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ABRV (VRBA)

Autoclave

Caja Petri

Gelacioén

Medio de cultivo

P&ID

GLOSARIO

Agar Bilis y Rojo Violeta (Violet Red Bile Agar), es una
mezcla de gel preparado con una composicion especifica,
para fomentar el desarrollo y crecimiento de cepas
bacterianas, capaces de digerir el sustrato a base de bilis

en medio de cultivo.

Equipo de proceso empleado para la esterilizacion de
materiales por medio de la elevacion de la temperatura y
presién, a condiciones superiores a las que pueden tolerar

la mayoria de microrganismos.

Caja de plastico o vidrio sobre la cual se vierte un medio

para cultivos microbianos.

Proceso de formacién de un coloide tipo gel o gelatina.

Sustrato artificialmente preparado que promueve el
crecimiento bacteriano de una o varias cepas de

microrganismos.

Piping and Instrumentation Diagram (diagrama de
instrumentacién y tuberia); consiste en un diagrama
donde se ubican todas las lineas de proceso y su

instrumentacién para control del mismo.



pH

UFC

Upscaling

(Escalamiento)

Potencial de hidrégeno, se refiere al logaritmo inverso de

la concentracion de iones H* en una solucién
Unidades formadoras de colonias
Se refiere al proceso de disefio que lleva un proceso,

equipo o planta de una dimensidbn o capacidad de

procesamiento dada, a una capacidad mayor.



RESUMEN

Se realizé el escalamiento de un proceso artesanal de fabricacion de
medios de cultivo Agar Bilis y Rojo Violeta, hasta escala industrial, para una

empresa dedicada al analisis microbioldgico de alimentos.

Empleando el laboratorio de microbiologia de la empresa, bajo
condiciones controladas y asépticas, se realizé el analisis experimental de la
fabricaciéon de medios de cultivo ABRV a escala laboratorio. Se determinaron
las condiciones propias del proceso a escala laboratorio; a partir de esta
informacion, y de la observacion de las operaciones unitarias en pequefia
escala, se determiné el conjunto de operaciones unitarias necesarias para
realizar la produccion en masa del medio de cultivo; asi como de las
condiciones de operacién bajo las cuales se deberia de controlar el proceso de

fabricacion.

Por medio de la observaciéon experimental y del analisis de los datos, se
encontraron las condiciones de operacion necesarias para llevar a cabo el

proceso industrial de forma controlada.

Con base en la informacién recabada, se planteé la propuesta de disefio
de equipo, de proceso y de planta requeridos por el cliente; esto conllevé a
plantear la instrumentacion y equipos requeridos para controlar el proceso. Se
logré llevar a cabo una simulacién en tres dimensiones del equipo y planta, asi
como la representaciéon gréafica del P&ID del proceso, de forma que cumpliera

los requerimientos del cliente.
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OBJETIVOS

General

Desarrollar un proceso industrial de fabricacion de medios de cultivo

ABRYV, a partir de un proceso artesanal en la empresa UNILAB.

Especificos

1. Determinar las condiciones de operacion necesarias para la fabricacion de
ABRV en cajas de petri, a través del analisis de los parametros de

operacion en un proceso artesanal.

2. Elaborar un diagrama de flujo del proceso artesanal, indicando las
operaciones unitarias del proceso y sus variables de operacion, por medio

del uso de un macro y microanalisis del proceso.

3. Desarrollar un modelo preliminar del proceso de fabricacion de medios de
cultivo, a escala industrial, a través del desarrollo de un modelo del

proceso, basado en criterios de disefio.
4. Diagramar el proceso, a través de un diagrama de instrumentacion, que

especifique, delimite y defina los puntos de control del proceso disefiado,

empleando los criterios de disefio.

Xl



5. Elaborar un juego de planos que defina el proceso, su instrumentacion,
Sus equipos y servicios, empleando los criterios obtenidos a partir de las

condiciones experimentales de operacion.

XV



INTRODUCCION

La generacion de nuevos procesos industriales parte de los
requerimientos de entrada de un disefio, la recopilacion de informacion a escala
laboratorio, y de requisitos planteados por un cliente final y los requisitos
legales y reglamentarios planteados por la gobernacion correspondiente.

Los requerimientos del cliente conllevaron a la busqueda de un proceso
industrial de fabricacion de medios de cultivo de Agar Bilis y Rojo Violeta
(ABRV). Esto implico el realizar un estudio de las caracteristicas innatas del
proceso de fabricacion artesanal. Tras el estudio detallado de las caracteristicas
y comportamiento de la mezcla de ABRV en solucion, empleando técnicas
estadisticas adecuadas, se determinaron las condiciones de operacion

necesarias para llevar a cabo el proceso de fabricacion a nivel industrial.

A partir de la informacion recabada por el andlisis estadistico, ha sido
viable el establecer la serie de etapas, a través de las cuales, se puede
transformar la mezcla preparada de ABRV, en medios de cultivo aptos para su
uso, tanto a escala laboratorio, como a escala industrial. Un analisis més
detallado de los requerimientos de proceso, cliente, fabricacion y otros
requisitos adicionales, conllevd a establecer procesos distintos a escala

industrial, de aquellos procesos a escala laboratorio.
El disefio del proceso a escala industrial, termina en el planteamiento de

un modelo tridimensional del equipo, proceso y planta, requeridos para producir

la cantidad de medios ABRV que el cliente requirio.
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Los pardmetros del proceso a escala laboratorio, definieron las
caracteristicas bajo las cuales se podia dimensionar un equipo piloto para la

fabricacion de los medios de cultivo.
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1. MARCO CONCEPTUAL

1.1. Antecedentes

Actualmente, alrededor de seis empresas se dedican a la venta de ABRV
y fungen como proveedores en el medio nacional-comercial; sin embargo,
ninguna de estas entidades posee el nivel técnico, comercial, e industrial, que
sea capaz de comercializar los medios ABRYV, con los estandares de calidad
gue requiere una norma NTG/ISO/IEC 17025:2005, dado que dichas empresas
no poseen el grado de trazabilidad aplicable bajo los requisitos de la norma

internacional.

Existe poco personal técnico y calificado para la manipulacién de los
medios ABRYV, sobre todo porque el grado de calificacion de las personas que
preparan dichos medios, carece de estudios en el tema. Por lo tanto, hoy en dia
existe un nicho en el mercado; es ahi donde la empresa UNILAB desea

incursionar, de tal forma que se supla una necesidad presente del mercado.

