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Resumen
Muchos productos biofarmacéuticos y biolégicos se basan en la fermentacion de diferentes
tipos de células, utilizando microorganismos patdgenos es bastante factible y
econdmicamente viable por su capacidad de desarrollo en diferentes medios y ambientes.
La biosintesis de penicilina por Penicillium es uno de los procesos bioldégicos mejor
caracterizados desde el punto de vista genético, molecular, bioquimico y subcelular. El
objetivo de esta investigacion fue obtener y caracterizar un biofarmaco del hongo del género
Penicillium, a partir de distintos medios de cultivo y condiciones, determinando su eficacia
contra la sensibilidad bacteriana mediante antibiograma, el desarrollo de la investigacion se
lo realizo en los diferentes laboratorios de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE
sede Santo Domingo donde se aislo, cultivo e identific el hongo del género Penicillium por
microscopia de su morfologia, se plante6 un disefio factorial con 3 factores (AxBxC) y 3
réplicas, usando y la prueba de significancia de Tukey (p<0,05) para evaluar la biomasa,
proteinas totales y la actividad enzimatica de las proteasas del hongo en diferentes medios
de cultivos obteniendo mayor produccién en el maiz en los diferentes dias para biomasa
(0.1884 g) en el dia 14 S.A, mientras que para proteinas totales (16.091 mg/ml) en dia 7
C.Ay para la actividad proteolitica (0.0560 Ul/ml) en dia 7 C.A, mientras que el medio con
PDA no obtuvo datos favorables, con respecto a la evaluacion del biofarmaco mediante el
antibiograma se determind que existia una mayor resistencia bacterianaen dia7y 11 vy al
hacer la prueba de cromatografia de capa fina con penicilina comercial y el biofarmaco se
determind que recorrian la misma distancia obteniendo un Rf de 0.83 por lo que se dedujo

gue entre sus compuestos existian cadenas betalactamicas en cada una de las muestras.

Palabras clave: Biofarmaco, Penicillium, Cadenas betalactamicas, Proteasas.
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Abstract
Many ys biopharmaceutical products are based on the fermentation of different types of
cells, using pathogenic microorganisms that are quite feasible and economically viable due
to their ability to develop in different media and environments. Penicillin biosynthesis by
Penicillium is one of the best characterized biological processes from the genetic, molecular,
biochemical and subcellular point of view. The objective of this research was to obtain and
characterize a biopharmaceutical from the fungus of the genus Penicillium, from different
culture media and conditions, determining its efficacy against bacterial sensitivity by
antibiogram, the development of the research was carried out in different laboratories of the
University of the Armed Forces ESPE Santo Domingo headquarters where the fungus of the
genus Penicillium was isolated, cultivated and identified by microscopy of its morphology, a
factorial design with 3 factors (AxBxC) and 3 replicates was proposed, using and the
significance test of Tukey (p<0.05) to evaluate the biomass, total proteins and the enzymatic
activity of the proteases of the fungus in different culture media, obtaining higher production
in corn on the different days for biomass (0.1884 g) on day 14 S.A. , while for total proteins
(16.091 mg/ml) on day 7 CA and for proteolytic activity (0.0560 IU/ml) on day 7 CA, while the
medium with PDA did not obtain favorable data, regarding the evaluation of the
biopharmaceutical by means of the antibiogram it took until there was a greater bacterial
resistance on days 7 and 11 and when doing the thin layer chromatography test with
commercial penicillin and the biopharmaceutical it took them to travel the same distance
obtaining an Rf of 0.83, therefore It was deduced that beta-lactam chains existed among

their compounds in each of the samples.

Keywords: Biopharmaceutical, Penicillium, Beta-lactam chains, Proteases.
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Capitulo |
Introduccién

Muchos productos biofarmacéuticos y biolégicos se basan en la fermentacion de
diferentes tipos de células. Los productos biofarmacéuticos pueden ser metabolitos
intracelulares o extracelulares que tienen un efecto farmacoldgico. En este sentido, la
fermentacién, en su conjunto, incluye procesos de etapas multiples de buenas préacticas de
fabricacion (GMP) aguas arriba y aguas abajo cuyo propésito es producir el material
terapéutico biofarmacéutico requerido que es puro y activo, y que se libera de acuerdo con
los estandares y especificaciones de calidad relevantes (Ostos Ortiz y otros, 2019).

La biosintesis natural de moléculas endégenas implica rutas complejas especificas
de varios pasos, algunas de las cuales pueden manipularse para la biosintesis de moléculas
extrafias. Los microorganismos pueden modificarse genéticamente (tecnologia
recombinante) o manipularse metabdlicamente mediante una alteracion sustancial de sus
rutas endogenas. Los elementos clave del desarrollo de la fermentacion son la seleccion y
optimizacion de cepas, el desarrollo de medios y procesos vy, finalmente, la ampliacion para
maximizar la productividad (Lopez y otros, 2018). El procesamiento posterior utiliza varias
tecnologias para extraer, concentrar y purificar el producto de un caldo de fermentacion
diluido.

La diversidad de productos derivados de la fermentacion (la recuperaciéon y
purificacién selectiva del producto deseado especifico de todo el repertorio molecular) hace
gue la tecnologia de fermentacién sea una metodologia multidisciplinaria que abarca la
microbiologia, la quimica orgénica, la bioguimica y la biologia molecular. La fermentacion
puede comenzar utilizando células genéticamente modificadas o no modificadas, como
bacterias, hongos, plantas y material de mamiferos. Por lo general, los procesos de
fermentacion a gran escala se realizaran en biorreactores de acero inoxidable o de un solo
uso (para obtener mas informacion sobre los reactores de un solo uso, consulte el equipo

de un solo uso en la industria biofarmacéutica).
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La biosintesis de penicilina por Penicillium chrysogenum es uno de los procesos
biolégicos mejor caracterizados desde el punto de vista genético, molecular, bioquimico y
subcelular. Durante la tltima década se han llevado a cabo varios estudios émicos en este
hongo filamentoso, que han contribuido a obtener un conocimiento profundo sobre los
mecanismos moleculares que subyacen a la mejora de la productividad en cepas
industriales (Svahn, 2015). La molécula de penicilina se sintetiza a partir de los aminoacidos
precursores acido a-aminoadipico, L-cisteina y L-valina. No estan condensados
ribosémicamente por la gran proteina multifuncional L-8(a-aminoadipilo)-L-cisteinil-D-valina
(ACV) sintetasa (ACVS) (codificada por el gen pcbAB de 11 kpb ), que requiere activacion
por parte de la adicion del brazo 4'-fosfopanteteina derivado de CoA en una reaccion
catalizada por la proteina auxiliar fosfopanteteinil transferasa (Carsanba y otros, 2021).

La regulacién y el control de la biosintesis y producciéon de penicilina han sido objeto
de un profundo estudio para optimizar los titulos de penicilina. Es bien sabido que la
produccion de penicilina se produce, preferentemente, en condiciones de estrés nutricional
y baja tasa de crecimiento. La disponibilidad de carbono, nitrdgeno o fésforo, junto con otros
factores (pH, aireacion, ciertos aminoacidos o composicion del medio) tienen una fuerte
influencia en el proceso de produccion. La biosintesis de penicilina esta regulada por

mecanismos complejos controlados por diferentes reguladores (Ariyo y otros, 1998).
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Justificacion

Los productos biofarmacéuticos son cada vez més relevantes en la medicina moderna
porque se pueden producir de manera eficiente, con baja toxicidad y menores costos de
produccion en comparacion con los farmacos sintéticos, lo cual ha permitido satisfacer la
creciente demanda (Sharma y otros, 2021). Producir biofarmacos utilizando microorganismos
patégenos es bastante factible y econdmicamente viable debido a que estos tienen la
capacidad de crecer en casi cualquier tipo de sustrato, permitiendo asi obtener metabolitos
con actividad farmacolégica de forma bastante rapida y econdmica (Izquierdo Poma &
Ramirez Camarena, 2019).

Aligual que las plantas, los hongos y bacterias poseen la capacidad natural de generar
metabolitos secundarios los cuales segun (Pham y otros, 2019), han permitido obtener
distintos agentes médicos para elaborar farmacos anticancerigenos, antimicrobianos,
antiinflamatorios e inmunosupresores y es por ello que hoy en dia mas de la mitad de los
medicamentos de molécula pequefia aprobados y agentes antimicrobianos son de origen
bioldgico.

La biotecnologia fungica ha permitido que estas Ultimas décadas la biotecnologia
industrial haya florecido y avanzado a gran velocidad, siendo el pilar principal de una industria
multimillonaria responsable elaboracién de diversas biomoléculas (Cairns y otros, 2018).
Debido a sus propiedades y caracteristicas, los hongos han sido bastante estudiados para la
obtencion de biofarmacos mediante procesos de fermentacion, misma que se puede llevar a
cabo tanto a pequefias como a grandes escalas con condiciones de cultivo bastante
ajustables, ya que, a diferencia de las bacterias, pueden llegar a soportar condiciones
extremas de pH, temperatura, salinidad y carencia de nutrientes (Pham y otros, 2019).

Es por ello que el objetivo del presente estudio es obtener un biofarmaco a partir de
un microorganismo patdégeno y evaluar (0 comparar) -su efectividad- (mediante modelos
experimentales). Para lo cual, se busca aislar y purificar un hongo y realizar una fermentacion,
en la cual se obtendra el biofarmaco, mismo que sera purificado y encapsulado mediante

emulsién iénica.
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Utilizar microorganismos permite producir biofarmacos a escalas muy grandes, ya que
estos son usados como biofabricas y se pueden emplear sustratos muy econémicos en estos
procesos, lo que permite que se pueda llevar a cabo en paises con recursos econdémicos
bastante limitados, permitiendo asi, satisfacer la demanda de algunos medicamentos (Lopez,
Suarez y Casco, 2018).

Ademas, la produccion de biofarmacos es una forma de bioeconomia que permite
aprovechar recursos obtenidos de la naturaleza para satisfacer las necesidades y generar
recursos econdmicos. Segun Hernandez y Céspedes (2020), la bioeconomia permite mejorar
la calidad de vida de muchas personas mediante la generacion de productos, puede ayudar
a desarrollar econ6micamente a los paises y esta presente desde hace mucho tiempo entre
nosotros, sin embargo, por temor y desconocimiento no hemos sabido aprovechar todo su
potencial. Por ello es importante que se realicen este tipo de estudios, en los cuales se

obtienen productos a partir del uso de microorganismos.
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Objetivos

Objetivo general

Obtener un biofarmaco mediante la fermentaciéon de microorganismos patégenos y
comprobar su efectividad en cada uno.

Objetivos especificos

Purificar un microorganismo patdgeno productor de un fitofarmaco.

Obtener un biofarmaco mediante la fermentacién de microorganismos en medios de

cultivo ricos.

Purificar el biofarmaco mediante precipitacion vy filtracion.
Encapsular el biofarmaco mediante emulsion idnica.
Hipotesis
Hipotesis para Factor A
Ho: El tipo de medio de cultivo no influye en la obtencién del biofarmaco.

Ha: El tipo de medio de cultivo influye en la obtencion del biofarmaco.

Hipotesis para Factor B

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

Ha: El tipo de oxigenacidén influye en la obtencién del biofarmaco.
Hipotesis para Factor C

Ho: El tiempo de tomas de datos no influye en la obtencién del biofarmaco.

Ha: El tiempo de tomas de datos influye en la obtencion del biofarmaco.
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Capitulo 1l
Revision bibliografica
Biofarmacos

Los productos biofarmacéuticos representan algunos de los mejores logros de la
ciencia moderna. Estos farmacos se utilizan cada vez mas en practicamente todas las
ramas de la medicina y se han convertido en una de las modalidades de tratamiento clinico
mas eficaces para una amplia gama de enfermedades, incluidos los canceres y los
trastornos metabdlicos. El término “biofarmacéuticos” fue acufiado en la década de 1980 y
se refiere a los productos farmacéuticos producidos en procesos biotecnoldgicos utilizando
métodos de biologia molecular. Por lo tanto, este grupo de productos se distingui6 de la
amplia categoria de productos biolégicos, que son productos farmacéuticos producidos
mediante métodos biolégicos convencionales (Rader, 2008).

Los productos biofarmacéuticos difieren de las drogas sintéticas en todos los
aspectos. Las diferencias entre estas dos categorias de medicamentos incluyen la
naturaleza del producto, la fuente del principio activo, los criterios de bioequivalencia, la
identidad, la estructura, los métodos de fabricacion, la composicion, la dosificacion, la
formulacion, el manejo, los derechos de propiedad intelectual, las normas legales y la
comercializacion. Los productos biofarmacéuticos se producen en células vivas, mientras
gue las drogas sintéticas son productos de procesos quimicos. La mayoria de las drogas
sintéticas son moléculas pequefas. Por ejemplo, una molécula de acido acetilsalicilico esta
compuesta por 21 atomos. Por el contrario, los productos biofarmacéuticos suelen ser entre
100 y 1000 veces mas grandes. El ingrediente farmacéutico activo de dicho farmaco puede
contener de 2000 a 25 000 atomos. Los productos biofarmacéuticos también son
estructuralmente mucho mas complejos debido a la formacién de cadenas poliméricas, que

varian mucho en su estructura (Misra, 2012).
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Clasificacién de los biofarmacos
Sistema de clasificacién

El BCS es un marco cientifico para clasificar un farmaco basado en su solubilidad
acuosa y permeabilidad intestinal. Permite la prediccion de la farmacocinética in vivo de la
liberacién inmediata oral (IR) productos farmacolégicos clasificando los compuestos
farmacologicos en cuatro clases en funcion de su solubilidad en relacion con la dosis
permeabilidad intestinal en combinacion con las propiedades de disolucion de la forma de
dosificacién. El interés en este sistema de clasificacion se debe en gran parte desde su
aplicacion en el desarrollo temprano de farmacos y luego en permeabilidad intestinal en
combinacion con las propiedades de disolucion de la forma de dosificacion (Matar, 2020).

El interés en este sistema de clasificacién se debe en gran parte desde su aplicacién
en el desarrollo temprano de farmacos y luego en la gestion del cambio del producto a lo
largo de su ciclo de vida. En las primeras etapas del desarrollo de farmacos, el
conocimiento de la clase de una droga en particular es un factor importante que influye en la
decision de continuar o detener su desarrollo. Por lo tanto, una organizacion que desee
producir formas farmacéuticas orales deseara limitar el desarrollo a moléculas con alto
permeabilidad. Cada vez mas, estas consideraciones son incorporado desde las primeras
fases, con el concepto de disefio basado en propiedades gue se utiliza en quimica
combinatoria para apuntar a la produccion de compuestos gue muestran propiedades
optimas (Niazi & Lokesh, 2021).

