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RESUMEN

El cambio climatico, la aparicion de diferentesopagias, la propagacion de enfermedades
conocidas a distintas zonas geogréficas, los nusMoscimientos sobre la convergencia de
la salud publica y la sanidad animal, son soloraguwle los problemas que debe enfrentar
el mundo actual, con el empleo de farmacos segefioaces, de gran calidad que tiendan a
controlar y prevenir enfermedades, ademas de geaamed bienestar de los animales. Con
esta motivacion, a través de la presente investigae pretendié explorar las condiciones
para la produccion de un antibiético de uso vetei® empleado hipercubo latinBara
ello se seleccion6 y acondiciond el sustrato (ldahde maiz) empleado en el proceso de
produccién delPenicillium chrysogenuyrse disefié el arreglo de tratamientos optimales
hipercubo latino escalables para el proceso pradiucdel antibiético tipo unglento
Asimismo, seestudié via simulacion las condiciones operativasapsu proceso de
produccién, resultando que la union de 6,77 dPdricillium chrysogenuny 2,30 g de
etilenglicol permiten obtener un antibiético de wsberinario con un POR de 52,78 mV,
densidad de 0,79 g/ml y un pH alrededor de 6,57.ldanterior se desprende que
heterogeneidad de la formulacién, la densidad deewala consistencia semisoélida es la
propia de los ungientos y garantiza tanto las pdaules hidratantes, oclusivas y
congestivas, como la capacidad de ejercer unaratmidl y formar una capa impermeable
sobre la piel del animal que dificulta la evapobacdel agua, permitiendo asi que su
concentracion sea mas alta en la superficie.

Palabras clavePenicillium chrysogenunungiento, hipercubo latino.
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SUMMARY

Climate change, the appearance of different pagfedo the spread of known diseases to
different geographical areas, new knowledge ablo@tconvergence of public health and
animal health, are just some of the problems thattorld must face today, with the use of
safe, effective, high quality drugs that tend tatool and prevent diseases, in addition to
ensuring the welfare of animals. With this motieati through the present investigation it
was tried to explore the conditions for the prothrcof an antibiotic of veterinary use used
hipercubo latino. For this purpose, the substratan( slurry) used in théenicillium
chrysogenumproduction process was selected and conditioned, the arrangement of
scalable hypercube optima treatments for the ptamlugrocess of the ointment-type
antibiotic was designed. Likewise, the operatingditbons for its production process were
studied via simulation, resulting in the union of g ofPenicillium chrysogenurand 2.30

g of ethylene glycol to obtain an antibiotic forteenary use with a POR of 52.78 mV,
density of 0.79 g / ml and a pH around 6.57. Frbenabove it follows that heterogeneity of
the formulation, high density and semisolid comsisy is that of ointments and guarantees
both moisturizing, occlusive and congestive prapsytas well as the ability to exert a local
action and form an impermeable layer on the skithefanimal that hinders the evaporation
of water, thus allowing its concentration to beh@gon the surface.

Keywords Penicillium chrysogenupointment, latin hypercube.

INTRODUCCION

En la actualidad la industria farmaceéutica en Vaekz se encuentra pasando por una
grave crisis, debido en gran medida a la carendeasnsumos para lograr producir
medicamentos tan esenciales como los antibiétiogscuales son compuestos quimicos
producidos por microorganismos y que tienen la ddpd de inhibir el crecimiento de
microorganismos no benéficos (Andon, 2010), en peedabras su funcién se basa en el
control y erradicacion de microorganismos patogeseosibles. Este uso terapéutico de los
antibioticos presenta una toxicidad selectiva, @sglio que resulta dafiino para el agente
patébgeno y no afectan o son relativamente inocua® pos huéspedes infectados
(Fernandez, 2014), asimismo deben seleccionarseli@stiose las diferencia entre la
bioguimica del agente infectivo y la del hospedagor ejemplo la penicilina inhibe la

sintesis de la pared celular (Gaitan y Espinal92@80mijoset al., 2017).
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En este propdsito los medicamentos de uso veterimer especial los antibioticos
existen desde tiempos inmemoriales, pero nuncas drdbian sido tan necesarios para
controlar enfermedades infecciosas y protegeresldstar de los animales (OIE, 2015).