Esto le permitira garantizar a todos los usuarios de los medios de cultivo
producidos, el nivel de confiabilidad requerido por la norma NTG/ISO/IEC
17025:2005.

! Informacion proporcionada por la empresa UNILAB, como parte de la asesoria brindada.
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Existen pocos procesos de este tipo, que hayan sido llevados a escala
industrial, ya que por la naturaleza de las personas que se dedican a la
preparacion de los medios ABRYV, les impide tecnificarse a tal grado. Cabe
mencionar que la Unica empresa a nivel industrial que comercializa medios
ABRYV, una variante o derivacién del medio, es la empresa 3M® y el producto es

comercializado como medios “Petrifilm ®”. 2

Se dispone de la informacion proporcionada por esta marca comercial
como una referencia, pues esta indica todas las especificaciones técnicas de
los medios que provee, respecto de las normas aplicables, asi como de algunas

especificaciones de algunos proveedores extranjeros.

En 2007, el informe de tesis presentado por la Licda. Amalia Carolina
Giron Cajellas, titulado: “Determinacion de la calidad microbiolégica de la
refaccion escolar de la escuela publica “Republica Federal de Centroamérica”
del municipio de San Lucas Sacatepéquez, Sacatepéquez, Guatemala.”,
presenta los alcances y el uso aplicable de los medios de cultivo de ABRV, a

nivel nacional. La preparacion de los medios fue artesanal e in situ.

Como caso similar, el informe de graduacion de la licenciada Aracely
Rodriguez de Ledn, titulado: “Determinacion de Escherichia coli en ensaladas a
base de lechuga preparadas en restaurantes de comida rapida.”, presentado en
el afio 2005, ademas de mostrar el mecanismo de preparacion y esterilizacion
de los medios, refleja la aplicabilidad de los mismos y las limitantes en cuanto al

tiempo de vida de los medios preparados artesanalmente.?

2 GIRON CALLEJAS, Amalia Carolina. Determinacion de la calidad microbiologica de la refaccion escolar de la escuela
publica “Republica Federal de Centroamérica” del municipio de San Lucas Sacatepéquez, Sacatepéquez, Guatemala.
p. 18.

3 COGUANOR. Norma Técnica Guatemalteca. NTG/ISO/IEC 17 025:2005. p. 20.
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Asi también, respecto de la mejora en las pruebas microbiologicas en
busca de la norma NTG/ISO/IEC 17025:2005, la norma en su inciso 5.5.2 cita:
“El equipo y su software utilizado para los ensayos, las calibraciones y el
muestreo deben permitir lograr la exactitud requerida y deben cumplir con las
especificaciones pertinentes para los ensayos o0 las calibraciones
concernientes. Se deben establecer programas de calibracion para las
magnitudes o los valores clave de los instrumentos, cuando dichas propiedades
afecten significativamente a los resultados. Antes de poner en servicio un
equipo (incluido el utilizado para el muestreo) debe ser calibrado o verificado
con el fin de establecer que satisface los requisitos especificados del laboratorio
y cumple con las especificaciones normalizadas pertinentes. ...”.*

Esto conlleva a la tecnificacion de los medios de cultivo. Un medio de
cultivo que no puede asegurarse en cuanto a su nivel de calidad, puede llegar a
comprometer los resultados de manera significativa. Esta es la razén
fundamental de la busqueda de la tecnificacién del proceso de manufactura. Un
proceso que no comprometa los resultados finales, que permita a los

laboratorios, poder dar resultados fiables.

Al hablar del proceso de escalamiento o tecnificacion, se debe hacer
referencia a los procesos que en el pasado se han llevado desde escala
laboratorio, a escala piloto y luego a escala industrial.

4 RODRIGUEZ de Le6n, Aracely. Determinaciéon de Escherichia coli en ensaladas a base de lechuga preparadas en
restaurantes de comida rapida. p. 8.
3



En el 2000, como parte de su tesis de maestria, el Msc. Ehsan Mohatrreri,
presenté ante la Universidad de Ohio, el trabajo de graduacién titulado:
“Optimization, Scale Up and Modeling CO,-Water Pretreatment of Guayule
Biomass — Optimizacién, escalamiento y modelado del pretratamiento de CO,-
agua en la biomasa de la guayula”. El alcance del trabajo de tesis del Ing.
Moharreri, ademas de aplicar algunos principios en el escalamiento de
procesos, muestra que, el modelar y optimizar un proceso deberan ir de la

mano, previo a la implementacién del mismo a una nueva escala.’

El informe aporta a la investigacion en cuanto a las consideraciones del
escalamiento y disefio de un proceso de tratamiento, lo cual lo hace valido para

el tipo de investigacion que se busco.

Por dltimo, el Ingeniero Thierry Meyer, como parte de una revista de
tecnologia aplicada a la ingenieria quimica, presento el articulo “Scale-Up of
Polymerization Process: A Practical Example — Escalamiento de un proceso de
polimerizacién: un ejemplo practico®, realizado en el “Swiss Federal Institute of
Technology (EPFL), Institute of Chemical and Biological Process Science —
Instituto Federal Suizo de Tecnologia (IFST), Instituto de Ciencias de los

Procesos Quimicos y Biologicos” en el afio 2002.

El estudio plantea las consideraciones del escalamiento de un proceso,
desde el punto de vista de la viscosidad, transferencia de calor, transferencia de
masa y mezclado de los componentes de una polimerizacion a nivel

microscoépico.®

° MOHARRERI, Ehsan. Optimization, scale up and modeling CO,-water pretreatment of guayule biomass. p. 25.
6 MEYER, Thierry. Scale-Up of Polymerization Process: A Practical Example. p. 7.
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Las consideraciones presentadas en el articulo sirven a la investigacion,
en torno a las consideraciones del disefio, tanto del proceso, como del equipo
involucrado, asi como de los principios de ingenieria quimica asociados en un

escalamiento.

Las operaciones unitarias que muestra el proceso de polimerizacion,
difieren en cuanto a algunos aspectos, empero, presenta un buen punto de
partida en la investigacion, dado que la naturaleza de los componentes del
ABRYV, son polimeros que gelifican, al igual que los componentes empleados en

la reaccion de polimerizacion del articulo.

1.2. Justificacion

Actualmente en Guatemala se producen medios para control
microbiolégico de alimentos, de manera artesanal e individual, por cada
empresa que los requiera. Dada la naturaleza de la fabricacion, quienes los
comercializan, suelen carecer de certificados de calidad, y se encuentran
limitados en cuanto a la capacidad de acreditacion de sus pruebas de
laboratorio, bajo la norma ISO/IEC 17025:2005, en su literal 5.5.2.