Este sistema se considera una herramienta de desarrollo de farmacos que permite
estimar las contribuciones de tres factores principales, disolucién, solubilidad y
permeabilidad intestinal que afectan la absorcién oral de farmacos a partir de formas
farmacéuticas orales sélidas. Se introdujo por primera vez en el proceso de toma de
decisiones reglamentarias en el documento de orientacién sobre formas farmacéuticas
orales solidas de liberacion inmediata: ampliacion y cambios posteriores a la aprobacién

(Ming-Kung & Yuan-Chuan, 2018).
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Clase |

Los farmacos de esta clase exhiben un alto nimero de absorcion y alto nUmero de
disolucién. El paso limitante de la velocidad es el farmaco. disolucion, y si la disolucién es
muy rapida, entonces la tasa de vaciado gastrico se convierte en el paso determinante de la
tasa. Estos compuestos se absorben bien y su absorcién suele ser mayor que la tasa de
excrecion. Los ejemplos incluyen metoprolol, diltiazem, verapamilo y propranolol (Ku, 2008).

Clase Il

Los medicamentos de esta clase tienen un alto nimero de absorcién. pero un
namero de disolucion bajo. La disolucién del farmaco in vivo es luego un paso limitante de la
velocidad para la absorcion, excepto a un nivel muy nimero de dosis alto. La absorcion de
los farmacos de clase Il es generalmente mas lento que para la Clase | y ocurre durante un
periodo mas largo periodo de tiempo. La correlacion in vitro-in vivo (IVIVC) suele aceptado
para medicamentos de Clase | y Clase Il. La biodisponibilidad de estos productos esta
limitada por sus tasas de solvatacion. Por lo tanto, una correlacion entre la biodisponibilidad
in vivo y la se puede encontrar solvatacion in vitro. Ejemplos incluyen glibenclamida,
fenitoina, danazol, 4cido mefenamico, nifedinpina, ketoprofeno, naproxeno, carbamezapina
y ketoconazol (Ku, 2008).

Clase llI

La permeabilidad del fArmaco es el paso limitante de la velocidad del farmaco.
absorcion, pero el farmaco se solvata muy rapidamente. Estos Las drogas exhiben una gran
variacion en la tasa y el alcance de absorcion de farmacos. Como la disolucion es rapida, la
variacion es atribuible a la alteracion de la fisiologia y permeabilidad de la membrana en
lugar de la forma de dosificacion factores Si la formulacién no cambia la permeabilidad o el
tiempo de duracion gastrointestinal, entonces los criterios de Clase | se pueden aplicar. Los
ejemplos incluyen cimetidina, ranitidina, aciclovir, neomicina B, atenolol y captopril (Ku,

2008).
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Clase IV

Los farmacos de esta clase son problematicos para la administracién oral eficaz.
administraciéon. Estos compuestos tienen poca biodisponibilidad. Por lo general, no se
absorben bien a través del intestino. mucosa, y se espera una alta variabilidad.
Afortunadamente, los ejemplos extremos de compuestos de Clase IV son la excepcion mas
gue laregla, y rara vez se desarrollan y comercializado. Sin embargo, existen varios
medicamentos de Clase IV. Los ejemplos incluyen hidroclorotiazida, taxol y furosemida (Ku,
2008).

Limites de la clase

Solubilidad

El limite de la clase de solubilidad se basa en la concentracion de dosis mas alta de
un medicamento que es objeto de una solicitud de bioexencién (aprobacién de un
medicamento sin un estudio de farmacocinética BE). De acuerdo con la guia BCS de la
USFDA, una sustancia farmacoldgica se considera altamente soluble cuando la dosis mas
alta es soluble en 250 ml 0 menos de medios acuosos en el rango de pH de 1-7.5. De
acuerdo con la guia de la OMS, un API se considera altamente soluble cuando la dosis mas
alta (si el API aparece en la Lista Modelo de Medicamentos Esenciales de la OMS) o la
dosis mas alta disponible en el mercado como forma de dosificacion sélida oral (si el API no
aparece en la Lista Modelo de Medicamentos Esenciales de la OMS) es soluble en 250 ml o
menos de medios acuosos en el rango de pH de 1,2-6,8. El perfil de pH-solubilidad del API
debe determinarse a 37 6 1 8C en medios acuosos (Butler & Dressman, 2010).

De acuerdo a los medios prescritos, se recomienda un minimo de tres
determinaciones repetidas de solubilidad en cada condicién de pH. Las recomendaciones
iniciales en la Guia BCS sugirieron que la solubilidad debe medirse en un rango de pH de
1.2-7.5. Pero las sucesivas discusiones y publicaciones cientificas sugieren que un rango de
pH de 1.2 a 6.8 es mas apropiado. De acuerdo con la guia BCS de EMEA, un farmaco se
considera altamente soluble si la dosis Unica mas alta administrada como formulacion IR se

disuelve completamente en 250 ml de tampones dentro del rango de pH 1-6.8 a 37 6 1 8C.
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Esta demostracion requiere la investigacion en al menos tres tampones dentro de este
rango (preferiblemente a pH 1,2, 4,5y 6,8) y ademas en el pKa, si esta dentro del rango de
pH especificado. Se recomienda un minimo de tres determinaciones repetidas en cada
condicion de pH (p. ej., método de matraz agitado u otro método justificado). El pH de la
solucion debe verificarse antes y después de agregar el farmaco a un tampén (Butler &
Dressman, 2010).

Permeabilidad

El limite de la clase de permeabilidad se basa indirectamente en el grado de
absorcion de una sustancia farmacoldgica en humanos y directamente en las mediciones de
la tasa de transferencia de masa a través del intestino humano. Alternativamente, pueden
usarse sistemas no humanos capaces de predecir el grado de absorcion del farmaco en
humanos (p. ej., métodos de cultivo de células epiteliales in vitro). De acuerdo con la guia
BCS de la USFDA, en ausencia de evidencia que sugiera inestabilidad en el tracto GI, una
sustancia farmacoldgica se considera altamente permeable cuando se determina que el
grado de absorcién en humanos es del 90 % o mas de una dosis administrada basada en
una determinacion de balance de masa o en comparacion con una dosis de referencia
intravenosa. De acuerdo con la guia de la OMS, un API se considera altamente permeable
cuando el grado de absorcion en humanos es del 85 % 0 mas segun una determinacion de
balance de masa o en comparacion con una dosis de comparacion intravenosa. La
recomendacion inicial en la Guia BCS sugeria un valor de absorcion de $90 % como
requisito previo para la clasificacion como altamente permeable. Sin embargo, sucesivas
discusiones cientificas y publicaciones cientificas han sugerido relajar el criterio al 85% de
absorcion para clasificar un API como altamente permeable. Un método de prueba
alternativo aceptable para la determinacion de la permeabilidad del API podria ser la
perfusion intestinal in vivo en humanos. Cuando se utilice este método para estudios de
permeacion, se debe demostrar la idoneidad de la metodologia, incluida la determinacién de
la permeabilidad en relacion con la de un compuesto de referencia cuya fracciéon de dosis

absorbida se haya documentado como minimo del 85 %, asi como el uso de un resultado
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negativo. control. De acuerdo con las directrices de EMEA BCS, si un farmaco tiene una
absorcion lineal y completa, se considera altamente permeable (Butler & Dressman, 2010)..

Disolucion

De acuerdo con la guia BCS de la USFDA, se considera que un medicamento IR se
disuelve rdpidamente cuando no menos del 85 % de la cantidad etiquetada del principio
activo se disuelve en 30 minutos, usando el Aparato USP | a 100 rpm (o Aparato Il a 50
rpm) en un volumen de 900 ml o menos en cada medio: HCI 0,1 N o fluido gastrico simulado
USP sin enzimas; tampén (pH 4,5); y tampon (pH 6,8) o fluido intestinal simulado USP sin
enzimas. De acuerdo con la guia BCS de la OMSJ6], se considera que un producto de
multiples fuentes (productos farmacéuticamente equivalentes o productos
farmacéuticamente alternativos que pueden o no ser equivalentes terapéuticos) se disuelve
muy rapidamente cuando no menos del 85 % de la cantidad declarada del principio activo
se disuelve en 15 minutos utilizando un aparato de paletas a 75 rpm o un aparato de cesta
a 100 rpm en un volumen de 900 ml 0 menos en cada medio: solucion de HCI (pH 1,2);
tampon de acetato (pH 4,5); y tampdn fosfato (pH 6,8). Se considera que un producto
multifuente se disuelve rapidamente cuando no menos del 85 % de la cantidad declarada
del farmaco se disuelve en 30 minutos usando un aparato de paletas a 75 rpm o un aparato
de canasta a 100 rpm en un volumen de 900 ml 0 menos en cada uno de los medios:
solucion de HCI (pH 1,2); tampdn de acetato (pH 4,5); y tamp6n fosfato (pH 6,8). De
acuerdo con la guia BCS de EMEA[7], se considera que los productos farmacéuticos se
disuelven muy rapidamente cuando se disuelve mas del 85 % de la cantidad indicada en la
etiqueta en 15 minutos, usando el Aparato | de la USP a 100 rpm (o el Aparato Il a 50 rpm)
en un volumen de 500 ml en cada uno de los medios: HCI 0,1 N o fluido gastrico simulado
sin enzimas; tampo6n (pH 4,5); y tampén (pH 6,8) o fluido intestinal simulado sin enzimas y
se debe demostrar la similitud de los perfiles de disolucién (Butler & Dressman, 2010)..

Bioexeciones

El término bioexencién se aplica a un proceso regulatorio de aprobaciéon de

medicamentos cuando el expediente (solicitud) se aprueba sobre la base de pruebas de
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equivalencia distintas de las pruebas de equivalencia in vivo. Bioexencion significa obtener
una exencion para llevar a cabo estudios BA y BE costosos y que requieren mucho
tiempo.[22] BCS proporciona bioexenciones para medicamentos de clase I, Il 'y 11l con
algunas especificaciones. Esta exencion es para las fases previa y posterior a la
aprobacion. Las bioexenciones basadas en BCS son aplicables a las formulaciones sélidas
de dosificacion oral de liberacién inmediata que contienen uno o mas de los API
identificados por el programa de precalificacion de medicamentos (PQP) de la OMS para
ser elegibles, si los datos requeridos garantizan la similitud del producto farmacéutico
presentado. producto y el producto de comparaciéon apropiado. Los productos de
comparacion utilizados en aplicaciones de bioexencion de BCS deben seleccionarse de la
lista actual de productos de comparacion recomendados por el PQP de la OMS, incluido el
producto de combinacién de dosis fija apropiado. El Solicitante debera justificar
debidamente el uso de cualquier otro comparador. En el PQP de la OMS, las bioexenciones
basadas en la BCS estan destinadas Unicamente a investigar BE y no se aplican a otros BA
o estudios farmacocinéticos (Butler & Dressman, 2010).

Los criterios recomendados por la guia BCS de la USFDA:

El principio activo debe ser altamente soluble y altamente permeable (medicamentos
de Clase 1)

Un medicamento de liberacion inmediata.

Para la exencion de un estudio de BA relativa in vivo, la disolucion debe ser superior
al 85 % en 30 minutos en los 3 medios de disolucion recomendados. Dos perfiles de
disolucién pueden considerarse similares cuando se comparan usando el factor de similitud
(f2 .50) como se describe en la guia para la industria sobre pruebas de disolucion. En
combinacién con la disolucion, la BCS tiene en cuenta los tres factores principales que rigen

BA, a saber. disolucion, solubilidad y permeabilidad.
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Obtencion de un biofarmaco
Sistemas para la Produccién de Biofarmacéuticos

A diferencia de las drogas sintéticas, los ingredientes farmacéuticos activos en los
productos biofarmacéuticos incluyen proteinas recombinantes y acidos
nucleicos. Actualmente, la gran mayoria de los productos biofarmacéuticos disponibles en el
mercado contienen proteinas recombinantes como ingrediente farmacéutico activo. Estas
proteinas se producen en sistemas procariotas, principalmente Escherichia coli, o sistemas
eucariotas basados en hongos (Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris), células de
mamiferos o lineas celulares de insectos. También se ha estudiado el uso de sistemas de
expresion libres de células (sistemas in vitro), que facilitan mucho la modificacién de las
condiciones de sintesis (Martinez y otros, 2002).

La produccion de productos biofarmacéuticos en cada uno de los sistemas antes
mencionados tiene ventajas e inconvenientes. Por estas razones, se utilizan muchos
sistemas de expresion diferentes en funcion de las propiedades especificas de una proteina
recombinante dada.

1. Sistema de expresidén de mamiferos

Los sistemas de expresion de mamiferos son generalmente la plataforma preferida
para la fabricacion de productos biofarmacéuticos. En los Gltimos afios se ha observado un
aumento constante en el uso de estos sistemas de expresion. Esto se debe al creciente
interés en la produccién de moléculas grandes y complejas que requieren modificaciones
postraduccionales especificas (sobre todo la glicosilacién) que ocurren solo en los sistemas
de expresion de los mamiferos. Ademas, en el caso de lineas celulares de mamiferos y
lineas celulares animales en general, la mayoria de las proteinas recombinantes pueden
secretarse y no requieren lisis celular para extraerse con el posterior relegamiento de
proteinas (como es el caso de las bacterias) (Butler & Dressman, 2010). .

Sin embargo, la produccién de proteinas en lineas celulares plantea posibles
problemas de seguridad debido a la posibilidad de contaminacién con virus animales. Otros

inconvenientes de la produccion de proteinas en lineas celulares incluyen los requisitos
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nutricionales complejos, el crecimiento lento y la fragilidad, y un tiempo y costo de
produccion relativamente altos. Los sistemas de expresion de mamiferos actualmente
disponibles incluyen células de ovario de hamster chino, lineas celulares de roedores (p. €j.,
NSO, BHK y Sp2/0) y lineas celulares humanas (p. ej., HEK293, PER.C6, HT-1080 y

CAP). Entre las lineas celulares de mamiferos disponibles, la linea celular de ovario de
hamster chino es la opcion principal para la produccion de proteinas recombinantes, con 7
de los 10 productos biofarmacéuticos mas vendidos en 2016 producidos en estas

células. En general, la cantidad de productos de proteinas recombinantes producidos en
sistemas de mamiferos que estan aprobados para su uso como medicamentos en humanos
aumentd entre 2010 y 2014 a aproximadamente el 60 % (Kesik-Brodacka, 2017).

2. Sistema de expresion bacteriano

Sin embargo, las bacterias siguen siendo el sistema de expresién dominante, lo que
facilita la produccion de grandes cantidades de ingredientes farmacéuticos activos utilizados
en productos biofarmacéuticos. Segun los datos facilitados por BioProcess Technology
Consultants, en 2010 la produccion total de proteinas puras como principios activos
farmacéuticos en biofarmacos ascendio a 26,4 toneladas. De esto, el 68% se produjo en
sistemas bacterianos y el 32% en sistemas de mamiferos. El grupo predominante de
proteinas producidas en bacterias comprendia insulinas, y la gran mayoria de las
producidas en sistemas de mamiferos eran anticuerpos monoclonales.