En relacion con este Ultimo, antibidticos como daipilina proveniente de cepas de
Penicillium chrysogenunihan constituido la medida terapéutica de mayoroégit la
disminucion de los porcentajes de mortalidad eaesseumanos y animales (Nufez, 2016).

Sobre la base de las consideraciones anterioraséstde la presente investigacion se
pretende explorar las condiciones para la prodancd&un antibiético tipo ungliento de uso
veterinario, como una alternativa util frente ardge sintéticos en infecciones cutaneas,

empleando para ello un disefio de experimentosduperlatino.
MATERIALES Y METODOS

Esta investigacibn se encuentra enmarcada segUtadduf2012), dentro del tipo
exploratoria, debido a que el propdsito de la mismaexplorar, sondear y descubrir
posibilidades para la produccion de un antibiétieouso veterinario, tipo ungiiento que
permita tratar efectivamente las enfermedades didfeasque pueden sufrir las diversas
especies veterinarias incluidas perros, gatos,jasnerizos aves, entre otros. Hecha la
observacion anterior la poblacion estuvo compupsta400 g Penicilina tipo G glicol,
azufre y petrolato) representativos de los 10 rimggatos realizados, asimismo la muestra
consto de 40 g. En ese mismo sentido la investigas® desarrollo mediante las siguientes

fases:

Fase |: Obtencion del microorganismoPenicillium chrysogenum.Esta fase de la

investigacion se inicié con el proceso de repromfucdel microorganismo, para ello se
ubicé el tipo de sustrato mas apropiado, dando cmrsoltado que la lechada de maiz
posee los nutrientes necesarios para el desadal®enicillium chrysogenunpor ser rico

en vitaminas y minerales. En ese mismo sentidorgee@diéo al acondicionamiento del
sustrato, para ello se separaron los granos de yredzprocedid a la molienda. Una vez
obtenida la masa, con ayuda de un liencillo seiex@rhasta alcanzar una solucion

clarificada, posteriormente se le realizaron argatisiimicos y microbiolégicos como pH,
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solidos totales (°Brix) y coliformes totales y fexss empleando lo establecido en las
normas venezolanas COVENIN. Luego se lleva al elaiee para la esterilizacion a 121°C
por 15 min a 15 Ibf/pufy Seguidamente se procedi6 al acondicionamiento del
microorganismo en el biorreactor con la adicioncdenplejo vitaminico, lactosa 2-3%
compuesto inorganico, se empleé como precursoreben@ml de fenol, 2ml de &cido
acético a fin de garantizar la reproduccién delrotiganismo como se muestra en la
figura 1. En este propdsito, se procedio a la tdmks muestras, las cuales se realizaron en
intervalos de tiempo de 1 hora, desde la hora @eifh,) hasta la hora final gh), con
diluciones por triplicado y siembra en placas pararificar la presencia del

microorganismo.

I Obtencion del antibiético I

Se toma la esporaconel ‘I

agar inclinado, luego pasa al cultivo vegetativo.

l

Se toma la espora con el agar inclinado, luego pasa al

I Secado I

—

R . I Se paricic’m de cristal de lavado I
cultivo vegetativo.

l

Pasar el cultivo vegetativo a un birreactor de producciéon

=

| Filtracion y cristalizacion |

—

(alimentacion: acido, bases nutrientes, precursor)

l I Tratamiento con carbén I

Filirado (donde se obtiene el caldo) |

—

l | Extraccion consolvente |

Enfriamiento y almacenaje I

\ 4

Figura 1. Proceso de reproducciéon del microorganigfeaicillium chrysogenum (H)

Purificacién y filtracién |

Fase II: Disefio del arreglo de tratamientos optimales hipdyo latino escalables para el
proceso produccion del antibiético tipo unglenten esta etapa de la investigacion se
empled el disefio método hipercubo latino (Latin idghcube) debido a que maximiza la

distancia minima entre los puntos del disefio (igspaciamiento de los niveles de cada
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factor). Hecha la observacion anterior se procediéalizar las pruebas preliminares a fin
de obtener los minimos y maximos de los factorgemxentales X cantidadPenicilina
tipo G con un rango de 5g a 10 g y:Xantidad de glicol con un nivel de 1g a 3 gnade

medir como respuestas.YH, Y2 Potencial oxido reduccion ysYDensidad.