Los medios fabricados artesanalmente, no pueden garantizar que el
resultado final no se vea afectado significativamente; ademas de toda la
infraestructura que asegure el resultado y permita dar un seguimiento, tanto al

medio, como a la prueba.

Por otro lado, los medios de cultivo que se encuentran en el mercado con
calidad certificada son bastante caros, ya que estos son productos de

importacion; tal es el caso de los medios Petrifilm.



Al prepararse el medio de manera artesanal, no se garantiza la calidad
del producto, con lo que no se puede certificar el mismo. Por lo tanto, el cliente
final, no puede optar a acreditar sus pruebas de laboratorio bajo la norma
NTG/ISO/IEC 17025:2005. De tal cuenta, resulta viable comercializar ABRV
como medio de cultivo en cajas de petri, sin que se comprometa al consumidor

en cuanto al niumero de medios por paquete.

Esto se deriva a partir de que los medios artesanales carecen de una
vida de anaquel adecuada para empresas con volumen de muestreo variable.
Sin embargo, la limitacion en cuanto a la inexistencia de un proceso que pueda
garantizar una vida de anaquel mayor dentro del ambito nacional, impide la

evaluacion de este parametro al dia de hoy.

La empresa UNILAB, desea comercializar dichos medios de cultivo; pero
para ello deben llevar el proceso de escala laboratorio a escala industrial, con lo
cual podrian garantizar la calidad de los medios de cultivo que desean
comercializar, mas alld que la calidad de sus competidores; calidad que sus
clientes le requieren. Resulta vital para la empresa, el realizar la tecnificacion de

su proceso de fabricacion artesanal, para llevarlo a una escala industrial.

1.3. Determinacion del problema

El problema basico existente radica en la necesidad de UNILAB de

producir y comercializar medios de cultivo del tipo ABRV.



1.3.1. Definicién

El requerimiento comercial de UNILAB, para comercializar Agar Bilis y
Rojo Violeta (ABRV) como medio de cultivo para determinacién de coliformes,
se ve limitado en cuanto a la preparacién a escala laboratorio de los medios de

cultivo, que impide alcanzar una acreditacion.

1.3.2. Delimitacion

Si bien existe una infinidad de distintos sustratos de medios de cultivo,
los cuales son comerciales y que tienen igual factibilidad de llevarse a un
proceso de escalamiento, investigacion, desarrollo y disefio de proceso, asi
como las consideraciones de las etapas mencionadas; tan solo se hizo la que
corresponde al Agar Bilis y Rojo Violeta (ABRV), ya que la empresa UNILAB
desea que este tipo de agar sea un modelo piloto de medios de cultivo.
Eventualmente, se debera realizar una investigacion similar para cada mezcla
de agar que se desee llevar a escala industrial, asi como la evaluacion de la

mejora en el tiempo de vida de anaquel.

El proceso de tecnificacion, se disefid para producir medios del tipo “caja

petri”, que actualmente se realiza de manera artesanal por parte de UNILAB.






2. MARCO TEORICO

2.1. Caracterizacion de los medios de cultivo Agar Bilis y Rojo Violeta

(ABRV)

El medio de cultivo ABRV se define a partir de su composicion porcentual

de ingredientes activos y de su composicion de mezcla preparada.

2.1.1. Composicion porcentual del ingrediente activo de los
medios ABRV

El ingrediente activo o mezcla de Agar Bilis y Rojo violeta, esta

generalmente preparado de la siguiente forma:

Tablal. Composicién porcentual de la mezcla Agar Bilis y Rojo Violeta

Componente Masa |Porcentaje
Extracto de levadura 3,000 g 7,22 %
Mezcla de sales biliares 1,500 g 3,61 %
Cloruro de sodio 5,000 ¢ 12,04 %
Cristal violeta 0,002 ¢ 0,00 %
Peptona de gelatina 7,000 g 16,85 %
Lactosa 10,000 g 24,08 %
Rojo neutro 0,030 ¢ 0,07 %
Agar bacterioldgico 15,000 g 36,12 %
Total 41,532 g| 100,00 %

Fuente: especificaciones de ABRV — MCDLabs S.A. de C.V.



2.1.2. Composicion de los medios de cultivo ABRV

El medio de cultivo ABRV se debe preparar a partir de la mezcla sélida
del agar y sus otros nutrientes. La mezcla sélida debe diluirse en agua,

siguiendo la siguiente proporcion:

Tablall. Composicién porcentual de los medios ABRV
Componente Masa Porcentaje
Mezcla ABRV 41,532 ¢ 3,99 %
Agua (25 °C) 1 000,000 g 96,01 %
Total 1 041,532 g| 100,00 %

Fuente: especificaciones de ABRV — MCDLabs S.A. de C.V.

2.2. Uso y funcionamiento de los medios de cultivo ABRV

El agar bilis y rojo violeta, sirve como medio de cultivo para
microrganismos presentes en alimentos. Por lo general, los medios de cultivo
ABRYV, sirven para llevar a cabo la deteccion, enumeracion e identificacion

presuntiva de coliformes en muestras de alimentos, superficies y agua.

La prueba con ABRV, permite a los microbidlogos identificar colonias de
coliformes con morfologia especifica, para la posterior caracterizacion a través
de pruebas bioguimicas. En el medio ABRYV, la peptona sirve de fuente de
carbono y nitrégeno para el crecimiento microbiano. El extracto de levadura, le
provee complejo B a los microrganismos, para la estimulacion de su
crecimiento. Las sales biliares, y el cristal violeta, inhiben el crecimiento de

microrganismos del tipo Gram positivos.
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La presencia del indicador rojo neutro, sirve para la deteccion de
coliformes a través del cambio de pH, como consecuencia de la fermentacion

de la lactosa, la cual acttia como fuente de carbohidratos.’

2.3. Caracterizaciéon de los procesos de fabricacion de medios de

cultivo

Los procesos de fabricacion de medios de cultivo, se pueden clasificar

dentro de dos grandes grupos: artesanales e industriales.

2.3.1. Procesos artesanales de fabricacion de medios de

cultivo

Los procesos artesanales de fabricacién de medios, son los mas tipicos y
suplen las necesidades propias de cada laboratorio de analisis microbioldgico.
Por lo general, el encargado del laboratorio posee conocimiento suficiente en
cuanto a la preparacion de medios de cultivo, y es esta persona la encargada
de definir como se debera preparar el medio de cultivo que necesita, para una

determinada prueba microbioldgica.

