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Biofarmacéuticos I:>

—

Introduccion

El término fue acunado en la década de 1980, son los

productos farmacéuticos producidos en procesos
biotecnoldgicos utilizando métodos de biologia molecular.

Se difieren de las
drogas sintéticas por:

Y

Los productos biofarmacéuticos pueden ser
metabolitos intracelulares o extracelulares que tienen
un efecto farmacologico.

-Naturaleza del producto
-Fuente del principio activo
-Bioequivalencia
-Estructura

-Métodos de fabricacion

Sistemas de produccion de biofarmacéuticos

-Sistema de expresion de mamiferos.
-Sistema de expresiéon bacteriano

-Sistema de expresion de levadura
-Sistema de expresidn de insectos
-Sistema de expresion de lineas celulares de insectos
-Sistema de expresion vegetal
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Objetivos

Objetivo General

Obtener un biofarmaco mediante la fermentacion de microorganismos
patdgenos y comprobar su efectividad en cada uno.

Objetivos Especificos

 Purificar un microorganismo patdégeno productor de un fitofarmaco.

* Obtener un biofarmaco mediante la fermentacion de
microorganismos.

 Purificar el biofarmaco mediante precipitacion vy filtracion.
» Encapsular el biofarmaco mediante emulsion idnica.
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Hipotesis.

Factor A

e Ho: El tipo de medio de cultivo no influye en la obtencién del biofarmaco.
e Ha: El tipo de medio de cultivo influye en la obtencion del biofarmaco.

Factor B

e Ho: El tipo de oxigenacion no influye en la obtencion del biofarmaco.
Ha: El tipo de oxigenacion influye en la obtencion del biofarmaco.

Factor C

e Ho: El tiempo de toma de datos no influye en la obtencion del biofarmaco.
e Ha: El tiempo de toma de datos influye en la obtencion del biofarmaco.
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Materiales y metodos

Mapa de ubicacion geografica del area de investigacion

682000 684000 686000
'O LIMO]
g I g
g = 2
g K g
2
] 7 ’/_/)( Ed [ ]
R B [
M’—/g\d\x ZDEA
£l Q g
3 3
g *’V)\ 8
—
Leyenda
® ESPE Santo Domingo [ |
Red vial . .
. =ios ]
g :' Area Urbana % (]
g || Parroquias 2
[ ] eLEesFuErZO ®
[ Jwzoeamerica |~ | 1 500 PY
[ ] PUERTO LIMON e Kilomet
I ] A
682000 684000 686000 688000 690000 692000 .
Universidad de las Fuerzas Armadas ir" [ ]
ESPE \»_ 7
Elaborado: Edison F. Medina S \ .
Tema: Mapa de ubicacién ESPE Santo Domingo
Fecha: 14/04/2019 L
uTM™: 688106.12 E 9954386.05 S

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los
Tsachilas

Cantén: Santo Domingo
Parroquia: Luz de América
Sector: Via Quevedo Km 24

Zona de vida: Bosque humedo tropical
Altitud: 224 msnm

Temperatura media: 24.6 °C
Precipitacién: 2860 mn/afio
Humedad relativa: 85%

Heliofania: 680 horas luz/afio

Suelos: Franco Arenoso

Fuente: Estacion Agro Meteorologica
“Puerto lla” Via Quevedo Km 34
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Materiales y métodos .

Obtencion del microorganismo.

Obtencion de Prearacién del Dispensacion del
la cepa medio PDA medio PDA

.

Siembra

del

Sellado de las
Incubacion cajas microorganismo

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

GESP




Materiales y metodos

Identificacién del microorganismo

icroscopios.

Toma de Colacion de la cinta
muestra en el portaobjeto

Gota de azul de
metileno o lactofenol.

Observacion de estructuras Observacion microscopica
40x y 100X
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Materiales y metodos

Fermentacion.

Reactivos

(Na2HPO4) (MnCI2*4H20)

((NaNO2) (ZnCI2)

(NaSO4) (CaCl2®2H20) ———«—»
(KH2PO4) (FeCI3*6H20)

(MgS04*7H20)  (CoCI2*2H20)

Preparacion de medios.
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Materiales y metodos

Siembra del microorganismo.

Medios/ Materiales/ Muestra Microorganismo +

Buffer de MnCI2 0.1M en camara de flujo laminar Buffer.

Sellado de los medios

de fermentacion. y ﬁ E S p E
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Materiales y metodos

Toma de muestras de los medios de cultivos fermentados.

Medios de cultivo fermentados Tomar 5 ml de cada medio Conservar en tubos
| hermeticamente sellados.

Se realiz6 en los diferentes dias de las tomas de muestra
(Dia: 0, 5,7, 11,y 14)
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Materiales y metodos

Determinacion de biomasa

Medicion por
espectrofotometria a 540nm
del sobrenadante.