Las bacterias de eleccién para la expresion de proteinas heterélogas son E. coli. Su
atractivo para aplicaciones industriales resulta de su genética bien entendida, biologia
celular y facil manejo. Los sistemas de expresion basados en E. coli permiten un
crecimiento rapido, un alto rendimiento del producto, una buena relacién costo-beneficio, un
escalado facil del proceso y un tiempo de respuesta corto. Las limitaciones de este huésped
de expresion para la produccién de productos biofarmacéuticos recombinantes complejos
incluyen la ausencia de modificaciones postraduccionales similares a las de los mamiferos,
como glicosilacién, fosforilacion y procesamiento proteolitico. Por lo tanto, E. colies el

huésped de expresion elegido en la industria biotecnoldgica para la produccion a gran
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escala de pequefas proteinas recombinantes que no requieren modificaciones
postraduccionales. Otra limitacion resulta de la incapacidad de E. coli para producir enlaces
disulfuro correctos, problemas de solubilidad de las proteinas y la presencia de endotoxinas
(lipopolisacéaridos). Actualmente, se aplican varias estrategias para mejorar la expresion de
proteinas, como el uso de cepas de E. coli mutadas para promover la formacién de enlaces
disulfuro de proteinas (Martinez y otros, 2002).

3. Sistema de expresion de levadura

Otros sistemas favorables de produccion de proteinas recombinantes microbianas
son los microorganismos eucariotas S. cerevisiae y P. pastoris. Ambos anfitriones son
capaces de producir proteinas recombinantes con modificaciones postraduccionales y de
plegamiento adecuadas. Por lo tanto, se consideran mejores que los procariotas donde se
necesita la modificacion postraduccional de la proteina diana. El sistema de expresion de la
levadura S. cerevisiae se utiliza con frecuencia debido a su rapido crecimiento en medios
libres de proteinas y su capacidad para secretar el producto de forma extracelular. Sin
embargo, las modificaciones postraduccionales que ocurren dentro de las células a menudo
conducen a la produccion de hipermanosilacion no deseada, que puede dar como resultado
una actividad de unién a proteinas alterada y producir potencialmente una respuesta
inmunogénica alterada en aplicaciones terapéuticas. En P. pastoris, los oligosacéaridos
tienen longitudes de cadena mucho mas cortas y se ha informado que la cepa produce
glicoproteinas complejas, terminalmente sialiladas o “humanizadas”. P. pastoris es un
sistema de expresion que es apreciado por su crecimiento a densidades celulares muy
altas, por sus promotores fuertes y estrechamente regulados disponibles, y por la
posibilidad de producir cantidades de gramos de proteinas recombinantes por litro de cultivo
tanto intracelularmente como de forma secretora. Sin embargo, los rendimientos de proteina
pueden ser notablemente mas bajos, particularmente si las proteinas complejas expresadas
son heterooligbmeros, estan unidas a la membrana o son propensas a la degradacion

proteolitica (Martinez y otros, 2002).
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4. Sistema de expresion de lineas celulares de insectos

El sistema de produccion de proteinas recombinantes basado en células de insectos
representa un compromiso entre los sistemas de expresion de bacterias y mamiferos. Su
ventaja sobre el sistema bacteriano es que permite modificaciones postraduccionales, pero,
a diferencia del sistema de los mamiferos, no conserva el patrén de glicosilacion
original. Otra ventaja del uso de células de insectos es que son menos exigentes y crecen a
densidades mas altas en comparacion con las células de mamiferos (Martinez y otros,
2002).

Se utilizé un sistema de expresion de lineas celulares de insectos para producir
Cervarix, una vacuna contra ciertos tipos de virus del papiloma humano que causan
cancer. Esta vacuna fue aprobada por la EMA en 2007 (Martinez y otros, 2002).

5. Sistema de expresion vegetal

La produccion de biofarmacéuticos derivados de plantas ha despertado un gran
interés. Las plantas transgénicas tienen el potencial de convertirse en sistemas rentables
para la produccion a gran escala de proteinas terapéuticas humanas. El uso de plantas
elimina la posible contaminacion del farmaco terapéutico con patdégenos animales, ya que
los cultivos de células vegetales no son susceptibles a los patégenos virales de mamiferos
y, por el contrario, los virus vegetales no infectan las células humanas. Otra ventaja es que
las proteinas recombinantes inmunogénicas por via oral expresadas en una planta
comestible pueden administrarse por via oral sin procesamiento, incluidos los costosos
pasos de purificacion. Ademas, los sistemas de expresion de las plantas pueden producir
proteinas con patrones de glicosilacion complejos; sin embargo, las estructuras de glicano
producidas son significativamente diferentes de las producidas en humanos (Lobenberg &
Amidon, 2000).

Los inconvenientes del sistema de expresion basado en plantas para la produccién
de proteinas recombinantes estan relacionados con los largos plazos de produccién que
hacen que esta tecnologia no sea adecuada para la produccién rapida de productos

farmacéuticos para combatir enfermedades emergentes. Otro problema es que los métodos
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actuales en biotecnologia de plantas no pueden controlar con precision los niveles de
expresion de transgenes en plantas de manera consistente (Lobenberg & Amidon, 2000).

6. Sintesis de proteinas libres de células

La sintesis de proteinas libres de células (CFPS), también denominada expresion in
vitro, es una alternativa innovadora y prometedora a la expresion de proteinas
recombinantes en células vivas. CFPS es la produccion de proteinas recombinantes usando
magquinaria de traduccion extraida de células. En este sistema, las enzimas requeridas para
los procesos de transcripcion y traduccion estan presentes en un extracto celular en lugar
de un organismo vivo. Varios obstaculos inicialmente limitaron CFPS como tecnologia de
produccion de proteinas, incluidas las bajas tasas de produccién de proteinas, los altos
costos de los reactivos, las escalas de reaccion pequefias y la capacidad limitada para
plegar correctamente las proteinas que contienen multiples enlaces disulfuro (Lobenberg &
Amidon, 2000).

Actualmente, debido al importante progreso realizado para automatizar y optimizar
las condiciones de reaccion, los sistemas sin células se han convertido en una atractiva
plataforma de produccién de proteinas que ofrece varias ventajas sobre los métodos
tradicionales de expresién basados en células. En primer lugar, el entorno CFPS no esta
limitado por la presencia de una pared celular o condiciones de homeostasis para mantener
la viabilidad celular. CFPS permite el acceso directo y, por lo tanto, el control del entorno de
traduccion y la manipulacién de la composicion y las condiciones de la reaccion, lo que es
ventajoso para la optimizacién de la produccién de proteinas. Como resultado, se pueden
agregar/sintetizar y mantener nuevos componentes en concentraciones precisas. Otras
ventajas del CFPS sobre los sistemas basados en células incluyen la capacidad de producir
proteinas dificiles de expresar, por ejemplo, proteinas de membrana y proteinas téxicas. A
diferencia de los sistemas basados en organismos vivos, se cree que las condiciones de
sintesis de proteinas en CFPS son analogas a las de las reacciones quimicas, lo cual es

prometedor desde la perspectiva de la escalabilidad técnica (L6ébenberg & Amidon, 2000).
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Clasificacion de los antibi6ticos

Los antibidticos antibacterianos se clasifican cominmente segin su mecanismo de

accion, estructura quimica o espectro de actividad. La mayoria se dirigen a funciones

bacterianas o procesos de crecimiento. Los que se dirigen a la pared celular bacteriana

(penicilinas y cefalosporinas) o la membrana celular (polimixinas), o interfieren con las

enzimas bacterianas esenciales (rifamicinas, lipiarmicinas, quinolonas y sulfonamidas)

tienen actividad bactericida. Los que se dirigen a la sintesis de proteinas (macrélidos,

lincosamidas y tetraciclinas) suelen ser bacteriostaticos (a excepcién de los

aminoglucdsidos bactericidas) (O’Rourke y otros, 2020).

Clasificaciéon de los antibi6ticos sobre la base de la estructura quimica:

2016).

Antibidticos que contienen carbohidratos:

Antibioticos sacaridos puros: ejemplos; estreptozotocina (Riu y otros, 2022)
Aminoglucésidos: ejemplos; Estreptomicina (Riu y otros, 2022)

N/O glucésidos: ej. Cromomicina (Riu y otros, 2022)

Otro: por ejemplo; lincomicina (Riu y otros, 2022)

Antibidticos de lactona macrociclica: p. Eritromicina (Riu y otros, 2022)

antibioticos quinolonas; p.ej. Fluroguinolona (Riu y otros, 2022)

Antibidticos heterociclicos que contienen N: p. Beta-lactum (Riu y otros, 2022)
Antibiéticos heterociclicos que contienen O: p. cicloserina (Etebu & Arikekpar, 2016).
Antibidticos aliciclicos: ej. Cicloheximida (Etebu & Arikekpar, 2016).

Antibidticos aromaticos (nitrobenceno): ej. Cloranfenicol (Etebu & Arikekpar, 2016).
Antibiéticos de amina alifatica: p. espermidina (Etebu & Arikekpar, 2016).

Antibiéticos peptidicos: p. polimixina, bacitracina, gramicidina (Etebu & Arikekpar,

Clasificacion de los antibiéticos seglun su origen: Origen microbiano

Bacillus polymyxa: polimixina (Sandle T. , 2022)
Chromobacter violaceum: Bacitracina (Sandle T. , 2022)

Micromonospora spp: Gentamicina (Sandle T. , 2022)


http://www.pharmamicroresources.com/2013/02/controlling-antimicrobial-resistance.html
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Penicillium: penicilina (Sandle T. , 2022)

Cefalosporina spp: Cefalosporina (Sandle T., 2022)

Streptomyces griseus: estreptomicina (Sandle T. , 2022)

S. venezuelue: cloranfenicol (Sandle T. , 2022)

S. erythreus: eritromicina (Sandle T. , 2022)

S. mediterrane: Rifampicina (Sandle T., 2022)

La categorizacion adicional se basa en la especificidad de su objetivo. Los
antibiéticos antibacterianos de "espectro reducido" se dirigen a tipos especificos de
bacterias, como las bacterias gramnegativas o grampositivas, mientras que los antibiéticos
de amplio espectro afectan a una amplia gama de bacterias. Después de un paréntesis de
40 afios en el descubrimiento de nuevas clases de compuestos antibacterianos, cuatro
nuevas clases de antibiéticos antibacterianos se han puesto en uso clinico: lipopéptidos
ciclicos (como la daptomicina), glicilciclinas (como la tigeciclina), oxazolidinonas (como la
linezolida) y lipiarmicinas. (como fidaxomicina) (Sandle T., 2013).

Clasificacion de los antibiéticos sobre la base del rango de actividad (espectro de
actividad):

Espectro estrecho:

Activo frente a relativamente menos microorganismos. Ejemplos: macrdélidos,
polimixina (Sandle T., 2013).

Espectro moderado:

Activo frente a bacterias Gram positivas, asi como algunas bacterias Gram negativas
sistémicas y causantes de UTI. Ejemplos: Aminoglucésidos, Sulfonamida (Sandle T. , 2013).

Espectro estrecho-amplio:

Activo frente a Gram positivos y gram negativos. Ejemplos: Beta-lactum (Sandle T.
2013).

Amplio espectro:

Activo contra Gram positivos y Gram negativos excepto Pseudomonas y

Mycobacteria. Ejemplos: cloranfenicol, tetraciclina (Sandle T. , 2013).



Antibiéticos antimicobacterianos:

Ejemplos: etambutol, rifampicina, isoniazida, pirazinamida (Sandle T. , 2013).
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Capitulo 1l
Metodologia

Ubicacioén del area de investigacion
Ubicacién politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tséachilas

Canton: Santo Domingo

Parroquia: Luz de América

Sector: Via Quevedo Km 24
Ubicacién ecoldgica

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 Meteorolégica “Puerto lla” Via Quevedo Km 34
Ubicacién geografica

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en la provincia de Santo Domingo
de los Tséachilas, especificamente dentro de las instalaciones de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE-Sede Santo Domingo, en los laboratorios de Biotecnhologia
Vegetal, Microbiologia, Biotecnologia Sanitaria, Biologia Molecular y Laboratorio de
Ciencias Quimicas, ubicada en el km 24 de la Via Santo Domingo-Quevedo.

Latitud: 0°24'20,74" S

Longitud:  79°18'2,23" W



Figura 1

Mapa de ubicacién geografica del &rea de investigacion

682000

688000

/%}/711{&/

p

b

9957000
_/

9954000
=

N

o
e

9951000

800000

Leyenda =
@  ESPE Santo Domingo || -
—— Red vial Ml EL ESFUERZO
I Rios LA
Area Urbana ‘7
§—: Parroquias e 7/ B{ &
[ ]ELESFUERZO ﬁ
[ JwzDEAMERICA [~ | zFé; EE : ~
[ ]puErTO LMON __[EE Nlomfer
682‘1000 684000 686000 688’000 690000 692I000
BUUTTU
R Colombia % Universidad de Iasé I;:mE-:-rzas Armadas i@
; 4
r =|| Elaborado: Edison F. Medina S. \\‘\‘g,,—/)
Tema: Mapa de ubicacion ESPE Santo Domingo
Fecha:  14/04/2019
g | % uT™: 688106.12 E 9954386.05 S

9957000

9954000

9951000

40

Nota. Ubicacion geografica de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, sitio donde se

realizé la parte practica experimental de la investigacion.
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Materiales y métodos
Obtencion del microorganismo

Se realiz6 una investigacion bibliografica determinando que el microorganismo
Penicillium Digitatum crece en frutos citricos, por lo tanto, se partié de ese conocimiento.

Protocolo:

Se colocaron 3 naranjas en distintas tarrinas lavadas y otras sin lavar en un
ambiente con aire, mientras que otras 3 naranjas de igual forma se colocaron en un
ambiente sin aire y se observé en el transcurso del tiempo en cuales crecia el
microorganismo en menor tiempo.

Aislacion y siembra del microorganismo (Penicillium)

Una vez obtenido el microorganismo se procedi6 a aislarlo del fruto en medios de

cultivo (PDA)

Materiales:

Tabla 1

Materiales para la aislacion y siembra del hongo Penicillium

Equipos Insumos Reactivos.
Autoclave Haza de siembra Papa dextrosa (PDA)
Camara de flujo laminar Matraz de 250ml Agua destilada
Incubadora Cajas Petri

Plancha de calentamiento Algodoén

y agitacion.
Parafilm
Lamparas de alcohol
Agitador magnético

Alcohol al 70%

Nota. Tabla de elaboracion propia.



42

Protocolo:

Para la elaboracion de la papa dextrosa (PDA) se procedi6 a pesar 9.75 g en papel
aluminio, luego se coloc6 en un matraz Erlenmeyer de 250ml y se aforo con la misma
cantidad de agua destilada, se introdujo el agitador magnético y se colocé la solucién en la
plancha de calentamiento y agitacion a una temperatura de 100 °Cy 600 revoluciones por
minuto (rpm) durante 15 minutos para activar el agar, luego de haber transcurrido el tiempo
se procedio a sellar la boca del matraz con algodén y Parafilm.

Una vez activado el agar se lo colocé en la autoclave junto con las cajas Petri
envueltas en papel Kraft a una temperatura de 120 °C y una presion de 15 libras entre 15 a
20 minutos.

Se procedi6 a desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol e hipoclorito de
sodio (NaClO) al 1% y se introdujo los materiales a utilizar como las lamparas de alcohol y
el Parafilm cortado en un ancho de 1 centimetro. Se cerré la puerta de la camara de flujo
laminar y se procedié a encender la luz UV por un tiempo de 20 minutos.

