollo de
microorganismos. En las condiciones de laboratorio para realizar un cultivo, se debe
sembrar sobre el medio de cultivo elegido las muestras en las que los microorganismos

van a crecer y multiplicarse para dar colonias (L6pez, 2006).

11.1.2.41. Papa dextrosa agar (PDA)

Es un medio muy usado que sirve para aislar todo tipo de hongos. Beauveria,
Paecilomyces, Lecanicillium (Verticillium) y Metarhizium, los mas importantes hongos
parasitos de insectos, al igual que los parasitos de plantas y los hongos saprofitos crecen
muy bien y esporulan en este medio. Cuando se aislan hongos a partir de insectos

colectados del suelo, es recomendable acidificar el medio con acido lactico al 25%. Se

34



agregan 3 6 4 gotas sobre el agar solidificado de la placa con el objeto de evitar el
desarrollo de bacterias. (Cafiedo, 2004)

Es el medio més eficiente por el desarrollo en la produccion de conidias, y el desarrollo
diametral. Ademas, por su facil preparacion y bajo costo de sus ingredientes, es el mas
indicado para iniciar el aislamiento y produccion de Beauveriabrongniartii y asi

propiciar su mejor desarrollo masal. (Narreaet al, 2006).

CAPITULO 111

111.1 MARCO METODOLOGICO.

I11.1. Modalidad de la investigacion

Esta investigacion se encuentra enmarcada segin Hurtado de Barrera (2000),
dentro de la investigacion exploratoria, la cual indica que se utiliza dentro del tema a

investigar es muy poco conocido, o esta escasamente definido debido a la escasez de
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conocimientos. Una investigacion es exploratoria cuando el objetivo del investigador es
explorar, sondear, descubrir posibilidades. La investigacion exploratoria prepara el

camino para otras investigaciones.
111.1.2. Poblacién y muestra

La poblacion de la investigacion consistié en (2000ml) de lechada de maiz y la muestra

10 ml para cada tratamiento empleado .
111.1.3. Tipos de investigaciones.

Esta investigacion es del campo y experimental, es decir consiste en la
manipulacion de una (o mas) variable experimental no comprobada en condiciones
rigurosamente controlada, con el fin de describir de qué modo o por que causa se
produce una situacion o acontecimiento particular dando como objetivo principal
explorar las condiciones para la produccion de un antibidtico de uso veterinario

empleando hipercubo latino
El trabajo se desarrollo mediante la siguiente fase:

Fase |: Seleccidén y caracterizacién quimica y microbioldgica del sustrato hacer
empleado. En esta fase se determino el pH, (°Brix), coliformes totales y fecales, en

otros., empleando lo establecido en las normas venezolanas COVENIN.

Fase I1: Acondicionamiento del sustrato para el proceso de produccion de antibidtico.
En esta fase se empleara como sustrato como el maiz para ello se separaran los granos
y se procedera a la moliendo. Una vez obtenida la masa, con ayuda de un liencillo se
exprime para obtener una solucion clarificada, posteriormente se le medira lo solido

soluble (°Brix) y se esterilizara.

Fase I11: Disefio del arreglo de tratamiento optimales hipercubo latino escalable para el
proceso de produccién del antibidtico. Se empleara el disefio método hipercubo latino
(Latin Hyhipercube) debido a que maximiza la distancia minima entre los punto del
disefio (igual espaciamiento de los niveles de cada factor). Este método produce disefio
que imitan la distribucion uniformo. ElI método Latin Hipercube es un compromiso
entre el método Sphere-embalaje y el método de construccion homogéneo. El disefio

Latin Hipercube Designs (LHD), se recomienda implementar, si,
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a. Si esperamos, si, la respuesta depende solo de algunos de los insumos (factor de
escasez), los puntos deben estar espaciado de manera uniforme cuando se
proyectan en la region experimental en estos factores.

b. Si asumimos modelos aditivos (aproximadamente), también queremos un disefio
cuyos puntos se proyectan de manera uniforme sobre los valores de entradas
individuales se pueden demostrar que (al menos en algunos supuesto), LHD son

mejores que disefio de igual tamafio, obtenido de un muestreo aleatorio simple.
A diferencia de los disefios compuestos centrales los LHD son mas econémicos
y mas versatiles en ajustar casi cualquier modelos, ademas no requiere

repeticiones para construir modelos matematicos sustitutos.