Fase Ill: Estudio via simulaciéon de las condiciones operatvaara el proceso de
produccién del antibiético.En esta etapa de la investigacion se establecidoglelo
ajustado al proceso experimental (meta modelo)teesio multiples MLCl1erO+ltrip; los
cuales requieren hacerle mantenimiento en el tiep@@ ajustar con variancias y ruidos
nuevos, a fin de modificar los modelos ajustadogbtener el modelo simplificado o
también llamado sustituto. Para ello, se empledocodenica la simulacion con redes
neuronales, herramientas que presentan gran cagdgmiedictiva atreves del software SAS
JMP 8 (2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1, se observa que la lechada obtesidmmpletamente aséptica, o que
garantiza que el sustrato se encuentra en forma pusimismo la cantidad de azucares
disueltos pueden ser considerada buena, lo quetpeatar inicio al complejo proceso de
nutricion delPenicillium chrysogenuny favorecer su crecimiento microbiano, el cual se
ubicé por el orden de 10fc en un tiempo de 24 horas.

Cuadro 1. Analisis quimico y microbiolégico de la lechadardaiz

Parametros Resultado Método de ensayo
pH [+] 6,5 COVENIN:1315-17
Solidos  totales 7 COVENIN 1031-81
(°Brix),

Coliformes 0 COVENIN 1104:1996
totales y fecales

En el cuadro 2, se muestra la matriz “D” de disef® tratamientos, con dos

repeticiones y, las respectivas respuestas tednafdgnedidas, para cada tratamiento;
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seguidamente se presenta un analisis prelimineodéad de ajuste de los datos, a modelos
lineales aditivos, cuadraticos; una vez mostradel@stez de los modelos se realiza un
analisis SCREENING, en la busqueda de diagnostjcar términos del modelo lineal
aditivo de alto orden son los mas importante eieapcada respuesta. Finalizando con la
modelacion definitiva y optimizacion operativa gebceso.

Cuadro 2. Matriz de disefio de tratamientos y respuestamltégicas medidas al
antibidtico de uso veterinario

Tratamiento Pe:clmna gl>i<czol Azufre | Petrolato | totalen| Y1pH | Y2POR | Y3 Dens
wo@ | @ | @ ©) o | M [ mv) | @m)
1 5 1,67 1 32,33 40 7,75 39,5 0,78
2 8,89 3 1 27,11 40 6,89 4,6 0,90
3 6,11 1 1 31,89 40 6,85 2,5 0,78
4 6,67 1,89 1 30,44 40 6,4 58,6 0,67]
5 7,22 2,78 1 29 40 6,7 46,8 0,78
6 9,44 1,44 1 28,12 40 6,47 2,42 0,67
7 8,33 2,11 1 28,56 40 6,41 29,5 0,90
8 10 2,33 1 26,67 40 6,67 15,6 0,78
9 7,78 1,22 1 30 40 7,8 10,6 0,90
10 5,56 2,56 1 30,88 40 6,18 40,6 0,70

En lo siguiente, se muestra, una visualizacionadbdndad de ajuste de los datos a

modelos lineales aditivos cuadraticos, del tipo:
y=Bo+ XKl ix; + Tk Byxix; + T8 x]+e
El modelo para 02 (cuatro) factores experimentédesira la siguiente estructura:
Yi = fotBiXa+aXo +B1iXs” +22Xo +HB1oXaXo + &
Una vez ajustado los modelos (uno para cada respues comprobd sus supuestos
basicos de los errores de prediccion: ei~NISHO,

1. Normalidad: los datos obtenidos en cada nivefat#or se ajustaron razonablemente a

una distribucion Normal de Gauss.
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2. Homocedasticidad: la variabilidad de los datoscada nivel del factor es similar
(contraste de igualdad de varianzas).

3. Linealidad: los residuos (diferencia de los datsu media, en cada nivel del factor) se
distribuyen alrededor del cero (gréfico de resijluos

4. Independencia: las observaciones se realizéoro@ independiente unas de otras

En ese mismo sentido la modelacion de las variabledidas, se ajustaron con
minimos cuadrados ordinarios matriciales, usandowarama SAS JMP 8, el médulo de
regresion de superficie de respuesta y; para lenigaicion operativa el médulo de perfiles
de respuesta y de deseabilidad, junto con el saouldel programa SAS JMP 8.