Luego de haber transcurrido el tiempo del agar y de la desinfeccion de la camara de
flujo laminar, se apagoé el UV y se introdujo en la misma las cajas Petri y el agar el cual se lo
dejo enfriar a una temperatura de 45 a 60 °C para proceder a dispensar el medio en las
cajas Petri para dejarlos gelificar e enfriar para proceder a realizar la siembra del Penicillium
Digitatum mediante una haza de siembra, finalmente se sellé la caja con Parafilm y se dej6
incubar a una temperatura de 28 °C por 14 dias.

Identificacion del microorganismo
El microorganismo se identific6 mediante dos tipos de tinciones y se comparé los

resultados mediante informacion bibliografica.
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Tincion de azul de metileno
Materiales:
Tabla 2
Equipos, insumos y reactivos utilizados en la identificacién microscépica del microorganismo

(hongo Penicillum) mediante azul de metileno.

Equipos Insumos Reactivos Muestras
Microscopio Aceite de inmersion  Azul de metileno Cepa de Penicillium
Portaobjetos

Pipeta Pasteur

Cinta adhesiva

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se colocd una pequeia gota de azul de metileno en el portaobjeto; para la toma de
muestra se cortd alrededor de 2 centimetros de cinta adhesiva transparente y se la pego
superficialmente encima del microorganismo que se encontraba en la caja Petri ya aislado y
finalmente se pegd en el portaobjeto que continda la gota de azul de metileno para proceder
a observar en el microscopio su estructura.

Tincion de lactofenol
Materiales:
Tabla 3
Equipos, insumos y reactivos utilizados en la identificacién microscdpica del microorganismo

(hongo Penicillum) mediante azul de lactofenol.

Equipos Insumos Reactivos Muestras

Microscopio Aceite de inmersion  Azul de lactofenol Cepa de Penicillium
Portaobjetos

Pipeta Pasteur
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Equipos Insumos Reactivos Muestras

Cinta adhesiva

Nota. Elaboracion propia

Protocolo:

Se colocé una pequefia gota de lactofenol en el portaobjeto. Para la toma de
muestra se cortd alrededor de 2 centimetros de cinta adhesiva transparente y se la pego
superficialmente encima del microorganismo que se encontraba en la caja Petri ya aislado y
finalmente se pegd en el portaobjeto que continda la gota de lactofenol para proceder a
observar en el microscopio su estructura.

Fermentacion

Para la elaboracion del medio enriquecido minimo se basé en un protocolo
establecido por (Urbina Salazar, 2019)

Medio enriquecido minimo (MEM)

Materiales:

Tabla 4

Equipos, insumos y reactivos para la elaboracién del medio enriquecido minimo (MEM).

Equipos Insumos Reactivos
Plancha de agitacion Agitador magnético (Na2HPO4)
Balanza analitica Vasos de 1000 ml ((NaNO2)
Espatula (NasO4)
Vidrio reloj (KH2PO4)
(MgSO4*7H20)
(MnCI2*4H20)
(ZnCI2)
(CaCl2*2H20)
(FeCI3*6H20)

(CoClI2*2H20)
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Nota. Elaboracion propia.

Protocolo:

El medio minimo enriquecido (Mme) contiene los siguientes componentes: 18.86 ¢
L-2.3 Na2HPO4, 0.69 g L-2.3NaNO2, 4.6 g L-2.3 NaS0O4, 8.74 g L-2.3 KH2PO4, 0.012 g L-
2.3 MgS04*7H20, 0.23 g L-2.3 MnCI2*4H20, 0.39 g L-2.3 ZnCI2, 1.27 g L-2.3
CaClI2*2H20, 3.84 g L-2.3FeCI3*6H20, 0.14 g L-2.3 CoCI2*2H20. Se mezclé bien
mediante la plancha de agitacion hasta diluir todos los compuestos.
Preparacion de medios

Materiales:
Tabla 5

Equipos, insumos, reactivos y muestras para la preparacion de los diferentes medios.

Equipos Insumos Reactivos
Autoclave Probeta de 250 ml PDA Agar
Camara de flujo laminar Matraces Erlenmeyer de Harina de maiz

250 ml
Algodon MEM
Gasas

Nota. Elaboracién propia.

Protocolo:

En los matraces 02 y 05 se colocé 3 g de dextrosa de papa (PDA), mientras que en
los 03 y 06 se colocé 7.5 g de harina de maiz; mientras que en los matraces 01 y 04 no se
les agreg6 nada. Luego se realizé con algoddn y gasas los tapones de los 14 matraces.

Una vez pesados los compuestos en los matraces se procedié a colocar 150 ml del
medio minimo enriquecido en cada matraz obteniendo un total de 14 matraces ya que se
hizo por triplicado el medio del agar (02 y 05) y del maiz (03 y 06).

Los matraces que contenian agar se procedieron a activarlo mediante la plancha de
calentamiento y agitacion a una temperatura de 80 °C por 5 minutos y finalmente se

procedié a medir el pH de la solucién y ajustarlo entre 4.5y 5.0.
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Los matraces que contenian la harina maiz se los agit6 en la plancha de agitacion
para disolver completamente la misma, de igual forma se midi6 el pH de la solucion y se
ajusto entre 4.5y 5.0.

El medio de cultivo (Mc) ajustado el pH se tap6 con los tapones de algodoén y se los
cubrié con papel aluminio por encima, esto se autoclavé a una temperatura de 121 °C y una
presion de 15 libras por 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se dejé enfriar los
medios de cultivo.

Preparacion del buffer para siembra

Materiales:

Tabla 6

Equipos, insumos y reactivos para la preparacion del buffer para la siembra de hongo

Penicillium.
Equipos Insumos Reactivos
Autoclave Vaso de precipitacion de Agua destilada
250 ml
Plancha de agitacion Agitador magnético Cloruro de  magnesio

(MnCI2) 0.1M

Nota. Elaboracién propia.

Protocolo:

Para la elaboracién del buffer se autoclavo 200 ml agua destilada para esterilizarla a
una temperatura de 121 °C y una presion de 15 libras por 20 minutos. Luego de haber
transcurrido ese tiempo se dejé enfriar el agua y se agregé 1.91 g MnCI2 y se agit6 en la

plancha de agitacion hasta disolver todo el cloruro de magnesio.
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Siembra del microorganismo Penicillium
Materiales:
Tabla 7

Equipos, insumos, reactivos, y muestras para la siembra del hongo Penicillium.

Equipos Insumos Reactivos Muestras
Camara de flujo Puntas Hipoclorito de sodio Cepa de Penicillium
laminar al 10%

Autoclave Lamparas de Buffer
alcohol.
Micropipeta de 100 - Vasos de Etanol al 70%
1000 ul precipitacion de 600
ml

Haza triangular

Probeta de 10 ml

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se autoclave los materiales a usar mediante la siembra como: puntas, vasos de
precipitacién de 600 ml, 200 ml de agua destilada, haza triangular de metal y la probeta de
10ml a una temperatura de 121 °C y una presion de 15 libras por 20 minutos; mientras tanto
se limpid la base y las paredes de la camara de flujo laminar con hipoclorito de sodio y
luego con etanol al 70%, se introdujo los materiales que se autoclave dentro de la camara
de flujo laminar, se cerré la puerta y se prendio la luz UV para esterilizar el ambiente interno
de la camara y los materiales por 20 minutos. Luego de haber transcurrido ese tiempo se
procedié a introducir el microorganismo cultivado en PDA sélido por 14 dias en cajas Petri.

Se colocé buffer de Cloruro de magnesio (MnClI2) al 0.1M en 8 cajas que contenian
el microorganismo Penicillium Digitatum y con el haz triangular se removié la mayor parte

del microorganismo y se coloc6 todo en un mismo vaso de precipitacion. Luego se midieron
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volumenes de 7.5 ml de la muestra se colocé en todos los matraces que contenian el medio
enriquecido y en los matraces que contenian el agar y el maiz.
Incubacion de los medios de cultivos
Materiales:
Tabla 8

Equipos para la incubacion de los medios de cultivo

Equipos

Agitador orbital

Incubadora

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se elaboraron dos condiciones para las muestras y se dividieron de la siguiente
forma; sin agitacion los matraces 01, 02 y 03 los cuales se incubaron a una temperatura de
28 °C por 14 dios y los de agitacion que eran los matraces 04, 05, y 06 que se colocaron en
un agitador orbital el cual se introdujo en la incubadora y se dejoé incubar a una temperatura
de 28 °C por 14 dias.

Toma de muestras de los medios de cultivos fermentados

Materiales:

Tabla 9

Equipos, insumos, y muestras para la toma de muestras de los medios de cultivos

fermentados.
Equipos Insumos Muestra
Camara de flujo laminar Puntas Medios de fermentacion

Micropipeta de 100 a 1000 ul  Vaso de precipitacion
Lamparas de alcohol
Tubos de ensayo con

rosca
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Equipos Insumos Muestra

Alcohol al 70%

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se desinfect6 la camara de flujo laminar con hipoclorito de sodio al 1% y alcohol al
70%, luego se introdujeron los materiales a usar y se encendi6 la luz UV por 20 minutos
para desinfectarlos. Una vez transcurrido el tiempo se procedi6é a encender las lamparas de
alcohol e introducir los 14 matraces que contenian el medio fermentado y se agarré de cada
uno de ellos 5 ml de muestras con la ayuda de la micropipeta y se coloc6 en los tubos de
ensayo con rosca. Se tomo muestras de los dias 0, 5, 7, 11, y 14.
Determinacion de la biomasa producida

Materiales:
Tabla 10

Equipos y muestras para la determinacion de la biomasa

Equipos Muestra

Centrifuga Medios de fermentacion

Espectrofotometro

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Se centrifugo 10 ml de cada medio de fermentacion por triplicado de los diferentes
dias en los que se tomé las muestras (dia 0, 5, 7, 11 y 14) y se midio la absorbancia
mediante espectrofotometria a 540 nm.

Determinacién de la cuantificacién de proteinas

Se determind la concentracion de proteinas en medios liquidos de los diferentes dias

por el método de Biuret en concentraciones de (1 a 10 mg) utilizando el protocolo

establecido por (Inca Torres, 2019).
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Método de Biuret
Tabla 11

Equipos, insumos, reactivos, y muestras para la cuantificacion de proteinas por el método

de Biuret
Equipos Insumos Reactivos Muestra
Plancha de Agitador Sulfato de cobre (I1) Medios de
agitacion magnético pentahidratado fermentacion
Espectrofotometro  Probeta de 100 Tartrato de sodio y

ml potasio tetrahidratado.
Yoduro de potasio
Hidréxido de sodio
Solucion estandar de
BSA en concentraciones
de 1 mg/mL hasta 10
mg/mL

Agua destilada.

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

En el frasco &mbar de 1000 mL se agregaron 0.75 g de sulfato de cobre (11)
pentahidratado y 100 mL de agua destilada, se introdujo el agitador magnético y en la
plancha de agitacion se agito hasta disolver el compuesto, luego se afiadié 100 mL de agua
destilada y se coloc6 ahi mismo 3 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado de igual
forma se agito hasta disolver el compuesto y obtener una mezcla homogénea. Afiadir 150
mL 10% (p/v) de NaOH y agregar agua destilada hasta llegar a un volumen de 500 ml.
Agregar 1 g de yoduro de potasio para evitar la reduccién del cobre. Cubrir con aluminio el
frasco y conservar en un lugar oscuro y fresco.

La cuantificacion de proteina segun lo establece el método se agrega 0.5 mL de la

muestra en 2.5 mL del reactivo Biuret, se agita mezclando las dos soluciones y se deja
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incubar a temperatura ambiente (25 °C) por 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se
lee la absorbancia a 540 nm. La cuantificacion de proteinas tanto para la curva patrén de
BSA como la medicion de las muestras de los medios de fermentacion se realizé por
triplicado.

La concentracion de proteinas se determina mediante interpolacién sobre una curva
patron realizada con albumina bovina entre un rango de 1 a 10 mg/mL (Figura 1)
Tabla 12

Valores de la curva patrén de calibracion

Tubo Concentracion BSA (mg/mL) Absorbancia 540 nm
0 0 0.0090
1 1 0.0368
2 2 0.0452
3 3 0.0485
4 4 0.0556
5 5 0.0647
6 6 0.0675
7 7 0.0754
8 8 0.0754
9 9 0.0809
10 10 0.0888

Nota. Tabla de elaboracion propia.
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Figura 2

Curva patrén de calibracion de la concentracion de 1 a 10 mg/ml de BSA.
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Nota. Tabla de elaboracion propia.
La concentracion de proteina se calculé mediante la ecuacion de la recta.
y = 0.0067X + 0.0255

Se despejo X y se obtuvo la siguiente formula:

_ Y —0.0255
~0.0067

Donde:

Y = Absorbancia de las muestras.

Se reemplazo los valores de la absorbancia en la formula y se obtuvo el total de
proteinas de cada muestra (mg/ml) la cual se realizé por triplicado.
Determinacion de la actividad Proteolitica

La actividad proteolitica se determiné mediante el método de determinacién de la

actividad proteolitica de (Gomez y otros, 2012)
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Materiales:
Tabla 13

Equipos, insumos, reactivos, y muestras para la determinacién de la actividad proteolitica.

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Plancha de agitacion Agitador magnético  Caseina Medios de
fermentacion
Espectrofotometro Frasco ambar con Fosfato mono-
rosca de 1000 ml potasico (KH2PO4)
Centrifuga. Probeta de 100 ml Fosfato di-sodio
(NaHPO4)

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se preparo la solucién tampén fosfato preparando las siguientes soluciones.

Solucién de fosfato mono-potésico: se pesé 7.56 g KH2PO4 y se diluyo en un litro de
agua destilada.

Solucién de fosfato de di-sodio: se pesé 9.56 g de NaHPO4 y se diluyo en un litro de
agua destilada.
Preparacion del buffer de fosfato 50 mM

Se coloco en un vaso de precipitaciéon 196 ml de la solucion de KH2PO4 y 804 ml de
NaHPO4 obteniendo un volumen de un litro, luego en otro vaso se procede a colocar 900,9
ml de la solucién preparada anteriormente y se afora hasta llegar al litro obteniendo el buffer
de fosfato 50 mM a pH 7.5 luego a este mismo buffer se le afiade 10 g de caseina para
obtener una solucién de caseina al 1% preparada en tampon fosfato de sodio 50 mM/L a pH
7.5.

Para la preparacion de la muestra se coloc6 en 6 tubos de ensayo por triplicado de
cada uno 1.1 ml de solucién de caseina al 1% en tamp6n fosfato de sodio 50 mM/L a pH 7.5
y 0.1 ml de muestra centrifugada de cada uno de los medios de fermentacién (6 muestras).

Se dejo incubar en el bafio maria por 20 minutos a una temperatura de 37°C, una vez
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transcurrido ese tiempo se colocé en los 18 tubos 1.8 ml de &cido tricloroacético (TCL) al
5% y se centrifugo a 3500 rpm por 30 minutos y finalmente se determin6 el DO a 540
nandmetros del sobrenadante.
Purificacion
Filtracion

Materiales:
Tabla 14

Insumos y muestras para el proceso purificaciéon mediante filtracion

Insumos Muestra

Embudo Medios de fermentacion

Papel filtro de celulosa.