Par la produccién del microorganismo). Penicillium chrysogenum (H)

I Obtencién del antibidtico I
Se toma la espora conel I
agar inclinado, luego pasa al cultivo vegetativo.
I Secado I
Se toma la espora conel agar inclinado, luego pasa al
o - I Se paricién de cristal de lavado I
cultivo vegetativo.

| Filtraciony cristalizacion |

Pasar el cultivo vegetativo a un birreactor de produccion

—)

(alimentacion: acido, bases nutrientes, precursor)

l I Tratamiento con carbén I

Filtrado (donde se obtiene el caldo) | ]

l | Extraccion con solvente |

Enfriamiento v almacenaje I

| Purificaciony filtracion ‘

\ 4

Fase IV: Estudio de via de las condicion de operativas para el proceso de

simulacion de un antibidtico de uso veterinario. En esta etapa de la investigacién
se establecerd el modelo ajustado al proceso experimental ( meta modelo )
resultando mdaltiples MLCIlerO+ltrip; los cuales requiere de hacerle
mantenimiento en el tiempo, para ajustar con variancias y ruidos nuevos, como

son los cambios en la materia prima cambio en la maquinaria entre otro; y para
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ellos en general se repiten el experimento y se ajusta nuevamente el modelo; sin
embargo a veces en procesos reales industriales es dificil repetir el experimento
completo 0 es muy costoso para ellos en esta investigacion se usara en principio
un diseno estadistico de superficie de respuesta “ Virtual” SpaceFilling, del tipo
Hipercubo Latino Optimal para la experimentacion del laboratorio del alimentos
( laboratorio LITA-UNELLEZ); ya que esto una vez validados, aposterioris
permiten modificar los modelos ajustados y crear un modelo simplificado nuevo
( modelo sustituto ). Asi mismo se empleara como técnica la simulacion con
redes neuronales, herramientas que presentan gran capacidad predictiva atreves
del software SAS JMP 8.

Fase V: Validacion de los resultados obtenido en esta etapa se compararon los
resultados obtenidos experimentalmente, con el modelo empleado como

herramienta de prediccion en la produccion de antibi6tico de uso veterinario.

I111.1.4. Técnicas e Instrumentos de la Recoleccion de Datos

Entre las técnicas que se utilizaron en este trabajo de investigacion para el

levantamiento de informacion estan:

» La Investigacion Documental, a través de la lectura de la bibliografia que

describe el proceso de cultivo del microorganismo la especie de penicillium
chrysogenum representado por el modelo desarrollado, y la relacionada con el

estado del arte sobre el modelado, simulacién y para birreactores semicontinuo.

La Observacién Directa en forma general y detallada de los datos resultantes en
las corridas de simulacion del proceso bajo diversas condiciones de

funcionamiento.

I11.1.5. Materiales y métodos

111.1.5. Materiales, equipos y reactivos utilizados en la investigacion

Pipeta (10ml ,1ml ,20 ml).
Porta pipeta.

Placas de petri.
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Frascos de vidrio.

Varilla angular de vidrio.
Balanza.

Tubos de ensayo.

Gradilla para tubos de ensayo.
Papel de aluminio.

Algodon.

Alcohol.

Beaker (250 ml, 500 ml, 1000 ml).
Fiola (500ml, 1000 ml, 250 ml).
Mechero de Bunsen.

Estufa de incubacion (31° C).
Estufa de esterilizacion.
Autoclave.

Nevera.

Agua destilada.

Peptona (peptonebacteriological).
Agar papa dextrosa.

Bureta (50 ml).

Micro goteros.

Plancha de calentamiento.
Soporte universal metalico.

pH metro.

Termémetro de vidrio.
Refractometro.