Muestras de los diferentes Centrifugacion de las
dias muestras
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Materiales y metodos

Determinacién de la cuantificacién de proteinas

Preparacion del reactivo de Muestras de los diferentes Centrifugacion de las
Biuret. dias muestras

it e ——

Sobrenadante + Reactivo

Medicién por
espectrofotometria a 540nm

Incubacion de las muestras de Biuret
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Materiales y metodos

Determinacion de la actividad Proteolitica

Sobrenadante +
buffer fosfato

Preparacion del buffer
fosfato de caseina al Muestras de los
1% y del TCL 5% diferentes dias

Centrifugacion de
las muestras

Sobrenadante + Incubacion de las
Medicion por Centrifugacion buffer fosfato + TCL muestras

espectrofotometria a 540nm E S p E
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Materiales y metodos

Purificacion

Medio + Sulfato de

Filtracion Centrifugacion .
amonio

Filtracion y almacenamiento.
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Materiales y metodos

Cromatografia de capa fina (CCF)

oo |—

| ﬂq ::v I | |
S "

Colocar en la camara con la
solucidon movil.

-
k )

Cargar las muestras Revelacion con vapor

de iodo metalico.

P N
Ty
oWy
3 UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

|||||||| 6N PARA LA EXCELENCIA



Materiales y metodos

Antibiograma.
(P)
E Cl
A N
T

Discos cargados con el
antibiotico.

Muestras cargadas

. Siembra del microorganismo.
en papel filtro.
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Materiales y metodos

Microenpsulacién con alginato

Muestras purificadas

: Solucién de cloruro de calcio Encapsulacion de la muestra
+ alginato.

en el cloruro de clacio.
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Materiales y metodos

Diseno experimental

Factores de estudio que actuan en el proceso de obtencion del biofarmaco.

Factores Simbologia Niveles
Medios de cultivo (A) a0 MEM
a1l MEM + Agar
a2 MEM + Maiz
Tipo de oxigenacion (B) b0 Sin agitacion
b1 Con agitacion
Dias de medicion (C) cO 0
c1 5
c2 7
c3 11
c4 14

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Resultados y Discusion

Desarrollo macroscopico de las colonias del hongo Penicillium

(Fernandez-Andrade et al., 2019) menciona que el género Penicillium es un hongo
filamentoso capaz de desarrollarse en diferentes ambientes de la naturaleza.
(Soliz Santander et al., 2020) senala que ataca a citricos y es considerado como la

podredumbre verde o azul. |
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Resultados y Discusion

Desarrollo de la obtencion de la cepa pura del hongo Penicillium

(Parra y otros, 2018) establece en su investigaciéon que el hongo se desarrolla al
quinceavo dia e influyen condiciones de temperatura y condiciones ambientales.
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Resultados y Discusion -

Identificaciéon microscépica del hongo Penicillum por azul de metileno

Fialoconidias

*
e |
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Resultados y Discusion

Crecimiento del hongo del género Penicillum en los diferentes medios de cultivo y
condiciones

Segun (Ledn Ledn, 2008) un medio de cultivo enriquecido debe contener fuentes de
compuestos inorganicos, se ha sefalado el uso del maiz como fuente de carbohidratos y
azucares.
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Resultados y Discusion -

Toma de datos mediante el método de Biuret para proteinas totales

Segun (Alvarez Poblete y otros, 2018) el cambio de color determina que existe mayor
concentracion de proteina pasando de celeste a un violeta intenso ya que el activo determina
proteinas o péptidos de cadena larga o corta mediante dichas coloraciones.
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Resultados y Discusion

Prueba de significacién (Tukey p<0,05), medios de cultivo (Factor A)

0,30

0,25

0,20 +

Biomasa

0,05

0,00

-0,05

0,15

0,10 -

o 0,0829
0,0519
% ZZZA Y7773
MEM MEM + Agar MEM + Maiz

Medios de cultivo

Proteinas totales (mg/ml)

20
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16 ¢
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12 ¢
10 +

oON A~ OO ®

MEM MEM + Agar MEM + Maiz

Medios de cultivo

Los resultados obtenidos de biomasa son bajos a los reportados por (Ledn Ledn, 2008), (Duque Vidal
& Gutiérrez Beltran, 2011) establece que la produccidn de biomasa es favorable cuando el hongo

Penicillium S.P posee fuentes de nitrdgeno organicas.
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Resultados y Discusion

Prueba de significacién (Tukey p<0,05), medios de cultivo (Factor A)

Proteoliticas

0,065

0,060
0,055
0,050
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0,040
0,035
0,030
0,025
0,020

0,015

MEM

MEM + Agar MEM + Maiz

Medios de cultivo
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Resultados y Discusion

Prueba de significacién (Tukey p<0,05), tipo de oxigenacion (Factor B)

0,30

0,25 ¢
0,20 ¢

0,15

Biomasa

0,00

-0,05

-0,10

Segun (Rebeca, 2015), menciona que los hongos crecen mejor utilizando glucosa que
cuando se utiliza lactosa, ya que esta azucar se hidroliza de manera mas lenta debido a una