Soporte universal

Soporte de embudos

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se armo un soporte universal donde se colocé el soporte para embudos colocando
los mismo dentro, luego se coloco en los embudos el papel filtro de celulosa en forma de
cono y se filtr las diferentes muestras de fermentacién (MEM, MEM + Agar, y MEM + Maiz)

con y sin agitacion.
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Precipitacion y filtracion
Materiales:
Tabla 15

Equipos, insumos y muestras para la purificacion mediante precipitacion y filtracién

Equipos. Insumos Muestra

Centrifuga Tubos de ensayo de Medios de cultivo
plastico fermentado filtrado
Gradilla

Filtro de celulosa
Embudos
Soporte universal

Soporte de embudos

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se colocé en tubos de ensayo los diferentes medios fermentados filtrados y se los
centrifugd a 3500 rpm por 20 minutos y se filtr6 nuevamente con papel filtro de celulosa
separando en recipientes diferentes el sobrenadante del precipitado unificando las muestras
gue se habian realizado por triplicado.

Sulfato de amonio

Materiales
Tabla 16
Equipos, insumos, reactivos, y muestras para la purificacion mediante sulfato de amonio y

precipitaciéon

Equipos. Insumos Reactivos Muestra

Centrifuga Tubos de ensayo Sulfato de amonio Medios de cultivos

de plastico fermentados
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Equipos. Insumos Reactivos Muestra
precipitados y
filtrados.

Gradilla

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se midi6 el volumen final obtenido del sobrenadante y se coloc6 10 g de sulfato de
amonio por cada 100 ml de solucion obtenida, se mesclo bien hasta diluir el sulfato de
amonio y se centrifugo a 3500 rpm por 20 minutos. De igual forma se separo el
sobrenadante del precipitado y se pesé en una balanza analitica el total obtenido de
precipitado.

Cromatografia de capa fina (CCF)

Materiales:

Tabla 17

Equipos, insumos, reactivos, y muestras para cromatografia de capa fina (CCF)

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Placas CCF de silice  Capilares Tolueno Penicilina comercial
Campana de Pipetade 5 ml Acetato de etilo Biofarmaco purificado

absorcion de gases.

Balanza analitica. Pera Acido acético
Vaso de lodo metalico 268nm
precipitaciéon 1L (indicador)
Vidrio reloj Metanol

Espatula

Nota. Tabla de elaboracion propia.
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Protocolo:

Se utilizé un protocolo establecido por (Lozada Tonato, 2018) donde se disolvié 25
mg de la penicilina comercial en 5 ml de metanol. Para la fase mévil se preparé una
solucién con relacion 4:4:2 de tolueno, acetato de etilo y acido acético en un vaso de
precipitacién de 1L donde se mesclo bien los tres compuestos y se tapd con un vidrio reloj
para que no se disiparan los gases fuera de la cAmara de revelacion (vaso de precipitacion).

Se colocé en la placa CCF de silice con un capilares la muestra preparada de
penicilina comercial y separada por mas o menos un centimetro se coloco las soluciones del
biofarmacos del dia 7 y 11 obtenidos de la fermentacion del medio de cultivo minimo
enriquecido del agar y maiz, dejo secar y se llevé a la camara de revelacion la cual contenia
la fase moévil y se dejo correr las muestras durante cierto tiempo hasta el punto que no
mostro movimiento en la placa de CCF y se revelo con vapor o gas de iodo metalico en la
campana de absorcién de gases.

Se midio la distancia recorrida de cada una de las muestras mediante el “calculo del
factor de retencion Rf’

Antibiograma

Materiales:
Tabla 18

Equipos, insumos, reactivos, y muestras para la elaboracion del antibiograma

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Camara de flujp Matraz Erlenmeyer MRS Agar Antibiético obtenido
laminar de 500 ml de la fermentacion
Autoclave Tubos de ensayo Discos de penicilina

comercial
Plancha de agitacion Cajas Petri Hipoclorito de sodio

y calentamiento al 10%
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Equipos Insumos Reactivos Muestra
Micropipeta de 0.1 a Asa triangular Alcohol al 70%
20 ul microbioldgica
Papel filtro
Vidrios reloj

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Para la preparacion del medio se pes6 20.5 g de agar MRS y se los diluyo en 300 mi
de agua destilada que se encontraban medidos en un Matraz Erlenmeyer de 500 ml, el cual
se coloco en una plancha de agitacion y calentamiento a una temperatura de 60 °C por 15
minutos, luego se tap6 el matraz con algodén y se lo introdujo en la autoclave junto con las
cajas Petri envueltas en papel Kraft a utilizar y se autoclavé por 15 minutos a una
temperatura de 121 °C y una presioén de 15 libras.

Se limpio la camara de flujo laminar con hipoclorito de sodio al 10% y luego con
alcohol al 70% vy finalmente se prendio la UV por 15 minutos, descontaminando la cAmara
de flujo laminar para su posterior uso. Luego de haber transcurrido el tiempo se introdujo el
material estéril a la camara y se dispenso 20 ml de agar MRS por caja obteniendo un total
de 15 cajas Petri se dej6 enfriar y se prepard una dilucién seriada a la menos 3 en agua de
peptona de la bacteria lactococcus lactis obtenida del laboratorio de bromatologia de la
ESPE sede Santo domingo. Una vez frio el agar se procedio a colocar 1ml de la dilucion a la
menos 3 de la bacteria en cada caja y finalmente se colocé el disco control de penicilina
comercial en una caja y en las otras cajas se coloc6 2 discos de papel filtros embebidos en
1 ml de la solucion obtenida del medio fermentado del dia 7, otro del dia 11, un disco de la
fermentacién con la solucion madre y un blanco de agua, esto se incubo por 5 dias a una
temperatura de 38 °C para verificar la eficiencia del antibi6tico. Obteniendo un total de 5

muestras por caja y un triplicado de cada una de ellas.
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Microenpsulacién con alginato
Tabla 19

Insumos, reactivos, y muestras para la encapsulacion mediante emulsion ionica

Insumos Reactivos Muestra

Vasos de precipitacion de Alginato al 2% Biofarmaco
250 ml

Vasos de precipitacion de Cloruro de calcio al 10%

600 ml

Micropipeta de 100 — 1000 ul

Puntas

Nota. Tabla de elaboracion propia.

Protocolo:

Se preparo la solucién de cloruro de calcio al 10% colocando 10 g de cloruro de
calcio en 100 ml de agua destilada y se coloc6 2g de alginato en 100 ml de solucién del
biofarmaco obteniendo una solucion al 2%, se agito la solucién hasta que tome una textura
viscosa o gelatinosa y se tomé 1000 ul con de la solucion del biofarmaco con las puntas
cortadas de las puntas de la micropipeta y se colocé en la solucion de cloruro de calcio al

10% formando capsulas del biofarmaco (Pasin y otros, 2012).



Factores y niveles de estudio

Tabla 20
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Disefio experimental

Factores de estudio que acttian en el proceso de obtencién del biofarmaco.

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

Nota. Se especifican los tipos de medio de cultivo, tipo de oxigenacién y los dias de

medicion aplicados en la investigacion.

Tratamientos a comparar

Tabla 21

Tratamientos a analizar en el proceso de obtencion del biofarmaco.

N° Tratamientos Combinacion

1 a0b0c0 MEM + Sin agitacion + 0
2 a0bOcl MEM + Sin agitacion + 5
3 a0b0c2 MEM + Sin agitacion + 7
4 a0b0c3 MEM + Sin agitacion + 11
5 a0b0c4 MEM + Sin agitacion + 14
6 alb1c0 MEM + Con agitacion + 0
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N° Tratamientos Combinacion

7 a0blcl MEM + Con agitaciéon + 5

8 alblc2 MEM + Con agitacion + 7

9 alb1c3 MEM + Con agitacion + 11

10 alblc4 MEM + Con agitacion + 14

11 alb0cO MEM + Agar + Sin agitacion + 0

12 albOcl MEM + Agar + Sin agitacion + 5

13 albOc2 MEM + Agar + Sin agitacion + 7

14 albOc3 MEM + Agar + Sin agitacion + 11
15 albOc4 MEM + Agar + Sin agitacion + 14
16 alblcO MEM + Agar + Con agitacion + 0
17 alblcl MEM + Agar + Con agitacion + 5
18 alblc2 MEM + Agar + Con agitacion + 7
19 alblc3 MEM + Agar + Con agitacion + 11
20 alblc4 MEM + Agar + Con agitaciéon + 14
21 a2b0c0 MEM + Maiz + Sin agitacion + 0

22 a2b0cl MEM + Maiz + Sin agitacion + 5

23 a2b0c2 MEM + Maiz + Sin agitacion + 7

24 a2b0c3 MEM + Maiz + Sin agitacion + 11
25 a2b0c4 MEM + Maiz + Sin agitacién + 14
26 a2bic0 MEM + Maiz + Con agitacién + 0
27 azblicl MEM + Maiz + Con agitacién + 5
28 azblc2 MEM + Maiz + Con agitacion + 7
29 a2blc3 MEM + Maiz + Con agitacion + 11
30 a2blca MEM + Maiz + Con agitacion + 14

Nota. Interacciones formadas en el disefio experimental.
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Tipo de disefo

Se aplico un ANOVA con arreglo factorial AXBXC (3x2x5), donde el factor A
corresponde a los tipos de medio de cultivo, el factor B hace referencia a las condiciones de
fermentacién (con agitacion y sin agitacion), mientras que el factor C son los dias de
medicion, con un total de 30 tratamientos.

El disefio experimental se realizd con 3 repeticiones por tratamiento, dando un total

de 90 unidades experimentales.
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Capitulo IV
Resultados
Obtencion del microorganismo

Figura 3

Desarrollo macroscopico de las colonias del hongo Penicillium

Nota. Etapas del hongo en la fruta y su desarrollo

Tras la investigacion bibliografica se determiné que el género Penicillium crece en
frutas citricas por lo que se elaboré dos condiciones (con aireacion y sin aireacion) en las
cuales se determind que este hongo se desarrolla en condiciones aerébicas y sin lavar mas
rapido en un lapso de 15 dias, aunque su crecimiento comienza a notarse a los 5 dias
formando un moho blanco sobre la fruta (Figura 3 A) y en el transcurso del tiempo entre el
dia 8 hasta el 15 comienza su desarrollo torndndose color verde claro (Figura 3 B), luego
pasa a tener un azul turguesa fuerte y finalmente se torna grisaceo verdoso alcanzando su
etapa maxima de desarrollo (Figura 3 C). Mientras que en las naranjas lavadas o sin
aireacion se demoré en crecer el hongo ya que se comenzé a presentar la presencia de

moho alrededor del dia 20.
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Aislacion y siembra del microorganismo (Penicillium)

Figura 4

Desarrollo de la obtencién de la cepa pura del hongo Penicillium

Nota. Desarrollo morfolégico del microorganismo Penicillium.

Una vez obtenido el microorganismo se aisl6 en la caja Petri, obteniendo al inicio
una caja con diferentes especies de hongos, tras identificar el hongo por su morfologia e
identificar que era el que mas crecia en abundancia (Figura 4 A, B) se aislo obteniendo una
cepa mas pura donde se puede observar detalles de forma macroscopica ya que posee una
superficie blanca y vellosa que con el tiempo solo cubre sus bordes, de igual forma
comienza a crecer con un moho blanco el cual se torné color verde, luego un azul verdoso y
finalmente un gris claro, en la forma se pudo evidenciar unas especies de lineas formando
un tipo de lineas radiales que salen del centro hacia el extremo del hongo (Figura 4 C).
Identificacion del microorganismo

Se identifico la morfologia y estructura a nivel microscépico del microorganismo con

dos diferentes tinciones:
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Tincién de azul de metileno

Figura 5

Identificacién microscépica del hongo Penicillum por azul de metileno

Nota. Estructura microscépica del hongo Penicillium
Tinciéon de azul de lactofenol
Figura 6

Identificacién microscépica del hongo Penicillum por lactofenol

Fialoconidias n

Mediante la tincion de azul de metileno y lactofenol se observé la estructura
microscopica de la colonia del hongo del género Penicillium con un aumento de 40X (Figura
5 A), mientras que con el aumento de 100X (Figura 5 B) se evidencio su estructura mas
detallada observandose un conjunto de hifas que se encuentran alrededor del talo
constituyendo el cuerpo del hongo, ademés de poseer conidoforos hialino localizados en los
extremos de las hifas 0 a su vez se presentan sueltos alrededor; las hifas se presentaron de

forma ramificada y septadas y al final de estas se forman métulas en las cuales se
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presentan entre 4 y 5 fidlidades de las cuales de igual forma nacen cadenas de conidios de
forma redonda denominados fialoconidias.

Al comparar las dos tinciones se observé que la tincion de azul de metileno (Figura 5
A, B) coloreaba mas las estructuras dando un azul intenso, pero opacaba un poco algunas
formas, mientas que el azul de lactofenol (Figura 5 A, B) al tefiir su estructura de un azul
opaco permitia observar de forma mas detallada ya que no se presentaba tinciones fuertes
entre las ramificaciones del Penicillium.
Medios de cultivo (liquido)

Figura7

Identificacién morfolégica del crecimiento del hongo Penicilum en caldo

Capa babosa.

Nota. Crecimiento del hongo en el medio acuoso.

En la Figura 7, se observé que el hongo Penicillum en un medio liquido crea una
especie de capa babosa a la que se adhiere para desarrollarse formando una capa menos
densa que el medio permitiéndole flotar, también se observé que donde inicio su
crecimiento la parte que esta en contacto con el agar se tornd de color amarillo rojizo y una
vez que comienza su crecimiento exponencial crece con coloracion normal formando un
moho blanco a sus alrededores y tomando sus colores como se explicé en la obtencion y

aislacién del microorganismo.
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Figura 8

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

y condiciones

Nota. Crecimiento del hongo 3 tipos de medios con dos condiciones diferentes.

Al comparar los tres tipos de medios en las dos condiciones que se presento se
observo que al dia 5 el hongo Penicillium crecia formando un micelio baboso color blanco
por arriba y por abajo presento un color amarillo rojizo (Figura 7), ademas se desarroll6
mejor en condiciones sin oxigeno (Figura 8 B) ya que habia mayor proporcién de
microorganismo en el medio cubriendo toda la superficie del medio, mientras que en la
condicion con oxigenacion (Figura 8 A) se present6 en pequefias cantidades casi nulas, sin
embargo, con el transcurso de los dias el hongo fue creciendo. Hay que recalcar que en e
medio de cultivo minimo enriquecido no hubo presencia de hongo, esto se debe a que no
posee una fuente de carbohidratos o0 azucares que le permitan su desarrollo como en los

otros dos medios que contenian agar y maiz.
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Medicion de proteinas mediante el método de Biuret

Figura 9

Toma de datos mediante el método de Biuret para proteinas totales

Nota. Cambio de coloracidon mediante la reaccion de Biuret con proteinas.

Mediante el desarrollo del método de Biuret se observé que dependiendo al dia de la
toma de muestra y el medio cultivo (MEM, MEM+AGAR, MEM+ MAIZ) en las diferentes
condiciones (Con oxigenacion y sin oxigenacién) existia cambio de coloracion en ciertas
soluciones tornandose algunas celestes claras (Figura 9 A), otro azul (Figura 9 B) y azul

palido o transparente (Figura 9 C).