Birreactor.

Pizeta.

NaOH (hidréxido de sodio).
Cilindro graduado (100 ml, 250 ml).
Espatula.

Suplemento
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e Gorro.

e Bata de laboratorio.
e Guantes.

e Tapaboca

e Lactosa 2-3%

e Acido acetico

111.1.6. Métodos

I11.1. 7. Preparacion de los medios de cultivos. (Medio solidd)

e Utilizadas las técnicas del laboratorio de microbiologia de la UNELLEZ — San
Carlos, y lo establecido en las normas COVENIN 1337-90. Se procedi6 a preparar
los medios de cultivo necesarios para la siembra en las placas del microorganismo

Penicilliun Chrysogenum

e Preparacion de Agar

El Agar utilizado para la siembra fue el Agar papa dextrosa, el cual es un medio
utilizado en el crecimiento de levaduras y hongos ; dicho medio cuenta con
especificaciones de preparacion de la casa comercial donde se indica que se deben

agregar 45 gr de Agar por cada 1000 ml de agua para su preparacion.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, se prepar0 la cantidad de Agar a utilizar
para cada proceso, tomando en cuenta que se necesita 70 placas de Petri, a las que se les
adiciono 15 ml de Agar diluido para cada una, por lo que se necesitd un volumen total
de Agar (900ml). Por lo tanto se calcularon los gramos de Agar a utilizar de la siguiente

forma:
45 gr de Agar ——» 1000 ml

X<4+— 900 ml

x=40,5gr de Agar.
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Una vez pesado el agar se diluyo en el volumen de agua necesaria, utilizando dos Fiolas
de 1000 ml. Inmediatamente se procedié a su calentamiento con la ayuda de una
plancha de calentamiento agitando frecuentemente hasta obtener una apariencia
cristalina de la misma.

Después de dicha preparacion se envasaron en frasco de vidrio con tapas cada uno con
120 ml, utilizando 13 frascos, los que fueron esterilizados en el autoclave a 121°C y 15
Ibf/pulg2 por 15 min. Luego de terminar dicho proceso, el medio se enfria hasta una

temperatura aproximada de 45 —50° C

e Preparacion del agua peptonada

Para la preparacion de este medio se utilizé6 una concentracion de 0,1 gr de peptona
water (buffered) 1SO 6579 por cada 1000 ml de agua de acuerdo a lo establecido en la
norma COVENIN 1337 — 90.

Para cada proceso se requiere prepara el agua peptonada necesaria para un total de 20
frascos de vidrio con tapas con 90 ml Lo que indica que se necesita (2700 ml) para

esto se realizaron lo caculos de la siguiente forma:

Frasco con 90 mi
0,1 g peptonas — 1000 ml
X <«— 2700 ml

X = 2,7 gr de peptona

e Preparacion del sustrato (lechada de maiz)

La lechada de maiz para la produccion del microorganismo penicillium chrysogenum
en la elaboracion de un antibidtico de uso veterinario como lo es la penicilina, obtenida
en los mercados del centro de la ciudad de San Carlos del estado Cojedes. Una vez
obtenido el maiz fue llevado a las instalaciones del laboratorio donde se separon los
granos de la mazorca y se procedio a la molienda. Una vez obtenida la masa, con ayuda
de un liencillo, se exprimi6 para obtener la lechada de maiz, obteniendo 1500ml de
lechada. Se miden el ° Brix y luego se lleva al auto clave para la esterilizacién a 121°C

por 15 mina 15 Ibf/pulg?
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e Preparacion del Inoculo (Pie de cubo)
Consiste en el acondicionamiento del microorganismo para luego ser agregado al
birreactor, con el fin de activar las células del mismos, adaptandolas a las condiciones
del sustrato se inoculo a través del cultivo de microorganismo (Penicillium
Chrysogenun) en 2000 ml del sustrato (lechada de maiz), se incubo por 30 min, y una
vez activada se agregé al birreactor bajo las siguientes condiciones 200Rpm,

3 /min.