0,10 ¢
0,05 ¢

10 ¢ 8.8065
7,709 L 2

Proteinas totales (mg/ml)

Sin agitacion Con agitacion Sin agitacion Con agitacion
Tipo de oxigenacion HApaic DX genackon

baja actividad de la 3-galactosidasa de Penicillium.
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Resultados y Discusion

Prueba de significacién (Tukey p<0,05), tipo de oxigenacion (Factor B)

Proteoliticas

0,060

0,055
0,050
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0,040
0,035
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L

373

0,0881
%%

Sin agitacion

Con agitacion

Tipo de oxigenacion
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Resultados y Discusion

Prueba de significacién (Tukey p<0,05), dias de medicion (Factor C)

Biomasa
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Dias de medicién Dissideimedicon

Las proteasas se encargan de asegurar el transporte como la activacion de las proteinas

expresado en la investigacion de (Verhamme y otros, 2018).
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Resultados y Discusion

Prueba de significacién (Tukey p<0,05), dias de medicion (Factor C)

Proteoliticas
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Resultados y Discusion

Prueba de significacién (Tukey p<0,05), medios de cultivo*tipo de oxigenacién*Dias
de medicion (Factor A*B*C)

Barras simples Media de Biomasa por Medios de cultivo
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Medios de cultivo

(Ledn Ledn, 2008) y (Parra y otros, 2018) demuestran que la biomasa puede variar
segun las especies de Penicillium. Se obtuvo mejores resultados en el medio de cultivo
minimo enriquecido del maiz sin agitacion en el dia 14 con un total de 0.1884 g de

biomasa. {\) ESpE
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Resultados y Discusion

Prueba de significacion (Tukey p<0,05), medios de cultivo*tipo de oxigenacién*Dias
de medicion (Factor A*B*C)

Barras simples Media de Proteinas totales (mg/ml) por Medios de cultivo
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Medios de cultivo

(Canteri & Ghoul, 2015) expresa que el crecimiento de los hongos del género Penicillium es
afectada por varios factores fisicos como el pH, temperatura, aireacion y agitacion. El medio de
cultivo minimo enriquecido del maiz con agitacion posee mejor rendimiento en la obtencion de

proteinas en tres dias siendo el mejor en el dia 7. {\ ) ES pE
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Barras simples Media de Proteoliticas por Medios de cultivo
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Medios de cultivo

Se observo que los tres medios obtuvieron datos favorables en las dos condiciones con

y sin agitacion en diferentes dias.



Resultados y Discusion -

Purificacién de la muestra mediante filtracién, centrifugacién y sulfato de amonio




Resultados y Discusion -

Cromatografia de capa fina de la penicilina comercial y del biofarmaco obtenido
mediante fermentacién del hongo Penicillium

(Castillo y otros, 2007) senala que la cromatografia de capa fina es una opcion sencilla
y econdmica, eficiente para realizar el seguimiento al proceso de fermentacion.
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Resultados y Discusion -

Antibiograma del disco de penicilina comercial y biofarmaco obtenido mediante
fermentacion del Penicillium

Segun (Marin & Gudiol, 2002) las penicilinas son un grupo de antibi6ticos que tienen la
capacidad de inhibir las paredes celulares bacterianas, lo que provoca la muerte de las

acterias. (| ESPE
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Resultados y Disc

Biofarmaco encapsulado microencapsulacion con alginato

Mediante la solucion de cloruro de calcio y el alginato se puede realizar una gelificacidon
del biofarmaco, el alginato actua como gelificante y se usa cloruro de calcio para la

esterificacion. w E S p E
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Conclusiones

Se obtuvo el biofarmaco utilizando un microorganismo patégeno aislado,
mediante un proceso de fermentacion en un medio de cultivo que contenia
carbohidratos.

La produccion del biofarmaco se determind mediante la medicion de
parametros como la biomasa producida, las proteinas totales y la actividad
enzimatica, se evidencio la actividad antibacteriana mediante un antibiograma.

Y

Se purificd el biofarmaco mediante procesos de precipitacion y filtracion y
encapsulacion mediante emulsion idnica, permitiendo asi, protegerlo de la
degradacion y mejorar su estabilizacion. Por lo cual se puede concluir que fue
posible cumplir con todos los objetivos planteados para la obtencion del
biofarmaco utilizando un microorganismo patoégeno.
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Recomendaciones

Se recomienda usar diferentes fuentes de carbohidratos y diferentes cepas de
microorganismos del género Penicillium para determinar cual de estas supera los
valores obtenidos.

Se recomienda utilizar el medio de cultivo enriquecido con fuentes de compuestos
organicos e inorganicos. La lactosa permite mejorar la produccion de penicilina para
contrarrestar los efectos negativos de la glucosa.

Se recomienda que en ensayos con hongos del género Penicillium se utilicen
fuentes de nitrégenos organicos ya que estas pueden aportar aminoacidos y evitan
gue ocurra una oxidacién del amoniaco.
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