Sin embargo, los métodos de preparacion, se reducen a una serie de

pasos comunes a todos los medios, estos son:

o Pesaje de la mezcla preparada de agar
o Pesaje de la cantidad de agua destilada para diluir

o Calentamiento: para aumentar la solubilidad del medio en la solucién; esto

no es necesario en todos los medios de cultivo.

! Informacion proporcionada por la empresa UNILAB, como parte de la asesoria brindada.
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o Disolucion del agar en agua destilada

e  Agitado hasta dilucion total

o Calentamiento: se lleva a ebullicion; la temperatura depende del medio y
Su concentracion.

o Esterilizacion: se destruyen los microrganismos que pudieran haber
presentes dentro del medio.

o Servido: a temperatura superior a la temperatura de fusion de la solucién.

o Enfriamiento, hasta temperatura ambiente.

o Estiba

o Rotulacion

o Embalaje

o Almacenamiento, a temperatura de refrigeracion (6°C).

Los métodos de preparacion artesanales, usualmente proporcionan un
tiempo de vida de los medios, de 3 dias o menos. Esto ocurre debido a que los
medios preparados artesanalmente son enfriados mientras se exponen al aire
no estéril del ambiente. Esto implica que microorganismos como mohos,
levaduras, bacterias u otros, que pudiera haber dispersos en el aire, puedan
contaminar y degradar el medio, al ocurrir una contaminacion cruzada de los

Mmismos.

Para preservar de manera mas prolongada, se suele estibar hasta 10
cajas de petri con el medio preparado, introducirlos en una bolsa, y llevarlos a
refrigeracion, a temperaturas no menores a 2 °C. Esta temperatura se justifica,
ya que el medio por debajo de esa temperatura, empieza a cristalizar el agar;
esto eventualmente causa que el agar pierda su propiedad de sostenerse a si

mismo en una fase gelatinosa, por lo que este se llega a licuar.
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La refrigeracion asegura que los medios de petri logren un tiempo de vida
de hasta 20 dias, antes que la accién microbiana los degrade.

2.4. Procesos industriales de fabricacion de medios de cultivo

Los procesos industriales de fabricacion de medios de cultivo, difieren en
cuanto a la preservacion de los medios, y en cuanto al equipo empleado para
su preparaciéon. Un proceso industrializado de fabricacién de medios, puede ser
del tipo por lotes o continuo, sin embargo, soélo las casas comerciales grandes

suelen manufacturar los medios de cultivo por el segundo método.

A diferencia de los medios de cultivo fabricados artesanalmente, los
fabricados industrialmente, no necesariamente se sirven en cajas de petri, como
es el caso de los medios de cultivo Petrifilm. De hecho, la razén por la cual se

suelen servir en cajas de petri, es el area superficial que tienen los medios.

El area superficial es un factor para el conteo microbiol6gico, por lo que
esto es un criterio de disefio de los medios.

La seleccion del area, y cantidad de agar servido por cada medio
preparado, dependera del criterio del equipo de disefio y desarrollo del proceso
de fabricacién, siempre que se respeten las normativas de los analisis

microbiolégicos.

Por lo tanto, no es de extrafar, encontrar comercialmente distintos
tamafios de medios de cultivo, tanto en volumen, como en area superficial para
analisis. Sin embargo, el estandar de dimension, y por lo tanto el punto de

partida, siempre es la caja de petri, con 15 ml de agar servido.
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A diferencia del proceso artesanal, en el proceso industrial, los equipos
empleados pueden servir para diversos fines, si el proceso es disefiado para
llevarse a cabo en diversos tanques o bien, en un solo tanque que sirva para

multiples propésitos.

En cuanto al almacenamiento y preservacion, existen diversas formas de
empaque, que aislen el medio preparado y esterilizado del ambiente, con lo
cual, siempre que no se violente térmicamente al medio, este se puede

conservar hasta afio y medio, a partir de su fecha de preparacion.

Los métodos de almacenamiento y preservacion usuales, son el uso de

gases inertes, empaque y sellado al vacio, entre otros.

2.5. Consideraciones en la tecnificacion del proceso existente

Para tecnificar un proceso, se debe tomar en consideracién una serie de
criterios. A fines del presente estudio, se han tomado como criterios: los
requerimientos técnicos del proceso, los del proceso como tal y los de calidad

de la empresa.

2.5.1. Requerimientos técnicos

El proceso usual de escalamiento de un proceso, parte del uso del
teorema Pi del andlisis dimensional de fenomenos. Mas concretamente, del
analisis dimensional de las variables involucradas para cada etapa del proceso.
Si en condiciones de geometria similar, hay niumeros adimensionales iguales
para los dos procesos a distinta escala, entonces se puede afirmar que el

modelo descriptor del proceso es el adecuado.
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Sin embargo, dada la naturaleza del proceso artesanal, donde el equipo
de fabricacion es basicamente cristaleria de laboratorio en condiciones no
vigorosas de operacion, se podria cometer un error grueso al asumir iguales

condiciones operativas, de proceso y de disefio del equipo.

No se puede afirmar para el tipo de escalamiento del presente estudio,
qgue al aplicar el analisis dimensional, el fendbmeno descriptor se comporte de
manera similar, por lo que este método de escalamiento no resulta apropiado.
Por lo tanto, no se puede definir el escalamiento del proceso a través del

teorema Pi.

Para poder definir el escalamiento y tecnificacion del proceso artesanal,

se debe aplicar un andlisis macro y microscopico de lo que se desea hacer.

Entre los requerimientos técnicos, se debidé definir el factor de
escalamiento, para lo cual, se tuvo que determinar con base en el proceso
artesanal, todas aquellas variables que influian en el proceso, desde proporcion
de mezcla, hasta los mecanismos de preparacién, temperaturas de operacion,

etc.

El estudio preliminar del proceso artesanal de fabricacion, define
entonces, los requerimientos posteriores, ya que este estudio sirve de base

para la realizacion del microandlisis, etapa por etapa.
Con base en un balance de masas y calidades, asi como de energia de

las etapas involucradas, se puede llegar a definir en detalle el proceso,

partiendo de la informacion recabada por el estudio preliminar.
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2.5.2. Requerimientos de proceso

Las caracteristicas fluidodinamicas de la mezcla ABRV, hacen que el
liquido al llegar al punto de ebullicion, comience a formar espuma y aumente su
volumen especifico. Esto plantedé un requerimiento de proceso. El recipiente
donde se deba hacer el calentamiento de la mezcla ABRV, debi6 estar
dimensionado de tal forma, que para una capacidad definida, se pueda

controlar el cambio de volumen de la mezcla en ebullicién.