temperatura de 30 ° C, aireacion de 2 pie

Metodologia empleada:

e Se tomd 2000 ml del total del sustrato lechada de maiz en una fiola

1 cepa del microorganismo (Penicillium Chrysogenun)
e Complejo vitaminico miovit

e Se tomo lactosa 2-3% compuesto inorganico

e El precursor benceno, 2ml de fenol, 2ml de acido acetico

e Por ultimo, se dejo reposar a una temperatura de 30° C y se observé
constantemente.
111.1.8. Proceso biotecnoldgico (fermentacién Semicontinua)

Preparado los medios de cultivo y la concentracion del sustrato lechada de maiz
debidamente esterilizada, y todo el material de vidrio a utilizar se da inicio al proceso de

fermentacion. En los siguientes pasos:

e Agregar el sustrato al recipiente de vidrio estéril del birreactor, separando 2000

ml del volumen total del sustrato para la preparacion del inoculo.

e Se enciende el equipo, con el fin de estabilizar la temperatura (24 C), pH (4.5 a
5), agitacion (200 rpm) y aireacion (2 pie®/min) éptimos para el crecimiento y

desarrollo del microorganismo.

e Una vez activo el microorganismo y estabilizada las condiciones del birreactor,

se incorpora el inoculo al sustrato.

e Aliniciarse el proceso se midieron los ° Brix de inicio y se procede a la toma de
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las muestras, las cuales son realizadas en intervalos de tiempo de 1 hora, desde
la hora de inicio (ho) hasta la hora final (h10). Esta toma de muestra consiste en
extraer 10 ml del sustrato inoculado con una pipeta estéril y agregarlo en un
frasco con 90 ml de agua peptonada y de esta manera se obtiene la dilucion

10'se homogeniza.

e Posteriormente se prepar6 la dilucién 10-°, tomando 1 ml de la dilucién anterior
para afiadirlo en un frasco con 90 ml de agua peptonada previamente preparada

y esterilizada. De igual manera se continGan preparando las diluciones 10, 10 -
7

e Después de preparar todas las diluciones por duplicado se comienza con la
siembra en placas de petri La misma se realiz6 en profundidad y consistio en
agregar 1 ml de la dilucidn correspondiente. La siembra se realizd en el siguiente
orden: 10 7, 10, 10, 10, y por duplicado.

Finalmente se incuban las placas en una estufa de a 36° C por 72 horas.
111.1.9. Instalaciones y equipos
Instalaciones

El local debe ser lo suficientemente grande para albergar las siguientes areas:
recepcion de procesos, empaque, bodega, laboratorio, oficina, servicios sanitarios y
vestidor. La concentracion debe ser en bloc repellado con acabado sanitario en la unién

del piso y pared para facilitar limpieza.

Los pisos deben ser de concreto recubiertos de losetas o resina plastica, con desnivel
para el desagle. Los techos de estructura metalica, con zinc y cielorraso. Las puertas de
metal o vidrio y ventanales de vidrios. Se recomienda el uso de cedazo en puertas y

ventanas.
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Figura 1. Esquema tecnologico para la obtencién de la lechada maiz.

Descripcion del esquema tecnoldgico.

=

\ 4

Seleccion:
mazorcas de
buena calidad

4

Pelado

’ 121°C+ 15 minutos

Cortado:
desgranar los granos

Esterilizacion

de la mazorca

\ J .
' "‘ “Brix 7
' . N\
Molino: df Envasado: lechada de maiz
manera manual . .
- Frasco de vidrio

. J

Seleccion:

Consiste en la seleccion del jojoto que este buen estado y no tenga granos dafiados
con melaza.