Analisis de varianza

Tabla 20

Andlisis de Varianza para Biomasa (Absorbancia)
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FV SM Gl CM Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Medios de cultivo 0,0604481 2 0,030224 62,11 0,0000
B: Tipo de oxigenacion 0,000712167 1 0,000712167 1,46 0,2313
C: Dias de medicion 0,0338324 4 0,0084581 17,38 0,0000
D: Replicas 0,0000518287 2  0,0000259143 0,05 0,9482
INTERACCIONES
AB 0,00174395 2 0,000871977 1,79 0,1757
AC 0,0128636 8 0,00160795 3,30 0,0036
BC 0,0141592 4 0,00353981 7,27 0,0001
ABC 0,0113487 8 0,00141859 2,92 0,0084
RESIDUOS 0,0282234 58  0,000486611
TOTAL (CORREGIDO) 0,163383 89

Nota. Considerar el valor p<0.05.

Mediante la tabla 20 del analisis de varianza de biomasa considerando el valor de P

y la significancia p<0.05, se determiné que el medio de cultivo y los dias de medicion influye

en la determinacion de la cantidad de biomasa obtenida, ya que, se observa diferencia

significativa de los factores en estudio (Factor A y C), mientras que en el tipo de oxigenacion

y las réplicas no existe diferencia significativa ya que existe similitud en la toma de datos de

los factores B y D.

Al tomar en cuenta las interacciones se puede observar que existe diferencia

significativa en la interaccién A*C, B*C y A*B*C, sin embargo, el factor A*B no se observa

diferencia significativa por lo que existe igualdad en sus valores.
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Tabla 21

Analisis de Varianza para Proteinas totales (mg/ml)

FV SM Gl CM Razén-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A: Medios de cultivo 766,63 2 383,315 1886,23 0,0000
B: Tipo de oxigenacion 27,0975 1 27,0975 133,34 0,0000
C: Dias de medicion 119,365 4 29,8414 146,84 0,0000
D: Replicas 0,440523 2 0,220261 1,08 0,3450

INTERACCIONES

AB 22,3031 2 11,1515 54,87 0,0000
AC 306,698 8 38,3372 188,65 0,0000
BC 28,2828 4 7,0707 34,79 0,0000
ABC 56,797 8 7,09962 34,94 0,0000
RESIDUOS 11,7866 58 0,203218
TOTAL (CORREGIDO) 1339,4 89

Nota. Considerar el valor p<0.05.

Mediante la tabla 21 del analisis de varianza de proteinas totales considerando el
valor de P y la significancia p<0.05 se determind que el medio de cultivo (Factor A), el tipo
de oxigenacion (Factor B) y los dias de medicion (Factor C) influye en la determinacién de la
cantidad de proteinas totales obtenidas, ya que, se observo diferencia significativa, mientras
gue en las réplicas (Factor D) no se observé diferencia significativa ya que existe similitud
en la toma de datos.

Al tomar en cuenta las interacciones del andlisis de varianza se puede observé que

existe diferencia significativa en las interacciones A*B, A*C, B*C y A*B*C.



Tabla 22

Andlisis de Varianza para Proteoliticas
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FV SM Gl CM Raz6on-F Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A: Medios de cultivo 0,000492113 2 0,000246056  3719,06 0,0000
B: Tipo de oxigenacion ~ 0,0000129201 1 0,0000129201 195,28  0,0000
C: Dias de medicion 0,00689863 4 0,00172466  26067,61 0,0000
D: Replicas 4,26667E-8 2 2,13333E-8 0,32 0,7257
INTERACCIONES
AB 0,000004034 2 0,00000201744 30,49 0,0000
AC 0,000181192 8 0,000022649 342,33  0,0000
BC 0,0000190004 4 0,00000475011 71,80 0,0000
ABC 0,0000138162 8 0,00000172703 26,10 0,0000
RESIDUOS 0,00000383733 58 6,61609E-8

TOTAL (CORREGIDO)

0,00762559

89

Nota. Considerar el valor p<0.05.

Mediante la tabla 22 del analisis de varianza de actividad enzimatica de la proteasa

(Proteolitica) considerando el valor de P y la significancia p<0.05 se determind que el medio

de cultivo (Factor A), el tipo de oxigenacion (Factor B) y los dias de medicion (Factor C)

influye en la determinacion de la cantidad de la actividad enzimatica de la proteasa

obtenida, ya que, se observé diferencia significativa, mientras que en las réplicas (Factor D)

no se observo diferencia significativa ya que existe similitud en la toma de datos.

Al tomar en cuenta las interacciones del analisis de varianza se observo que existe

diferencia significativa en todas las interacciones (Interacciones: A*B, A*C, B*C y A*B*C).
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Prueba de significacion (Tukey p<0,05), medios de cultivo (Factor A)

Tabla 23

Prueba de significacion (Tukey p<0,05) para Medios de cultivo (Factor A)

Medios de cultivo Biomasa Proteinas totales Proteoliticas
MEM 0,024 4,194 0,034
MEM + Agar 0,058 9,688 0,048
MEM + Maiz 0,08°¢ 10,90°¢ 0,048

Nota. Las letras A-B indican la presencia de grupos homogéneos o independientes

En la Tabla 23 se observa la prueba de Tukey con una significancia p<0.05

analizando las variables estimadas de biomasa, proteinas totales y la actividad enzimatica

de proteasas con el medio de cultivo (Factor A) utilizado.

Figura 10

Efecto de los medios de cultivo sobre las variables
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Actividad enzimatica de proteasas (Ul/ml).
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Nota. Efecto del crecimiento de las diferentes variables en relacién al medio de cultivo.

En la Figura 10 Se determino la diferencia significativa en la biomasa del medio de
cultivo donde se observé mejores resultados en el medio de cultivo minimo enriquecido mas
maiz (MEM + Maiz) con un total de 0.0829 g, mientras que se observé lo opuesto para el
medio de cultivo minimo enriquecido méas agar (MEM + Agar) con un total de 0.0519 g, al
tomar en cuenta el valor del medio de cultivo minimo enriquecido (MEM) cuyo valor es de
0.0194 g se determind que mientras no exista una fuente de carbono no surgird cambio o
variacién alguna en la toma de datos.

Con respecto a la grafica de proteinas totales se observé que de igual forma el
medio de cultivo minimo enriguecido mas maiz (MEM + Maiz) obtuvo resultados favorables
en el desarrollo del experimento con un total de 10,9045 g/ml de proteinas totales, mientras
gue el medio de cultivo minimo enriquecido mas agar (MEM + Agar) obtuvo un valor similar
con un total de 9.6773 g/ml de proteinas totales y al hacer la comparacién con el medio de
cultivo minimo enriquecido (MEM) el cual obtuvo valores desfavorables en desarrollo con un
total de 4.1916 g/ml ya que se usé como control para evaluar el crecimiento de la proteinas

totales en el medio.
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Mediante la gréfica de la actividad enzimatica de proteasas (Proteolitica) se pudo
determinar que no varia mucho entre el MEM + Agar y el MEM + Maiz; ya que el medio de
cultivo minimo enriquecido de maiz obtuvo un total de 0.0394 Ul/ml, mientras que el medio
de cultivo minimo enriquecido de agar tubo un valor de 0.0393 Ul/ml por lo que se dedujo
que la fuente de carbono no influye en el desarrollo de actividad proteolitica y al comparar
estos datos con el medio de cultivo minimo enriquecido el cual obtuvo un valor de 0.0344
Ul/ml lo cual es un dato desfavorable debido a que este medio no tuvo una fuente carbono
gue permita al microorganismo desarrollarse.

Prueba de significacién (Tukey p<0,05), tipo de oxigenacién (Factor B)
Tabla 24

Prueba de significacion (Tukey p<0,05), Tipo de oxigenacion (Factor B)

Tipo de oxigenacion Biomasa Proteinas totales Proteoliticas
Sin agitacion 0,054 7,714 0,044
Con agitacion 0,054 8,818 0,048

Nota. Se observan grupos totalmente diferentes.
En la Tabla 24 se observa la prueba de Tukey con una significancia p<0.05
analizando las variables estimadas de biomasa, proteinas totales y la actividad enzimatica

de proteasas con el tipo de oxigenacion (Factor B) aplicado.
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Figura 11
Efecto del tipo de oxigenacion sobre las variables

Nota.
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Nota. Efecto del crecimiento de las diferentes pruebas con relacién al tipo de oxifenacién.
La figura 11 determina los valores de la prueba de Tukey con una significancia
p<0.05 analizando las variables estimadas de biomasa, proteinas totales y la actividad
enzimatica de proteasas si influye el tipo de oxigenacion en la toma de datos (Factor B)
En el grafico de biomasa se puede determinar que el mejor método establecido en la

toma de datos es la variable sin agitacion ya que obtuvo un valor de 0.0542 g, mientras que
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la variable con agitacion no tuvo valores favorables para el estudio ya que obtuvo un valor
de 0.0486 g, por lo que se determina que el microorganismo se desarrolla mejor en
condiciones anaerdbicas para la produccién de biomasa.

Al tomar en cuenta la gréfica de proteinas totales se puede observar que la variable
gue obtuvo mejores resultados fueron los medios de cultivo con agitacion (condicion
aerdbica) ya que obtuvo un valor de 8.8065 mg/ml, mientras que la condicién sin agitacion
obtuvo valores un poco desfavorables para la obtencién de proteinas totales con un total de
7.7091 mg/ml por lo que se determiné que para la obtencién de proteinas totales la mejor
condicién es con aeracion.

Mediante la figura de la actividad enzimatica de la proteasa se puede determinar que
para este factor no influye mucho el tipo de oxigenacién ya que se obtuvo valores casi
similares ya que con agitacion se obtuvo un valor de 0.0373 Ul/ml, mientras que el método
sin agitacion tuvo un valor un poco mas elevado con un total de 0.0381 Ul/ml.

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

Tabla 25
Dias de medicion Biomasa Proteinas totales Proteoliticas
0 0,03% 8,178 0,038
5 0,058 7,184 0,04°
7 0,04 48 8,56 8 0,05F
11 0,068 10,27°¢ 0,04°¢
14 0,08°¢ 7,114 0,034

Prueba de significacion (Tukey p<0,05), Dias de medicién (Factor C)

Nota. Las letras AB indican la existencia de grupos homdlogos.



Figura 12

Efecto de los dias de medicién sobre las variables
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Nota. Efecto del crecimiento de las diferentes variables en relacién al tiempo.

La figura 12 determina los valores de la prueba de Tukey con una significancia

p<0.05 analizando las variables estimadas de biomasa, proteinas totales y la actividad

enzimatica de proteasas si influye la toma de datos en los diferentes dias (Factor C).

Mediante la grafica de biomasa se observé que existe mayor concentracion de

biomasa en el dia 14 con un total de 0.0839 g/ml, seguido del dia 11 con un total de 0.0578
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g/mly del dia 5 con un total de 0.0496 g/ml, sin embargo, se presentd datos desfavorables
del dia O con un total de 0.0262 g/ml y del dia 7 con un total de 0.0395 g/ml.

Al comparar el grafico de proteinas totales en los diferentes dias se observé que el
dia que obtuvo mayor productividad con valores altos es el dia 11 con un total de 10.2705
mg/ml seguido del dia 7 con un total de 8.5581 mg/ml y finalmente el dia O con un total de
8.1726 mg/ml, sin embargo, hubo dos dias en los cuales se obtuvo valores desfavorables
gue son el dia 5 con un total de 7.1751 mg/ml y el dia 14 con un total de 7.1128 mg/ml lo
gue se debe a que en medio de fermentacion existen picos de proteinas donde en ciertos
dias se potencia su productividad.

La actividad enzimatica de la proteasa mediante su grafico se determiné que el dia
gue obtuvo mejores resultados es el dia 7 con un total de 0.0514 Ul/ml seguido del dia 5
con un total de 0.0429 Ul/ml, sin embargo, hubo dias en los que la actividad enzimatica de
la proteasa era muy baja siendo desfavorable para el ensayo como el dia 11 con un total de
0.0366 Ul/ml seguido del dia 0 con un total de 0.0309 Ul/ml y finalmente el dia 14 con un
total de 0.0267 Ul/ml donde comienza a decrecer obteniendo valores inferiores al dia cero.
Prueba de significacién (Tukey p<0,05), medios de cultivo*tipo de oxigenacién*Dias
de medicion (Factor A*B*C)
Tabla 26
Prueba de significacion (Tukey p<0,05), medios de cultivo*tipo de oxigenacién*Dias de

medicion (Factor A*B*C)

Proteinas
Interacciones Biomasa Actividad Proteolitica
Totales
Mem + Sin agitacion + 0 0,017 4,60" 0,03°¢
Mem + Sin agitacion + 5 0,0248 3,794 0,046
Mem + Sin agitacién + 7 0,0248 4,40 0,05'
Mem + Sin agitacion + 11 0,0348 3,40 0,03F

Mem + Sin agitaciéon + 14 0,0148 4,964 0,024
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Proteinas
Interacciones Biomasa Actividad Proteolitica
Totales

Mem + Con agitacion + 0 0,028 4,814 0,03¢
Mem + Con agitacion + 5 0,014 3,924 0,04¢
Mem + Con agitacion + 7 0,014 3,734 0,05'

Mem + Con agitacion + 11 0,014 3,98% 0,04F¢
Mem + Con agitacion + 14 0,06%8¢ 4,334 0,024
Mem + Agar + Sin agitaciéon + 0 0,03"8 12,355FC 0,03 PE
Mem + Agar + Sin agitacion + 5 0,05%8¢ 8,13B¢P 0,04
Mem + Agar + Sin agitacion + 7 0,05"8¢ 9,02¢P 0,057
Mem + Agar + Sin agitacién + 11 ~ 0,06"5¢ 10,68PFF 0,04°¢
Mem + Agar + Sin agitacién + 14 0,0848¢P 5,69"8 0,03¢
Mem + Agar + Con agitacion + 0 0,03%8 12,80F¢H 0,03F
Mem + Agar + Con agitacion +5  0,05°8¢ 9,47¢P 0,05
Mem + Agar + Con agitacion + 7 0,0548¢ 8,50¢P 0,05 K
Mem + Agar + Con agitacién + 11 0,048¢ 14,78¢H 0,04¢
Mem + Agar + Con agitacion + 14  0,0948¢P 5,36 0,03¢P
Mem + Maiz + Sin agitacion + 0 0,0578¢ 5,92A8 0,03 PE
Mem + Maiz + Sin agitacion + 5 0,097BCD 7,968¢ 0,05'

Mem + Maiz + Sin agitacion + 7 0,0578¢ 10,61PFF 0,05’
Mem + Maiz + Sin agitacion + 11~ 0,108¢P 15,09 0,04F¢
Mem + Maiz + Sin agitacion + 14 0,16° 9,04¢P 0,038
Mem + Maiz + Con agitaciéon + 0 0,0348 8,55¢P 0,03F
Mem + Maiz + Con agitacion + 5 0,0578¢ 9,79CPE 0,05

Mem + Maiz + Con agitacion + 7 0,0578¢ 15,09" 0,06X
Mem + Maiz + Con agitacién + 11 0,12¢P 13,70¢" 0,046
Mem + Maiz + Con agitacién + 14  0,0948¢P 13,29¢H 0,038¢

Nota. Observar los grupos que poseen la misma letra.
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Mediante la tabla 26 se puede observar la diferencia entre los tratamientos que se
evaluaron mediante la interaccion A*B*C evaluando los grupos homologos entre los
mismos. Encontrandose 30 grupos homdlogos para la biomasa, mientras que para
proteinas totales y actividad proteolitica. Pero se obtuvo mejores resultados en la biomasa
en los grupos del MEM + Mais con agitacion del dia 14 y sin agitacion del dia 11, mientras
gue para proteinas totales se obtuvo mejores resultados MEM + Mais con agitacion del dia
07 y sin agitacion del dia 11.