También, la naturaleza del mezclado y la solubilidad, son factores que
restringen la operacion. El ABRV en solucién, a temperaturas por debajo de los
40 °C, aunque soluble, requiere de grandes esfuerzos mecanicos para

solubilizarlo completamente.

Por otro lado, una vez el ABRV ha sido llevado a ebullicion y luego enfriar
por debajo de 45 °C, empieza a gelarse. EI medio, una vez calentado, debe
mantenerse asi por tiempo suficiente para manipularlo, esterilizarlo y servirlo,
antes que su temperatura llegue por debajo de 45 °C. El lograr mantener la
mezcla por encima de la temperatura indicada, plantea otro detalle del proceso

a considerar.

Por otro lado, esto también implica que la limpieza del equipo debera
realizarse por encima de esta temperatura, ya que de lo contrario, la deposicién
y solidificaciéon del ABRV sobre las superficies del equipo, pueden representar
problemas de limpieza entre lotes, y posteriormente, problemas de
mantenimiento. Esto debido a que el medio ABRV, de pH neutro en solucion,
pudiera cambiar sus propiedades con el paso del tiempo y eventualmente

degradar las superficies del equipo.
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Por dltimo, el enfriamiento de la mezcla ABRV, no debe ser tal, que este
se violente térmicamente. Si la mezcla ABRV se enfria de manera inapropiada y
la pendiente de temperatura es muy elevada, se puede dar el caso que se
solidifique de manera no homogénea, con lo cual, se licuaria parte del agar y

por lo tanto la calidad del producto final seria inadecuada.

2.5.3. Requerimientos de calidad

El principal requerimiento de calidad es el tiempo de vida de anaquel del
producto terminado. Se debe garantizar durante la fabricacién, que una vez que
el medio de cultivo haya sido preparado, este se pueda mantener fresco por un

tiempo de vida mayor al de los medios de cultivo fabricados artesanalmente.

Tiempos de vida por encima de seis meses, serian un punto de partida
razonable, sin embargo, no compete al estudio determinar el tiempo de vida, ya
gue tan solo se esta definiendo el proceso de fabricacion. Por lo tanto, el definir
un método adecuado de conservacion de los medios de cultivo por medio de
una tecnologia asequible, plantea la resolucién a este requerimiento de calidad.

2.6. El disefio aplicado al escalamiento y tecnificacion de un proceso

artesanal

El disefio de los procesos en ingenieria quimica, abarca una gran gama
de conocimientos que deben de converger en un disefio concreto,
tecnolégicamente viable, que pueda ser llevado a cabo como una serie de

etapas u operaciones unitarias.
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Un proceso, como tal, es el conjunto de etapas necesarias para llevar a
cabo una transformacion fisica y/o quimica, a partir de una materia, para

satisfacer una necesidad.

Figural. Diagrama de factores que influyen un producto final

Proceso

—

Requerimientos,
especificaciones y
restricciones

Producto

Fuente: elaboracion propia.

En este caso, la necesidad que se busca satisfacer es la de un proceso
industrial, que cumpla con las restricciones del caso particular. La necesidad la
define el cliente, y es cubierta por dos vias: los requerimientos del proceso y el

proceso como tal.
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Entonces, una vez definido el producto en cuanto a requerimientos y
restricciones, especificaciones y detalles del cliente y la forma de presentarle,

debera detallarse la siguiente secuencia de disefio:

o Del producto
o Del proceso
o Del equipo

o De la planta

Cada disefio, debe seguir la misma secuencia logica:

) Macroanalisis

) Microanalisis

. Busqueda de alternativas
o Seleccion preliminar

o Desarrollo del modelo

. Analisis econdmico

Sin embargo, en el caso concreto de la investigacion, el disefio del
producto, es un paso que ya ha sido llevado a cabo y quedara entonces a

discrecion el desarrollo de las siguientes dos fases.

A diferencia de otros casos de disefio, el asociado al escalamiento y
tecnificacion de un proceso, parte del desarrollo experimental existente. Se
debe considerar por igual, aquellos detalles de disefio que pueden inclusive

limitar el nUmero de variables a investigar durante el disefio y su seleccion final.
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3. METODOLOGIA

3.1. Variables

Las variables del estudio se dividen en: variables controladas,
controlables o de monitoreo y variables no controlables. Su relaciéon cuantitativa
y/o cualitativa con el objeto de estudio se haya descrita a continuacion:

3.1.1. Variables controladas

Las variables de control de proceso son las siguientes:

Tabla lll.  Variables de operacion del proceso de fabricacion de ABRV
Variable Dimensional | Tipo de variable

Viscosidad Pas Cuantitativa
Concentracion de ABRV % m/m Cuantitativa
Temperatura de esterilizaciéon °C Cuantitativa
Presion de esterilizacion Pa Cuantitativa
Volumen de agua destilada m° Cuantitativa
Masa de mezcla ABRV kg Cuantitativa

Fuente: elaboracion propia.
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3.1.2. Variables controlables o de monitoreo

Las variables de monitoreo, tanto los parametros de proceso, como de

calidad de fabricacion, aplicables al proceso artesanal son las siguientes:

Tabla IV. Variables de monitoreo durante la investigacion, indicadores

de calidad del proceso de fabricacion

Variables de monitoreo Dimensional | Tipo de Variable
Viscosidad Pas Cuantitativa
Concentracion de ABRV % m/m Cuantitativa
Temperatura de esterilizacion °C Cuantitativa
Presion de esterilizacion Pa Cuantitativa
Volumen de agua destilada m? Cuantitativa
Masa de mezcla ABRV Kg Cuantitativa

Fuente: elaboracion propia.

Estas variables estan definidas por UNILAB, como parte de sus medidas

de aseguramiento de calidad al fabricar medios de cultivo.
Las variables estan definidas como parte de los controles tipicos que

deben llevarse durante la fabricacion, que garanticen la calidad del medio

producido.
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3.1.3. Variables no controlables

Representa toda variable que esta fuera del control durante la parte
experimental, que no es posible controlar por medio de otras variables que si
son controlables. Si bien casi la todas las variables se pueden determinar por
medio de un procedimiento predefinido, hay variables que no sdélo son

independientes, sino que dependen de las condiciones del proceso artesanal.