Pelado:

Consiste en pelar el maiz en forma manual o con cuchillos que permitan las hojas de
la mazorca sin penetrar los granos de la misma

Cortado:

Se procede a separar los granos de la mazorca para | obtencion de la materia prima
Molienda:

Se muele la materia prima para la obtencion de la lechada de maiz (zea mays)

Envasado:
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Consiste en agregar la lechada de maiz en frasco de vidrio

Esterilizacion:

Se llevo a cabo con el fin de eliminar todo de microorganismo que pudiera estar
presente durante la obtencion de la materia prima, este proceso se realiza en una

autoclave a una temperatura de 121 °C POR 15 min
111.1.10. Recuento en Placas

Es una técnica utilizada para estimar las unidades formadoras de colonias (UFC)
presentes en una muestra. El recuentro se realizé con la ayuda de un contador de colonia
digital. Las unidades formadoras de colonias presentes en las muestras se determinan

mediante la aplicacién de la siguiente formula:
UFC = N°L*1*10 dilc

I11.1.11. Tecnicas de procesamiento y analisis de informacion

El conjuto de datos obtenidos , atraves de las técnicas empleadas para el
levantamiento d e informacion y uso de instrumento de recoleccién de datos
fue clasificado, verificado y cotejado. sS realizo el analisis bajo la condicion de
concepto teorico y definiciones propias del sistema, a fin de conocer el
comportamiento y tendencia del proceso. El conjunto de datos obtenidos fue
rocesado mediente el so de metodod numérico y el programa SASJAMP 8del
modulo de regresion  de superficie de respuestas y ; para la optimizacion
operativa se empleo el modulo de perfiles de respuesta y de deseabilidad , junto

con el simulador del programa SAS JMP 8.

111.1.12. Hipercubo latino

El muestreo de hipercubo latino (LHS ) es un método estadistico para generar
una muestra casi aleatoria de valores de parametros de una distribucién
multidimensional . El método de muestreo se usa a menudo para construir experimentos
de computadora o para la integracion de Monte Carlo. EI LHS fue descrito por McKay
en 1979. Eglajs propuso una técnica independientemente equivalente en 1977. Fue
elaborada por Ronald L. Iman y coautores en 1981. Cddigos informaticos y manuales

detallados fueron posteriores publicado.
111.1.13. Que es Aprendizaje Profundo (Deep Learning)?
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El aprendizaje profundo es un tipo de aprendizaje automatico en el que un
modelo aprende a realizar tareas de clasificacion directamente desde imagenes, texto o
sonido. El Aprendizaje Profundo generalmente se implementa utilizando una
Arquitectura de Red Neuronal Artificial. Los El término "profundo” se refiere a la
cantidad de capas en la red: mas capas, cuanto méas profunda es la red. Una red basica
exploratoria, que consiste de una sola capa. Las redes neuronales tradicionales

contienen solo 2 o 3 capas, mientras que las redes profundas pueden tener cientos.

111.1.14. ; Qué es lo que hace que Deep Learning sea lo ultimo en tecnologia?

1. Fundamentalmente la “precision”. Las herramientas y técnicas avanzadas tienen
algoritmos de aprendizaje profundo mejorados radicalmente, hasta el punto donde
pueden superar a los humanos en clasificar grandes cantidades de imagenes, capaz de
ganarle en esto (en calidad y tiempo) al mejor analizador y clasificador humano del
mundo. Por ejemplo, un humano entrena y habilita un control por voz asistente en
Amazon Echo® y Google Home para encontrar y descargar canciones, peliculas o dar
instrucciones para que se ejecuten a distancia, por ejemplo: encender un equipo
(aparato) a distancia.

Otro ejemplo de aplicacién y precision: Un microscopio avanzado (Aprendizaje
Profundo) que produce una clasificacion cluster de iméagenes, produciendo un gran
conjunto de datos (imagenes) de alta dimension utilizado para entrenar una red
Neuronal de Aprendizaje Profundo para identificar células cancerosas de las no

cancerosa, en muestras de tejido.

2. Tres habilitadores de tecnologia hacen que este grado de exactitud posible:

2.1. Fécil acceso a conjuntos masivos de datos etiquetados

e Los conjuntos de datos como ImageNet y PASCAL VoC son libremente disponible,
y son Utiles para entrenar en muchos tipos diferentes de objetos.