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

modelo de simulacion de calidad del antibioticaide veterinario tipo ungiento.

By amp - [Space Filling Latin Hypercube- Fit Least Squares] — *
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Figura 2. Condiciones de calidad alcanzadas para maximizar
la produccion de un antibiético de uso veterindgo ungiiento
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En la figura 2, se muestran las condiciones aladas@ara maximizar la produccion
del antibidtico, dichas condiciones experimentales de X: 6,77 g; %: 2,30 g, para la
obtencion del ungliento a baseR#micillium chrysogenurde uso veterinario con un POR
de 52,78 mV, una densidad de 0,79 g/ml y un pHlatter de 6,57.

Con referencia a lo anterior, se observa que diatito obtenido es muy heterogéneo,
con una densidad elevada y una consistencia seémaispropia de los ungluentos, lo que
garantiza tanto las propiedades hidratantes, oelsisi congestivas, como la capacidad de
ejercer una accion local y formar una capa impebheeaobre la piel del animal que
dificulte la evaporacion del agua, permitiendo@s su concentracion sea mas alta en la
superficie y va disminuyendo en profundidad, a di& que pueda ubicarse entre los

antibioticos mas apropiados en procesos de epidgraermis superficial.

Como una forma de contrastar los resultados, seepapon los datos con una red
neuronal previamente entrenada (figura 3), reftgjann r-cuadrado con un valor por
encima del 97,15 %, lo que indica una excelental@ddme ajuste del modelo empleado y
le permite a las variables (pH, POR y Densidad)iexipel proceso de exploracion de las

condiciones para la produccion de un antibioticoste veterinario.

Asimismo, con la finalidad de evaluar la efectidd@rascendencia de los objetivos
planteados) del antibiético tipo ungiento desaadul] se procedié a su aplicacion en tres
caninos de la comunidad (UNELLEZ) que presentalzexeraciones en los costados y
orejas, ademas se probé en dos porcinos de la Eimao Puertas con lesiones cutaneas
en orejas, logrando demostrar que en ambos casodilgibtico presenta alta capacidad de
penetracion en la piel y amplio espectro, que seeflejado en el cambio de color de las
lesiones que inicialmente estaban enrojecidas se@lindo dia de aplicacion se tornaron
blanquecinas, dando inicio al proceso de cicatibrac!| cual se prolongé hasta el cuarto
dia, por lo que se puede inferir que el emplecstie teatamiento cutaneo es capaz de actuar

positivamente en procesos infecciosos de la piahénales.
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Figura 3. Red neuronal artificial, condiciones de entrenamigrbondad de ajuste

CONCLUSIONES

Luego de los resultados obtenidos se han establEsdiguientes conclusiones:

* La lechada de maiz demostré ser un sustrato ricmiero y macro nutrientes al
poseer proteinas, vitaminas (A, C, E), mineraledcig, hierro, magnesio, entre
otros) y fibra, necesarios para el desarrollo de miororganismo altamente
productor de penicilina como €lenicillium chrysogenunque actda de manera
benéfica atacando enfermedades infecciosas en lasinc@mo perros, gatos,
cerdos, entre otros.

 Los arreglos de tratamientos hipercubo latino zatilos, permitieron ajustar
modelos lineales aditivos de alto orden, con exteléondad de ajuste, pash
procesode exploracién de las condiciones de produccionrdantibiotico de uso
veterinario, que demostré poseer buenos caractegamnolépticos gracias a la
incorporacién de sustancias como el petrolato, egleempleada como base de
emulsion y es capaz de absorber cantidades coaBldsrde agua para obtener en el

antibiotico la consistencia de unguento.
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« Los modelos ajustados y la metodologia de optindmacvia simulacién,
permitieron pronosticar condiciones operativas g para el proceso de
produccién de un antibidtico tipo ungiento de ustennario, al obtener un
compuesto que contiene 6,77 gReenicillium chrysogenun®,30 g de glicol; 40 g
de petrolato y 1 g de azufre, que al ser aplicadaremales demostré poseer una
buena tolerabilidad, baja incidencia de alergiajimd toxicidad, alta capacidad de
penetracion en la piel, que se ve reflejado erHealganzado cuyo valor se ubico
por el orden de 6,57 con una densidad aproxima@a/@eg/ml ademas de presentar
un bajo costo.
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