Figura 12

Prueba de significacion de Tukey para Medios de cultivo (Factor A*B*C)

Figura 13

Prueba de significacion (Tukey p<0,05), medios de cultivo*tipo de oxigenacion*Dias de

medicion (Factor A*B*C)
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Proteinas totales

Barras simples Media de Proteinas totales (mgiml) por Medios de cultivo
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Nota. Diagrama de barras de los medios de cultivos.

La figura 13 de la prueba de significancia de Tukey para los medios de cultivo se

observo que en la gréfica de biomasa se obtuvo mejores resultados en el medio de cultivo
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minimo enriquecido del maiz sin agitacion al catorceavo dia con un total de 0.1884 g de
biomasa en el medio, seguido del mismo medio pero con agitacién al onceavo dia con un
valor total de 0.1300 g de biomasa, mientras que el medio de cultivo minimo enriquecido de
agar no obtuvo datos favorables ya que la concentracién de biomasa es baja obteniendo el
mejor resultado en el medio de cultivo minimo enriquecido del agar sin agitacion al
catorceavo dia con un total de 0.1063 g de biomasa seguido del mismo medio con agitaciéon
en el mismo dia con un valor de 0.0675 g de biomasa, por lo que se concluye que para la
obtencién de biomasa a gran escala es el medio minimo enriquecido con maiz al catorceavo
dia, sin embargo al comparar con los valores del medio minimo enriquecido sin fuente de
carbono se deduce que el microorganismo penicilium necesita una fuente de carbono para
poder desarrollarse ya sea en ambientes con o sin aireacién ya que en estos valores no se

noté cambio alguno en el transcurso de los dias.

Mediante la grafica de proteinas totales se determiné que el medio de cultivo minimo
enriquecido del maiz con agitacion posee mejor rendimiento en la obtencién de proteinas en
tres dias siendo el mejor en el dia 7 con un total de 16.091 mg/ml ya que se obtuvo mayor
concentracion de proteina seguido del dia 14 con un total de 13.510 mg/ml y el dia 11 con
un total de 13.273 mg/ml, mientras que en los dias 0 y 5 no se obtuvieron datos favorables
ya que sus valores son bajos, sin embargo no se descartaria ya que poseen niveles
estdndares de proteina, sin embargo al analizar el mismo medio pero sin agitacion se
obtuvo mejor rendimiento de proteinas en el dia 11 con un total de 15.515 mg/ml, mientras
gue los dias 7, 5 y 14 obtuvieron valores casi similares sin mucha diferencia y el dia cero
obtuvo el valor mas bajo en la toma de datos con un total de 6.207 mg/ml de proteinas
totales. Al analizar los valores del medio de cultivo minimo enriquecido del agar con
agitacion se observo que hubo mayor rendimiento en los medios con agitacion ya que
presento valores favorables en el dia 11 con un total de 14.359 mg/ml y en dia 0 con 12.510
mg/ml, sin embargo, se observaron datos desfavorables en el dia 7 con un total 9.500

mg/ml, en el dia 5 con 8.555 mg/mly en el dia 14 con 5.586 mg/ml. Al tomar en cuenta el



83

mismo medio, pero sin agitacion se observé que los dias que tiene mayor rendimiento son
el dia O con un total de 12.636 mg/ml y el dia 11 con 11.101 mg/ml, seguido de los dias 5
con 8.641 mg/mly dia 7 con 8.020 mg/ml cuyos valores son bajos en comparacion a los
primeros datos mencionados, sin embargo, al tomar en cuenta el valor del dia 14 con 5.465
mg/ml se observé que cuyo valor es el mas bajo siendo esté desfavorable para el ensayo.
Al tomar en cuenta los valores de los medios minimos enriquecidos tanto con agitacion y sin
agitacion se observo que posee valores similares de proteinas totales y que su variacion en
el transcurso del tiempo no tiene un gran cambio.

En el grafico de la actividad enzimatica de la proteasa se observé que los tres
medios obtuvieron datos favorables en las dos condiciones con y sin agitacién en diferentes
dias sin embargo, los valores mas altos se evidenciaron en el medio de cultivo minimo
enriquecido del maiz con agitacion con un total de 0.0560 Ul/ml, seguido del medio de
cultivo minimo enriquecido con agitacion con un total de 0.0544 Ul/ml y finalmente el medio
de cultivo minimo enriquecido con agitacion con un total de 0.0474 Ul/ml. Al tomar en
cuenta los medios sin agitacion se observo que valor mas alto fue el medio que contenia
agar con un total de 0.0524 Ul/ml seguido del medio que contenia maiz con un total de
0.0514 Ul/mly finalmente el medio minimo enriquecido con un total de 0.0466 Ul/ml, sin
embargo, al tomar en cuenta el dia 14 de todos los medios y de las dos condiciones se
observd que existian datos desfavorables ya que a partir de ese dia la actividad proteolitica

comienza a decrecer.
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Figura 14

Dendrograma entre las variables

Dendrograma que utiliza un enlace unico
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Nota. Observar las lineas para determinar su relacién, entre mas cercanos mas relacion
poseen y entre mas distante menor es su relacion.

En la figura 14, se detalla un Dendograma de los vecinos mas préximos aplicando
diferentes medios de estudio con variables (biomasa, proteinas totales y actividad
enzimatica de las proteasas), tomando en cuenta el tipo de oxigenacion (con agitacion y sin
agitacion) y los diferentes dias de medicion. Se observo que existe relacién en todos los
medios en los diferentes dias tomando en cuenta que poseen dos condiciones distintas, sin

embargo, se establece que pueden ser vecinos proximos sin importar la condicion, ademas
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también se puede observar tomando en cuenta la distancia de las lineas que algunos
medios no tienen mucha relacién entre los mismos.
Purificacion

Figura 15

Purificacién de la muestra mediante filtracion, centrifugacion y sulfato de amonio

Nota. Purificaciéon de los medios.

Mediante la filtracion se separ6 el sobrenadante del precipitado que se presentaba
en cada medio de cultivo (Figura 15 A), al centrifugar los mismos medios y nhuevamente
filtrarlos se observo que el medio se iba aclarando pasando de un color amarillo (agar) o
café (maiz) a un color pajizo (Figura 15 B) y finalmente al colocarle sulfato de amonio formé
un sobrenadante transparente y un precipitado blanco (Figura 15 C).

Una vez purificado se retir6 el sobrenadante y se pesé el precipitado de los
diferentes medios en el cual se obtuvo un total de 4.58 g en 250 ml de biofarmaco del maiz
sin agitacion y con agitacién se obtuvo 3.9 g en 250 ml; mientras que el medio del agar con

agitacion se obtuvo un total 4.10 g en 250 ml y sin agitacion 3.2 g en 250 ml.
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Cromatografia de capafina
Figura 16
Cromatografia de capa fina de la penicilina comercial y del biofarmaco obtenido mediante

fermentacién del hongo Penicillium

Nota. Los puntos indican el recorrido del farmaco comercial y del biofarmaco.

Mediante la cromatografia de capa fina se observé que tanto como la penicilina
comercial como el biofarmaco obtenido recorrieron la misma distancia en la lamina de silice
por lo que se plantea que puede ser penicilina.

Se caculo el factor de retencion Rf mediante la formula planteada por (Sandoval

Perez & Chavez Vasquez, 2015)

Distancia recorrida por el compuesto

R =
I~ Distancia recorrida por el disolvente
Obteniendo un valor de Rf de 0.83 total de la penicilina comercial y del biofarmaco
obtenido de la fermentacion del agar y maiz por lo que se deduce que el biofarmaco

obtenido es penicilina.
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Antibiograma
Figura 17

Antibiograma del disco de penicilina comercial y biofarmaco obtenido mediante

fermentacion del Penicillium

Nota. Halos de inhibicion producidos por el disco que contienen biofarmaco del dia 7 y 11, al
dia 8 de la siembra.

Mediante el antibiograma se observé que el biofarmaco obtenido es un antibiético ya
gue presento un halo inhibicién bacteriana en la siembra que se realizé de acuerdo a los
dias que presentaban mayor concentracion de proteina (dia 7 y 11). Al comparar con el
control el cual era un disco de penicilina (Figura 17 A) se observé que tanto en el
biofarmaco obtenido del maiz (Figura 17 B) y agar (Figura 17 C) del dia 11 tenian mejores
resultados ya que el halo de inhibicién era de mayor tamafio, mientras que en el biofarmaco
del maiz (Figura 17 D) y agar (Figura 17 E) del dia 7 presentaron un halo de inhibicién no
tan pronunciado. Esto se debe a que al ser un antibibtico es capaz de atacar bacterias gram

positivas o gram negativas impidiendo su desarrollo.
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Figura 18

Antibiograma al tercer dia de los dias 5 y 14 del biofa producido por el agar y maiz.

Nota. Antibiograma del dia 5y 14 al tercer dia del medio con biofarmaco agar (A) y maiz
(B).

Al inicio se desarroll6 antibiogramas del dia 5 y del 14, sin embargo, no se observo
halo de inhibicion ya que la bacteria se propagaba por toda la caja y encima de los discos
(figura 18 A, B) del antibiograma debido a que la concentracién del antibiético en esos dias
era muy baja, de igual forma la concentracion con la que se cargaba el disco del
antibiograma ya que solo se usé 20 ul de las soluciones obtenidas de los medios de cultivos
fermentados.

Cabe recalcar que la concentracién del antibidtico también influye en la inhibicién del
desarrollo del microorganismos ya que a concentraciones muy bajas puede funcionar el
antibiotico destruyendo las células bacterianas mediante sus grupos betalactamicos, sin
embargo las bacterias son organismos capaces de replicarse poco tiempo lo que les
permitiria generar resistencia bacteriana a concentraciones bajas generando contaminacion
dentro de toda la placa y de los discos, por eso hay que tener en cuenta las
concentraciones mas altas del medio y del dia para obtener datos favorables en la

investigacion.
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Microencapsulacion con alginato.
Figura 19

Biofarmaco encapsulado microencapsulaciéon con alginato

Nota. Capsulas del biofarmaco.

Mediante la solucién de cloruro de calcio y el alginato se puede realizar una
gelificacion del biofarmaco adoptando una forma circular en forma de capsula donde su
estructura externa es blanda, y de color blanquecino e internamente es liquida, capaz de
romperse al ejercer una presion minima.

Segun se observé el alginato al combinarse con una solucién, actia como un
gelificante, en este caso se mesclo con la solucién obtenida del biofarmaco purificado del
agar y maiz y se observo que tomo una textura viscosa, mientras que para formar la
esterificacion directa de la solucion del alginato se utiliza un bafio de cloruro de calcio que
va a actiia como gelificador ya que al combinar las dos soluciones se obtenia capsulas del

biofarmaco como se muestra en la figura 19.
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Capitulo V
Discusion

En base a los resultados se determind que el hongo del género Penicillium ataca a
citricos y es considerado como la podredumbre verde o azul afectando principalmente a
agricultores en la produccion y calidad de frutos citricos, aparte son considerados nocivos
para el medio ambiente y el ser humano generando contaminacion por sus esporas (Soliz
Santander et al., 2020). Lo cual es corroborado por (Fernandez-Andrade et al., 2019) los
cuales establecieron que el género Penicillium es un hongo filamentoso capaz de
desarrollarse en diferentes ambientes de la naturaleza siendo estos utilizados en la industria
farmacéutica y en la industria alimentaria, sin embargo, dependiendo su especie se las
puede considerar patdgenas o toxicas para el ser humano ocasionando neumonitis por
hipersensibilidad, siendo esta una enfermedad inflamatoria de los pulmones causada por la
inhalacion de las esporas del hongo. Por otra parte, (Robledo Buritica y otros, 2019)
menciona que este género crece en condiciones ambientales atacando principalmente a la
superficie de la cascara de la haranja debido al crecimiento de sus micotoxinas y mas
cuando poseen condiciones ambientales favorables como temperatura, humedad y la
composicion quimica de los frutos como nutrientes, a su vez (Robledo Buritica y otros,
2019) acota que este hongo descompone la fruta en par de dias pudriéndola, aparecen en
heridas o aberturas de la fruta aduriéndose al tejido, ademas también ataca a verduras y
frutas como manzanas, cebollas, brevas, etc., y (Velasquez y otros, 2014) establece que las
heridas generan aceite que benefician el crecimiento del hongo del género Penicillium.

Segun (Hernandez y otros, 2016) establece que los citricos poseen un alto contenido
de carbohidratos y pH bajos lo que los hace ideales para el crecimiento de hongos y
levaduras, mientras que (Rodriguez Castillejos, 2018) detalla que los citricos poseen una
gran variedad de compuestos que favorecen al crecimiento del hongo Penicillium ya que el
endocarpio del fruto contiene protopectina, pectina, azucares, minerales, flavonoides,
aminodcidos, vitaminas, etc., mientras que el mesocarpio contiene carotenoides, vitaminas,

celulosas, carbohidratos solubles, protopectina, pectina, flavonoides y aminoacidos.
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Ademas, el mismo autor menciona que el extracto del fruto contiene azucares como
glucosa, fructosa, sacarosa, y 4cidos citricos.
Respecto a la aislacion e identificacién del hongo Penicillium

Este microorganismo mediante el ensayo se desarroll6 al quinceavo dia en la fruta
mostrando indicios de crecimiento al quinto dia lo cual es corroborado por (Parra y otros,
2018) ya que en su investigacion establece que el hongo se desarrolla en la fruta al
quinceavo dia y en el medio de cultivo el género P. Digitatum crecia completamente al
noveno dia lo cual no concuerda ya que mediante el desarrollo se observé que el hongo se
demoraba catorce dias en crecer completamente en la caja Petri, sin embargo se podria
decir que en este caso influye la temperatura ya que se incubo a 28 °C y las condiciones
ambientales ya que en su metodologia utilizan una temperatura de 25 °C y humedad
relativa del 90 a 95% y tomando en cuenta la humedad relativa de Luz de América segun lo
establece (BG Consultores Asociados, 2015) varia entre el 70 al 90% dependiendo la época
y la vegetacion.

Los hongos pertenecientes al género Penicillium tienen la capacidad de crecer
bastante rapido en comparacion con otros hongos, para lo cual, parten de la formacion de
colonias blancas con una superficie semejante al terciopelo, que con el pasar del tiempo y
dependiendo de la especie, podran generar distintos colores y en los ultimos dias de
crecimiento se forma una capa de esporas que estan recubriendo y poseen un aspecto
polvoriento. Cada colonia esta conformada por el micelio de hifas delgadas septadas
(Astorga, Zuhiga y Rivera, 2014) lo cual concuerda con los resultados obtenidos.