De dichas variables se cita un ejemplo: la Gnica variable cualitativa dentro
de los parametros que deben examinarse, es la cinta testigo. Esta invalida un
frasco de preparacién, cuando la cinta no ha cambiado de color. Si bien es un
pardmetro que le impide a la empresa comercializar los medios, es un dato
véalido de anadlisis, ya que indica condiciones de operacién no deseables y por lo

tanto es informacion til para el estudio.

TablaVV. Variables no controlables

Variable Dimensional | Tipo de variable
Temperatura de ebullicion °C Cuantitativa
Temperatura de gelaciéon °C Cuantitativa
Tiempo de calentamiento S Cuantitativa
Tiempo de enfriamiento S Cuantitativa
Tiempo de esterilizacion S Cuantitativa
Recuento microbioldgico UFC/g Cuantitativa
Cambio de volumen ml Cuantitativa
Cintas testigo N/A Cualitativa
Densidad kg/m® Cuantitativa

Fuente: elaboracion propia.
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No es funcion del estudio de la tecnificacion del proceso, el determinar la
presencia de microrganismos que pudieran comprometer la calidad del medio
final, ya que esta es una condicién ambiental no controlada, asi como el tiempo
de vida del producto final; pues esto compete a un estudio posterior a cargo de
la empresa, de pruebas piloto basadas en los resultados planteados por esta

investigacion.

3.1.4. Resumen del tipo de variables experimentales

Las variables experimentales requeridas se presentan a continuacion:

Tabla VI. Clasificacion de las variables experimentales, necesarias para

alcanzar los objetivos de la investigacion

Variable Independiente | Dependiente | Controlable | No controlable | Respuesta

Viscosidad X X

Concentracion de ABRV X X

Temperatura de ebullicion X X

Temperatura de esterilizacion X X

Temperatura de gelacién

Presién de esterilizacién X

Tiempo de calentamiento

X | X | X | X

Tiempo de enfriamiento

Tiempo de esterilizacion X

Volumen de agua destilada X

Masa de mezcla ABRV X

Recuento microbiolégico X

Cambio de volumen X

Cintas testigo

Densidad

X | X | X[ X ]| X

Dimensiones de los equipos

Fuente: elaboracion propia.
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3.2. Delimitacion del campo de estudio

El estudio preliminar partié del proceso artesanal de fabricacion. Con
base en el proceso artesanal se definieron todos aquellos parametros de
operacion, calidad, mantenimiento y limpieza, que pudieran influenciar el

proceso industrializado.

El estudio experimental, se limitd en cuanto a los pardmetros que
definieran la operabilidad del proceso y sus equipos, y que pudieran influenciar
el disefo de estos.

La informacién generada sirvid para la elaboraciéon de un microanalisis,
etapa a etapa, en la fabricacion de los medios de cultivo ABRV. Esto
fundament6 con datos concretos, las condiciones que delimitaron el proceso

final.

El estudio se llevé a cabo con equipo proporcionado por el laboratorio
microbiolégico de UNILAB, que se encuentra debidamente calibrado y bajo
control del cronograma de calibracibn y validacion de equipo y de

instrumentaciéon de la empresa.
El estudio no abarcé el andlisis de opciones en cuanto a tiempo de vida
del producto terminado, ya que ello implica la instalacion del equipo de

empaque apropiado, y este no ha sido definido a este punto.

Ello conllevaria la implementacion del proceso, por lo que queda fuera

del alcance de la investigacion, al tratarse de un estudio piloto para la empresa.
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El diseiio obtenido a partir del estudio preliminar del proceso, estuvo
sujeto bajo las condiciones del cliente, es decir, UNILAB, en cuanto a
calibracion. La informacion obtenida de los instrumentos de medicidon influyo
directamente sobre el resultado final de las condiciones de operacién; por lo
tanto, la validacion del proceso y equipo final, debi6 ser paralela a los patrones
con los cuales se calibré dicho equipo de medicion.

Cualquier reajuste en cuanto a la informacién patron de los parametros
de operacion tipicos del proceso, corrié a cuenta de la empresa, tanto en cuanto

a su validacion como calibracion.

El estudio tan solo contemplé un margen de seguridad de disefio en las
etapas correspondientes, que permitan holgura suficiente ante eventualidades
no previstas durante la experimentacion, que pudieran estar asociadas al ruido

innato del proceso artesanal, del cual se obtiene la informacion.

La empresa eventualmente realizar4 un estudio comparativo, en donde
se determine la calidad del producto a distintos intervalos de tiempo, a partir de
la fecha de produccion; mas desea hacerlo, una vez estuviese definido el
proceso industrial de fabricacidén, con el fin de poder plantear el estudio de

manera adecuada a las nuevas condiciones de produccion.

En cuanto a materiales, se debié evaluar los mismos durante el disefio,
de tal forma que cumplan con los requerimientos de esterilidad del producto
terminado, y que no comprometan la calidad del mismo, que a la larga, afecten

significativamente los resultados obtenidos en la utilizacion del medio de cultivo.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacion de las condiciones de operacion necesarias para

la fabricacion de ABRV en cajas de petri

Como resultado de la observacion experimental, se determinaron las
caracteristicas que debe poseer el sistema, para cumplir con todos los
requerimientos de UNILAB en cuanto a calidad y forma de producciéon. Estos

resultados se hallan en la tabla VII.

Tabla VIl. Condiciones del proceso de fabricacion ABRV en cajas de
petri
Condiciones del proceso Valor Incertidumbre
esperado

Ritmo de produccién (medios/dia) 1 000,00 20,00
Volumen de servido deseado (ml) 15,60 1,00
Temperatura maxima del proceso (°C) 126,00 1,00
Temperatura minima del proceso (°C) 35,00 2,00
Temperatura de servido (°C) 45,00 5,00
Temperatura de arranque del proceso (°C) 22,00 10,00

Relaciéon de volumen entre el tanque respecto del
. - 2,80 0,20

volumen de medio en solucién

Presion del proceso (atm) 1,35 0,10
Presién maxima de disefio (atm) 2,50 0,01
Tiempo de calentamiento nominal (min) 19,00 1,00
Tiempo de evaporaciéon nominal (min) 3,00 0,20
Tiempo de autoclaveado nominal (min) 12,30 1,50
Tiempo de enfriamiento nominal (min) 15,20 1,50
Tiempo de preparacion del medio total nominal (min) 50,00 4,00
Tiempo de servido nominal (min) 25,00 5,00
Tiempo total de operacion por lote (nominal) (min) 75,00 5,00

Fuente: elaboracion propia.
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4.2. Diagrama de flujo del proceso artesanal de fabricacion de medios
ABRV

El diagrama de flujo del proceso artesanal de fabricacion de medios de
cultivo ABRYV, consta de etapas de preparacion y de procesamiento. Entre las
etapas de procesamiento se incluye la etapa de autoclaveado del medio.