2.2. Aumento de la potencia de calculo.

e Las GPU de alto rendimiento aceleran el entrenamiento de las masivas cantidades de
datos necesarios para el aprendizaje profundo, reduciendo el entrenamiento tiempo
de semanas a horas, minutos 0 menos tiempo.

2.3. Modelos predisefiados construidos por expertos
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e Modelos como AlexNet pueden ser entrenados para realizar nuevos tareas de
reconocimiento utilizando una técnica llamada aprendizaje de transferencia.
Mientras AlexNet fue entrenado en 1.3 millones de alta resolucion imégenes para
reconocer 1000 objetos diferentes, aprendizaje de transferencia precisa que el

aprendizaje se puede lograr con conjuntos de datos mucho mas pequefios.

111.1.15. Lo interno de una red neuronal profunda

Una red neuronal profunda combina procesamiento no lineal en multiple capas,
utilizando elementos simples que operan en paralelo e inspirados por sistemas
biol6gicos nerviosos. Consiste en una capa de entrada, varias capas ocultas y una capa
de salida. Las capas estan interconectadas a través de nodos, 0 neuronas, con cada capa

oculta usando la salida de la capa anterior como su entrada.

111.1.16.Como aprende una red neuronal profunda

Si, se tiene por ejemplo un conjunto de imagenes donde cada imagen contiene
una de cuatro categorias diferentes de objetos (Ejemplo: Flores, Tasa, Carros y
Arboles), y se quiere construir y entrenar una red de aprendizaje profundo para
reconocer automaticamente qué objeto esta en cada imagen. Para ello se etiquetan las
imagenes para tener datos de entrenamiento para la red.
Presentando las iméagenes a un lector y etiquetdndola y, usando estos datos de
entrenamiento, la red puede comenzar a entender las caracteristicas especificas del
objeto y asociarlas con el categoria correspondiente.

Cada capa en la red toma datos de la anterior capa, lo transforma y lo pasa. La
red aumenta la complejidad y detalle de lo que esté aprendiendo de capa a capa.
Hay que tomar en cuenta que la red aprende directamente de los datos; el investigador

no tiene influencia sobre qué caracteristicas se estan aprendiendo.

111.1.17. Capas de clasificacion
Después de la deteccion de caracteristicas, la arquitectura de una red neuronal

cambia a clasificacion.
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La penultima capa es una capa (FC) totalmente conectada que produce un vector de
K dimensiones donde K es el numero de clases que la red podra predecir. Este vector
contiene el probabilidades para cada clase de cualquier imagen que se clasifica.

La capa final de la arquitectura de la red neuronal utiliza una funcion softmax
(diferente a la funcion sigmoidea) para proporcionar la salida de clasificacion.
No hay una formula exacta para seleccionar capas. ElI mejor enfoque es probar algunos y

ver qué tan bien funciona, si no usar una red pre-entrenada y ajustarla a los nuevos datos.
111.1.18.Cuél es la diferencia entre el aprendizaje profundo y Aprendizaje automatico?

El aprendizaje profundo es un subtipo de aprendizaje automatico. Con la maquina

de aprendizaje, extrae manualmente las caracteristicas relevantes de una imagen.
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CAPITULO IV

IV.1 RESULTADOS Y DISCUSION DE LA INVESTIGACION

En el presente capitulo se expone un panorama sucinto sobre el analisis de datos.
Se describen de manera no exhaustiva algunos elementos de cuadros, graficos y
estadisticos Utiles tanto para la organizaciéon y presentacion de los datos y resultados

como para el analisis de los resultados de investigacion.

Se inicia el capitulo con la presentacion de los datos obtenidos en laboratorio entre
ellos el andlisis, quimico y microbiolégico pH (°Brix), coliformes totales y fecales, en

otros.empleando lo establecido en las normas venezolanas COVENIN

Cuadro 3 Analisis quimico y microbiol6gico

pH 6,5 COVENIN:1315-17
(°Brix), 7 COVENIN 1031-81
coliformes totales ' O COVENIN 1104:1996
y fecales
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Analis. En el cuadro anterior se puede constartar que los pardmetros a evaluar se

encuentra en el marcos de las normas coveninin antes mencionadas.