Llevar a cabo una tincién es uno de los pasos iniciales que se realiza en el
laboratorio para poder realizar la identificacién de un microorganismo patégeno, en donde,
el microscopio es la principal herramienta. El azul de lactofenol, es un colorante ideal para
conservar y realizar tinciones simples de hongos, el cual torna todas las estructuras de la
muestra de un mismo tono y esto se debe a que las estructuras de los hongos tienen una
composicién quimica distinta a la del resto del &rea en la cual se encuentra la muestra

(Corrales Ramirez & Caycedo Lozano, 2020). De igual manera, el azul de metileno es un
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colorante que permite realizar una tincion simple en la cual facilita la observacion de
esporas e hifas de los hongos (Murillo, Mejia, Gaitan y Lépez, 2022). Astorga, Zufiiga 'y
Rivera (2014), mencionan que también emplearon la técnica de la cinta pegante con azul de
lactofenol para poder observar Penicillium al microscopio.

Respecto al medio de cultivo

La produccion de penicilina se puede obtener por diferentes medios de fermentacién
la cual se puede encontrar en diferentes estados como: solido, semiliquido y liquido donde
se puede desarrollar el microorganismo siempre y cuando el medi6é contenga compuestos
inorganicos, organicos o sales que fortifiquen su desarrollo. Segun (Leén Ledn, 2008) un
medio de cultivo enriquecido debe contener fuentes de compuestos inorganicos como:
hidrogeno, oxigeno, fosforo, potasio, azufre, magnesio, nitrégeno y pequefias cantidades de
hierro, cobre y zinc, establece que el pH es una variable que favorece el crecimiento por lo
tanto sugiere que el medio de cultivo debe encontrarse en un intervalo de pH entre 4.5 a
5.0., otro factor que influye en el desarrollo del Penicillium es la oxigenacion ya que este se
desarrolla mejor en condiciones aerdbicas.

El uso del maiz como fuente de carbohidrato por su alto contenido de carbohidratos,
de los cuales, aproximadamente el 2% del peso en seco lo conforman los azUcares del
grano, en donde el 65% se encuentra principalmente en el germen. Estos azlcares estan
conformados principalmente por glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, rafinosa, y
oligosacéridos. Estos granos contienen almidén como energia de reserva en forma de
amilosa la cual constituye un 25 a 30% del almidén y amilopectina, la cual conforma un 70 a
75% del almiddn. El segundo componente mas abundante en los granos de maiz son las
proteinas, conformando entre 6 a 12% del peso en seco, de los cuales, el 35% se encuentra
en el germen. Los principales tipos de proteinas en el grano maiz son prolaminas,
albuminas, globulinas y glutelinas. Los granos de maiz también contienen aminoacidos y
lipidos, de los cuales, cerca del 39 a 47% de los lipidos se encuentran dentro del germen.
Los minerales conforman el 1 a 1,3% del grano de maiz (Vasquez Mufoz & Vega Chicoma,

2019).
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Respecto a las variables evaluadas

Al comparar los resultados obtenidos de la biomasa medida en transcurso del dia
cero al dia catorce se observo que los valores obtenidos son bajos ya que en la
investigacion de (Leon Leon, 2008) obtuvo valores altos en el cuarto dia con un total de
biomasa de 0.56 g y 0.35 g al quinto dia mediante la fermentacién del Penicillium
chrysogenum y expansum determinando que cada especie produce diferentes
concentraciones de biomasa en diferentes periodos, mientras que la investigacion de
(Duque Vidal & Gutiérrez Beltran, 2011) obtiene un valor de 0.059 g estableciendo que la
produccion de biomasa es favorable cuando el hongo Penicillium S.P posee fuentes de
nitrégeno organicas interactuando con los aminoécidos esenciales de las levaduras como
cofactores de crecimiento aumentando el rendimiento de la biomasa, lo cual se relaciona
con los resultado obtenido en la investigacion de 0.08 g.

Se determind que la especie influye en el desarrollo de la obtencion de la biomasa
de la penicilina ya que en los resultados obtenidos de (Ledn Ledn, 2008) y (Parra y otros,
2018) demostrando que la biomasa puede variar segun las especies de Penicillium.
Ademads, la produccion de Penicilina en algunas especies esta severamente regulada por la
fuente de carbono que se utilice, es asi que, la glucosa y sacarosa afectan en mayor
medida y en menor medida por maltosa, fructosa y galactosa, sin embargo, la lactosa no
muestra este efecto regulador. Por ello, se utiliza lactosa como fuente de carbono, para de
alguna manera, contrarrestar los efectos negativos de la glucosa y demas azlcares en la
produccion de Penicilina. Este efecto negativo también se puede reducir ligeramente
utilizando estos azlcares en concentraciones no represoras (Rebeca, 2015).

Segun (Rebeca, 2015), se ha demostrado que cuando las condiciones de
crecimiento del hongo son muy favorables, la produccién de penicilina no es muy 6ptima, no
obstante, cuando las condiciones de crecimiento estan ligeramente por debajo de lo normal,
la produccion de penicilina aumenta y esto se debe a que en los hongos crecen mejor
utilizando glucosa que cuando se utiliza lactosa, ya que esta azucar se hidroliza de manera

mas lenta debido a una baja actividad de la B-galactosidasa de Penicillium.
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Se obtuvo una menor concentracion de biomasa y proteinas en las fermentaciones
con agitacion en comparacion a la fermentaciones sin agitacion y esto puede deber a que,
segun (Meyer y otros, 2021), mientras mas alta sea la agitacion del medio y por ende, la
frecuencia de circulacion micelio en el mismo, mas alto sera el dafio causado y por ende, la
sintesis de penicilina por parte del cultivo sera mucho menor.

El crecimiento de los hongos del género Penicillium al igual que la mayoria de los
hongos filamentosos es afectada por varios factores fisicos como el pH, temperatura,
aireacion y agitacion, no obstante, también se debe considerar otros factores como la
geometria del fermentador y los sistemas de agitacion (Canteri & Ghoul, 2015). Los hongos
heterétrofos como los del género Penicillium producen méas biomasa si se utilizan fuentes de
nitrégeno organicas en comparacion con fuentes inorganicas como en el caso del sulfato de
amonio y esto se debe a que en las fuentes organicas pueden contener algunos
aminoacidos esenciales, los cuales benefician el crecimiento del hongo, aumentando asi la
produccion de biomasa, ademas, debido a su compleja estructura son degradados
lentamente, favoreciendo la oxidacion del amonio puesto que no se presenta la
aglomeracion de intermediarios al producir nitratos que seran asimilados por Penicillium
(Duque Vidal & Gutiérrez Beltran, 2011).

Mediante el andlisis de proteina totales por el método de Biuret se obtuvo resultados
favorables ya que el sulfato cuprico CuSO,permite medir por espectrofotometria la
concentracion de proteinas en una longitud de 540 nm al observar la figura 9 se pudo ver un
liguero cambio de color, seguin (Alvarez Poblete y otros, 2018) el cambio de color determina
gue existe mayor concentracioén de proteina pasando de celeste a un violeta intenso ya que
el activo determina proteinas o péptidos de cadena larga o corta mediante estas
coloraciones ya que reacciona con el Cu?*. Este método se utiliza mediante una curva
estandar de BSL permitiendo determinar la concentracion de proteinas en una muestra
bioldgica (Fernandez Reyes & Aurora Galvan, 2006). No se han registrado estudios de la
cuantificacién de proteina mediante este método del reactivo de Biuret por

espectrofotometria para el hongo Penicillium, sin embargo, se comparo con un estudio
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realizado por (Acosta Guerrero, 2006) en el que utiliza como método la evaluacion de
proteina mediante electroforesis capilar de isoelectroenfoque donde determina que la
concentracion de proteina con mejor resultado del hongo P.olsonii es de 22.91 mUA 'y
mediante la comparacion de los resultados que se obtuvo en el desarrollo de la practica por
el método de Biuret con un total de 16.091 mg/ml lo cual coincidiria entre los rangos de
obtencion de proteinas, considerando también que la especie es distinta a la nuestra.

La penicilina es considerada un antibiotico beta-lactamico que se utiliza para tratar
infeccones bacterianas. La cromatografia de capa fina (TLC) se ha utilizado para determinar
la puresa y cantidad de penicilina en diferentes muestras .

Los hongos poseen y tienen la capacidad de secretar proteasas, de las cuales,
muchas se han caracterizado debido a su significancia biol6gica y a su valor econémico
(Barengo y otros, 2020). Las proteasas son enzimas muy valiosas para distintas areas y
enfoques de la biotecnologia, ya que tienen la capacidad de funcionar como catalizadores
biolégicos muy especificos, no obstante, en muchos casos su utilizacion en las industrias se
ve obstaculizada por sus elevados precios e inestabilidad, por lo cual es importante
continuar en la bausqueda de proteasas que sean muy estables, econdémicas y que se
puedan producir en grandes cantidades (Huaihua Puma, 2019).

La importancia de las proteasas se debe a que estan juegan papeles
extremadamente importantes para que transcurra la vida de todas las proteinas, y por ende,
la vida en general puesto que las proteasas se encargan de asegurar el transporte como la
activacion de las proteinas a las que se les ha designado su funcién mientras se encargan
de reciclar las proteinas que han cumplido su funcién o que han sufrido desgaste
(Verhamme vy otros, 2018)

En el cuerpo humano existen proteasas que cumplen con papeles importantes, sin
embargo, existen patdbgenos que logran manipular ciertas proteasas importantes y logran
provocar graves enfermedades. El funcionamiento de las proteasas requiere de un estricto
control y en caso de que se produzca una interrupcién en la actividad entre proteasa,

sustrato e inhibidor, se pueden presentar problemas con patégenos que pueden terminar en
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enfermedades infecciosas (Anes y otros, 2021). Las proteasas son esenciales en
mecanismos reguladores de salud y enfermedad, es por ello que en un cuerpo sano, estas
se mantienen severamente controladas y son las encargadas de mantener la homeostasis y
permitir procesos de reparacion y regeneracion, no obstante, cuando no se encuentran
reguladas pueden desencadenar enfermedades crénicas (Carroll y otros, 2021).

Respecto a la cromatografia en capa fina.

Se realizaron procesos de fermentacion con un hongo del género Penicillium para
obtener un bioproducto con posibles aplicaciones farmacolégicas, por lo cual, para poder
determinar el bioproducto obtenido se realiz6 una cromatografia de capa fina ya que segun
(Castillo y otros, 2007), existen varias técnicas de cromatografia, sin embargo, la
cromatografia de capa fina es una opcion sencilla y econdémica, eficiente para realizar el
seguimiento al proceso de fermentacion.

Respecto al antibiograma

El antibiograma es un protocolo que se utiliza a menudo en los laboratorios de
microbiologia y brinda mucha informacién, permitiendo asi, realizar estrategias para una
utilizacion optima de los antibiéticos (Alds & Rodriguez-Barfio, 2010). El bioproducto
obtenido se puso a prueba utilizando un antibiograma debido a que segun (Truong y otros,
2021), los antibiogramas nos brindis medidas binarias de susceptibilidad, es decir, nos
permite conocer si un microorganismo es susceptible o no.

Uno de los objetivos del antibiograma es poder determinar la sensibilidad de un
determinado microorganismo a algun antibiético (Martinez y otros, 2009). Ademas de
obtener datos cualitativos que nos indican si la bateria es resistente 0 no a determinado
antibiotico, también se puede usar para obtener datos cuantitativos que permiten conocer la
concentracién minima del bioproducto para inhibir el desarrollo de microorganismos
(Cercenado & Saavedra-Lozano, 2009)

Las penicilinas son un grupo de antibioticos que poseen un anillo betalactamico y un
anillo de tiazolidina y tienen la capacidad de inhibir las paredes celulares bacterianas, lo que

provoca la muerte de las bacterias (Marin & Gudiol, 2002). Segun (Castillo M. , 1980) la
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penicilina tiene la capacidad no solo de detener la proliferacion de bacterias, sino también,
la capacidad de destruirlas ya ataca la pared celular, obstaculizando la actividad enzimatica
de las bacterias, transformando los glucopéptidos en monémeros mas estables en las

bacterias gram positivas y lipopolisacaridos de las bacterias gram negativas de tu enlace.
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Capitulo VI
Conclusiones

En esta investigacion fue posible obtener el biofarmaco utilizando un
microorganismo patogeno aislado, mediante un proceso de fermentacién en un medio de
cultivo que contenia carbohidratos, ya que se pudo evidenciar que en los dos medios
restantes el microorganismo no generé el bioproducto.

Se logro aislar y purificar con éxito una cepa de hongo del género Penicillium a partir
de un fruto citrico. El género al cual pertenece el hongo aislado fue identificado mediante el
andlisis de la morfologia del hongo, utilizando técnicas de microscopia. Esta cepa mostré en
su crecimiento un micelio algodonoso inicialmente de color blanco, el cual, con el pasar de
los dias se torn6 verde y finalmente azul turquesa.

La produccion del biofarmaco se determind mediante la medicion de parametros
como la biomasa producida, las proteinas totales y la actividad enzimatica ya que estos
compuestos producidos son caracteristicos de un biofarmaco. Por ello, se realizé también
un antibiograma, con el cual se evidencio la actividad antibacteriana del bioproducto
obtenido.

Factores como el PH, temperatura, agitacién y fuentes de carbono pueden influir en
la cantidad de metabolitos secundarios generada por los hongos del género Penicillium. Se
pudo evidenciar que los mejores resultados para la cepa aislada en el presente estudio se
dieron el tratamiento del medio con maiz sin agitacién al onceavo dia.

Los compuestos generados en la fermentacién por la cepa del hongo en el medio
gue contenia carbohidratos son caracteristicos de un biofarmaco, por lo cual, como
siguiente paso se realiz6 una cromatografia de capa fina comparando el bioproducto con el
farmaco de referencia comercial, con lo cual se pudo determinar que la muestra comercial
como el bioproducto obtenido mostraron resultados muy parecidos, con lo cual se considera
gue el bioproducto obtenido podria ser penicilina.

También fue posible purificar el biofarmaco mediante procesos de precipitacion y

filtracion y encapsular a este mediante emulsion ionica, permitiendo asi, protegerlo de la



degradacién 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 patdgeno.
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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, ya que segun la bibliografia variando el medio y la especie de microorganismo se
puede obtener resultados favorables para biomasa, proteinas totales y la actividad
proteolitica.

Para la obtencion del biofarmaco mediante esté estudio es recomendable utilizar el
medio de cultivo enriquecido con fuentes de compuestos organicos e inorganicos.

Se recomienda utilizar lactosa en el medio enriquecido ya que esta permite mejorar
la produccion de penicilina para contrarrestar los efectos negativos de la glucosa.

Se recomienda que en este tipo de ensayos con hongos del género Penicillium se
utilicen fuentes de nitrégenos organicos ya que estas pueden aportar aminoacidos y evitan

gue ocurra una oxidacion del amoniaco.
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