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso artesanal de fabricacion de
medios de cultivo ABRV

(  Inicio )

Solicitud de
medios

Medida del
volumen
requerido

Pesado del
reactivo
ABRV

Mezclado

l

Calentamiento
y coccion

L

Evaporacién

l

Autoclaveado
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Continuacion de la figura 2.

Enfriamiento

V

Servido en
placa

V

Gelificacion

V

Estibado

W

Empaque

V

Fin

Fuente: elaboracion propia.
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4.3. Modelo preliminar del proceso industrializado de fabricacion de
medios ABRV

El diagrama de flujo del proceso industrializado de fabricacion de medios
de cultivo, difiere del diagrama artesanal, en cuanto a que este carece de la
etapa de autoclaveado.

Figura 3. Diagrama de flujo del proceso industrial de fabricacion de

medios ABRV propuesto

(  Inicio |

Solicitud de
medios
Medida del Pesado del
volumen reactivo
requerido ABRV
Mezclado
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o
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Continuacion de la figura 3.
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Servido en
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V

Gelificacion

V
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W

Empaque

V

Fin

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla IX. Descripcion de las etapas del proceso industrial de fabricacion
de medios ABRV
Etapa Descripcién de la operacidn Equipo requerido
Tangue de agua
Medida del Para una determinada cantidad de medio | destilada
ABRV, se calcula la cantidad de agua | bomba centrifuga
volumen . s . e
destilada para preparar la solucién. valvula automatica
para dosificacion
. Se pesa la cantidad de reactivo necesario | Balanza analitica
Pesaje del . ; :
. para preparar determinada cantidad de | campana de flujo
medio : : _
medios de cultivo. laminar
Mezclado y preparacion de la solucién, debe .
) ; ; o Tanque con agitador
Mezclado realizarse mientras se calienta para facilitar

la dilucién del medio.

resistencia eléctrica

Calentamiento
y coccién

Se debe llevar la soluciébn a su punto de
ebullicion para que las proteinas del medio
le permitan gelar al enfriar.

Tanque con agitador
resistencia eléctrica

Esterilizacion

Se debe mantener el agar a su temperatura
de ebullicion durante 5 minutos.

Tanque con agitador
resistencia eléctrica

Enfriamiento

Se debe bajar la temperatura de la solucién
hasta una temperatura de 45°C + 5°C.

Tanque con agitador
chaqueta o serpentin
de enfriamiento

Tolva dosificadora

Servido en Se sirven canthlades congroladas de medio mecanismo manual o
placa en cajas de petri de 20 cm“y 2 cm de alto. "
neumatico

Se deja formar el gel en una superficie
Gelificaciéon horizontal hasta que su temperatura | Mesa de estibado

descienda por debajo de 30°C.
Estibado Se apilan las cajas de petri en grupos de 10. | Mesa de estibado
Empaque Se empacan las cajas de petri. Mesa de estibado

Fuente: elaboracion propia.
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4.4. Diagrama de instrumentacién y tuberia propuesto para el proceso
industrial de fabricacién de medios de cultivo

El diagrama de instrumentacion y tuberia, para el proceso industrial de
fabricacion, deja indicado por medio de representaciones gréficas, todos los

equipos requeridos para el control del proceso.

Figura 4. Diagrama de instrumentacion y tuberia (P&ID) para el proceso

industrial de fabricacion de medios de cultivo ABRV

Fuente: elaboracion propia, con base en el programa LayOut
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Tabla X. Nomenclatura del diagrama de instrumentacion y tuberia (P&ID)

para el proceso industrial de fabricaciéon de medios de cultivo ABRV

Simbolo

Descripcidn Simbolo

Descripcién

Servicio 0 descarga

Tablero eléctrico /
Caja de controles

Medidor de nivel Manémetro
Tanque
Tolva
enchaquetado

Valvula de paso

Valvula regulada

eléctricamente

Sensor de nivel

Sensor de

temperatura

Agitador de tipo paleta

Tubo de termocopla

Motor trifasico

Ol= @|X| | 0|

Bomba centrifuga

Linea de transporte de Linea de
—{> materia prima/ producto conduccién
terminado eléctrica
Linea de circuitos de _
_____ Color azul Agua destilada
control

Color rojo Medio ABRV preparado Color verde Flujo eléctrico
Color negro Sefial digital Color violeta Reactivo ABRV

Fuente: elaboracion propia.
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4.5. Planos del equipo propuesto para la fabricacién industrial de
medios ABRV

A partir de la informacion recabada, las necesidades del cliente y
aplicando la secuencia de disefio presentada, se model6 el equipo y planta que

cumpla con todos los requerimientos del cliente.

Figura5. Vistaisométrica del equipo propuesto (vista de conjunto)

Mesa de estibado

Caja de controles

Equipo de calentamiento/
enfriamiento/mezclado

Tolva de admisién

Fuente: elaboracion propia, con base en el programa SketchUp.
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Vista en perspectiva del tanque agitador-calentador-enfriador

Figura 6.

propuesto para el proceso
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Fuente: elaboracidon propia, con base en el programa SketchUp.
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Detalle del vaso de calentamiento

Figura 7.
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Fuente: elaboracion propia, con base en el programa SketchUp.
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5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Durante la fase experimental, se obtuvo una amplia gama de valores
para cada variable. Los valores de la mayoria de las variables no oscilaron
fuertemente, aunque se observé una ligera influencia directa de las condiciones

ambientales sobre las variables experimentales.

La desviacion estandar de cada parametro, arrojo valores congruentes
en un ambito entre el 4 y 16% para la mayoria de los mismos; salvo la
viscosidad, dada la naturaleza no newtoniana del fluido. La viscosidad del agar
en solucion aumenta rapidamente conforme disminuye la temperatura, siempre

y cuando, el agar haya sido cocido previamente.