En el cuadro 1, se muestra la matriz “D” de disefio de tratamientos, con dos
repeticiones y, las respectivas respuestas tecnolégicas medidas, para cada tratamiento;
seguidamente se presenta un andlisis preliminar de bondad de ajuste de los datos, a
modelos lineales aditivos, cuadraticos; una vez mostrada la robustez de los modelos se
realiza un analisis SCREENING, en la bdsqueda de diagnosticar que términos del
modelo lineal aditivo de alto orden son los mas importante en explicar cada respuesta.

Finalizando con la modelacién definitiva y optimizacion operativa del proceso.

En el cuadro 1, se muestran los datos experimentales obtenidos en la investigacion.

Cuadro 4. Matriz de disefio de tratamientos y respuestas tecnologicas medidas al

antibidtico de uso veterinario

tratamient X1 X2 Azufr Petrolat total Y1pH Y2 Y3

0 penicilin  glico e 0 engr [+] POR Dens

a(9) | (9) (9) (mV)  (g/ml)

(9)

1 5 1,67 1 32,33 40 7,75 39,5 0,78
2 8,89 3 1 27,11 40 6,89 4,6 0,90
3 6,11 1 1 31,89 40 6,85 2,5 0,78
4 6,67 1,89 1 30,44 40 6,4 58,6 0,67
5 7,22 2,78 1 29 40 6,7 46,8 0,78
6 9,44 1,44 1 28,12 40 6,47 2,42 0,67
7 8,33 2,11 1 28,56 40 6,41 29,5 0,90
8 10 2,33 1 26,67 40 6,67 15,6 0,78
9 7,78 1,22 1 30 40 7,8 10,6 0,90
10 5,56 2,56 1 30,88 40 6,18 40,6 0,70
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En lo siguiente, se muestra, una visualizacion de la bondad de ajuste de los datos
a modelos lineales aditivos cuadraticos, del tipo:

Y=L +ZKaBX; +Zh i BijxixX; + K4 BjiX5 +&
El modelo para 02 (cuatro) factores experimentales, tendra la siguiente estructura:
Yi = fo+BiXe HB2Xo P11 Xa® HaaXo +B12XeXa +ei,

Una vez ajustado los modelos (uno para cada respuesta), se comprobd sus

Supuestos basicos de los errores de prediccion: ei~NID(O,02).

1. Normalidad: los datos obtenidos en cada nivel del factor se ajustaron razonablemente

a una distribucion Normal de Gauss.

2. Homocedasticidad: la variabilidad de los datos en cada nivel del factor es similar

(contraste de igualdad de varianzas)

3. Linealidad: los residuos (diferencia de los datos a su media, en cada nivel del factor)

se distribuyen alrededor del cero (grafico de residuos).
4. Independencia: las observaciones se realizan de forma independiente unas de otras

En ese mismo sentido la modelacion de las variables medidas, se ajustaron con
minimos cuadrados ordinarios matriciales, usando el programa SAS JMP 8, el modulo
de regresién de superficie de respuesta y; para la optimizacion operativa el mddulo de
perfiles de respuesta y de deseabilidad, junto con el simulador del programa SAS JMP
8.

Se ajustaron dos modelos (uno para cada respuesta), formando el meta modelo o

modelo de simulacion de calidad del antibidtico de uso veterinario tipo unguento.
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Figura 2. Condiciones de calidad alcanzadas para maximizar

la produccion de un antibi6tico de uso veterinario tipo ungiento

En la figura 1, se muestran las condiciones alcanzadas para maximizar la
produccion del antibiético, dichas condiciones experimentales son de Xi: 6,77 g; Xo:
2,30 g, para la obtencion del ungiiento a base de Penicillium chrysogenum de uso
veterinario con un POR de 52,78 mV, una densidad de 0,79 g/ml y un pH alrededor de
6,57.

Con referencia a lo anterior, se observa que el antibiotico obtenido es muy
heterogéneo, con una densidad elevada y una consistencia semisolida, propia de los
unguentos, lo que garantiza tanto las propiedades hidratantes, oclusivas y congestivas,
como la capacidad de ejercer una accion local y formar una capa impermeable sobre la
piel del animal que dificulte la evaporacion del agua, permitiendo asi que su

concentracion sea mas alta en la superficie y va disminuyendo en profundidad, a fin de
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que pueda ubicarse entre los antibidticos mas apropiados en procesos de epidermis y

dermis superficial.

Como una forma de contrastar los resultados, se procesaron los datos con una

red neuronal, previamente entrenada (figura 2).
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Figura 3. Red neuronal artificial, condiciones de entrenamiento y bondad de ajuste

En la figura 3 se observo que el r-cuadrado se encontraba por encima del 97,15
% por lo que refleja la bondad del ajuste del modelo empleando red neuronal y les
permite a las variables (pH, POR y Densidad) que puedan explicar el proceso de

exploracién de las condiciones para la produccion de un antibiotico de uso veterinario.

En las figuras que se muestran a continuacion se observa que la bondad de
ajuste del modelo estadistico describe de forma excelente el ajuste del conjunto de

observaciones experimentales; es decir, resume en forma general la discrepancia entre

53



los valores observados y los valores esperados en el modelo para el proceso de

exploracion de las condiciones para la produccion de un antibiético de uso veterinario.
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Figura 4. Visual de la Bondad de ajuste de los modelos de red neuronal

artificial para Yi=pH [+].
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Figura 5. Visual de la Bondad de ajuste de los modelos de red neuronal
artificial para Y,=POR (mV).
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En la figura 6, se muestra el meta modelo genérico:
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Figura 7. Parametros del modelo genérico de la red neuronal artificial
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CONCLUSIONES

Luego de los resultados obtenidos en el desarrollo del presente trabajo de grado se

han establecido las siguientes conclusiones:

El maiz es un cultivo con un gran potencial productivo en el pais hasta el punto
que sus subproductos son aprovechados en algunos procesos industriales,
otorgandoles de esta manera un valor agregado, como es el caso de la lechada,
proveniente de la molienda del maiz para cachapas y que presentan altos
contenidos de proteinas, vitamina A, B — caroteno, que son compuestos
necesarios para el desarrollo de microorganismos como el Penicillium

chrysogenum

Los arreglos de tratamientos hipercubo latino utilizados, permitieron ajustar
modelos lineales aditivos de alto orden, con excelente bondad de ajuste, para el
proceso de exploracién de las condiciones para la produccién de un antibidtico
de uso veterinario.

Los modelos ajustados y la metodologia de optimizacion via simulacion,
permitieron pronosticar las condiciones operativas Optimas para el proceso de
produccion del antibiético tipo ungiento de uso veterinario, de buena
tolerabilidad, baja incidencia de alergia, minima toxicidad, alta capacidad de

penetracién en la piel y bajo costo.

Por lo antes expuesto  podemos sefialar que la penicilina G, es un antibiotico
del grupo de beta-l actamicos que sirven para combatir las infecciones

provocadas por las bacterias sensibles.
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RECOMENDACIONES

Ajustar modelos lineales aditivos de alto orden y utilizarlos en la optimizacion
via simulacion, en el pronostico de condiciones operativas dptimas para explicar
el proceso de exploracion de las condiciones para la produccion de un
antibiotico de uso veterinario.

Considerar la obtencion del antibidtico en polvo para luego diluirlo

Estudiar la vida 0til del antibi6tico tipo ungliento de uso veterinario

Utilizar otra metodologia para la obtencién del microorganismo Penicillium
chrysogenum

Evaluar la rentabilidad del antibiotico

Tomar precacucion de higiene y seguridad al momento del desarrollo del

Penicillium chrysogenum
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AnNexos

Pausterizacion de la lechada de maiz
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Biorrector
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Medida de (°Brix),




Centrifugando la muestra

Pénicilina cristalizada Muestra de los tratamiento
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Medicion de pH al tratamiento Crecimiento del microorganismo

Producto final
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