Las condiciones experimentales, aunque controladas, no constituian un
sistema idealmente aislado del efecto de la presibn atmosférica. Las
instalaciones del laboratorio empleado durante las pruebas, son afines al uso

tipico del laboratorio: analisis microbioldgico.

Instalaciones de presion controlada pueden ofrecer una mayor precision
en torno a la medicion de variables tomadas en cuenta durante el experimento;
sin embargo no ofreceran una mejora significativa de los valores que afecten a

los criterios de disefio, la seleccion del proceso, o las dimensiones del equipo.

De entre todas las variables experimentales, se encontré6 como variable
significativa al incremento de volumen durante la ebullicibn. Se determiné que
durante la ebullicion, el ABRV en solucion llega a incrementar su volumen hasta

en un factor maximo de 1.6 veces el volumen de solucion original.
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De no tener precaucion durante la manipulacion del fluido caliente, este
puede causar accidentes y errores gruesos de operacion en el laboratorio. Esto

posteriormente se ve reflejado en el dimensionamiento del equipo de proceso.

A partir de las multiples observaciones durante la fase experimental del
desarrollo del proceso, se encontraron condiciones de operacién que resultaron
ser particularmente limitantes durante su disefio. Por ejemplo, la temperatura de
ebullicién, los tiempos de calentamiento con agitacion leve, el incremento de
volumen y el tiempo de enfriamiento. Este tipo de consideraciones afecto el
proceso seleccionado, ya que en funcion de estas, surgen los criterios indicados

en la tabla VII.

Adicionalmente a las variables experimentales, el verter el medio en la
caja petri a altas temperaturas, puede arriesgar el producto final. Esto es a
consecuencia de la naturaleza de las cajas de petri. El plastico con el que estan
fabricadas es altamente termolabil y a temperaturas sobre los 60 °C, este sufre
de esfuerzos mecénicos. Deflexiones, rajaduras y posible formacion de poros
en el plastico, eran problemas comunes a temperaturas sobre la indicada, por lo

gue esto llegod a formar parte de los criterios de disefio.

En cuanto a los medios invalidados, en total se lleg6 a tener 16 medios
no vélidos durante la experimentacion. Del total de medios, s6lo uno dio positivo

para colonias de un moho.
El proteger el medio del ambiente resulta importante, ya que los mohos

por naturaleza se dispersan en un medio aéreo, con lo que se podria

contaminar el medio durante el proceso.
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Como variable de interés, se tomo el rendimiento de los medios como
parte de los criterios; aunque no era una variable planteada durante el estudio,
sirve a interés del disefio del proceso, para la cuantificacion de los parametros
de calidad del medio producido. Cajas de petri con 15.6 mililitros servidos de

medio ABRV demostraron ser adecuadas para los requerimientos del cliente.

Durante la seleccion del proceso, se propusieron al cliente distintas
opciones a tomar para cada etapa del proceso. Tanto los criterios planteados
durante la seleccion, como los criterios del cliente fueron tomados en cuenta

para la seleccion final del proceso.

El proceso seleccionado, como se indica en la figura 3 (desglosado
segun la tabla 1X), sigue una secuencia distinta al proceso artesanal indicado en
la figura 2. El proceso industrial carece de la operacion de autoclaveado.
Aunque en el proceso artesanal se suele autoclavear el medio tras la coccion,

en el proceso industrial la etapa se omite segun los siguientes criterios:

o El proceso artesanal de autoclaveado requiere que se trasvase el medio a
un vaso de precipitados con tapa de rosca especial, que se somete a un
proceso de relativamente baja presion de autoclaveado. El medio se
encuentra contenido en un recipiente, dentro de un recipiente mas grande
gue contiene vapor saturado, actuando como un intercambiador de calor a
conveccion natural. A escala industrial, esto es poco practico, ademas de

oneroso.

o El proceso artesanal de autoclaveado se realiza tras la evaporacion
durante tres minutos del medio. El proceso artesanal de autoclaveado, se

considera el estandar para el equipo de laboratorio microbioldgico. Las
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condiciones de este proceso, aseguran la esterilidad total del medio de
cultivo, pero degradan el medio si no son controladas las condiciones de
autoclaveado, ya que las proteinas del medio son termolabiles. El proceso
industrial lleva el medio a ebullicion y no lo somete a temperaturas mas
intensas. La combinacion de tiempo de calentamiento, tiempo vy
temperatura de ebullicion, es suficiente para matar los microrganismos
que degradan o consumen el medio, sin llegar a condiciones de

termolabilidad de las proteinas.

El costo del equipo de autoclaveado tendera a ser mas alto, pues
requerird de mas equipos adicionales, y de un medio para la generacion
de vapor. Aunque sea viable, en procesos a escala industrial mas grande,
la cantidad de medios a producir no amerita una fuente de transferencia
de calor como el vapor, de forma que se aproveche dicho vapor para
calentar y autoclavear. Ergo, no es viable autoclavear para un proceso

cuya escala aunque industrial, no requiere de equipos mas grandes.

El proceso industrial busca simplificar el proceso de manufactura del
medio de cultivo; agregar mas etapas al proceso que no estan

enteramente justificadas, resultaria en una mala seleccion del proceso.

Un proceso industrial que requiere de mas equipos, requerird también de
mas personal para su operacion, o bien, personal mas calificado; por lo
que el costo de produccion de una unidad puede aumentar y no

compensar la inversion asociada.
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Finalmente, el proceso propuesto, requiere de tres equipos principales:
un tanque cisterna, un equipo o0 tanque de calentamiento-mezclado y
preenfriamiento y una tolva dosificadora. El tanque cisterna de agua destilada,
tiene dos fines: alimentar agua para la fabricaciéon del medio, y alimentar la
chaqueta de enfriamiento para extraer el calor del medio tras la coccién. La
proporcion del tanque cisterna respecto del tanque de calentamiento es tal, que

el flujo pueda extraer calor del tanque a una velocidad moderada.

Para poder suministrar el agua destilada al tanque, y a la vez agua a la
chaqueta, se propone un juego de dos tuberias y valvulas autométicas,
reguladas electrénicamente mediante un PLC. Esto es para evitar tener que
instalar dos bombas: una dosificadora que aumente el costo, y una centrifuga;

se opt6 por descartar la primera y sustituirla por el juego de véalvulas.

El PLC se encargaria de ejecutar los movimientos de apertura y cierre de
la valvula de paso hacia el tanque, de forma que segun una cantidad definida
de agua se alimente al tanque para producir una cantidad definida de medios.
El PLC luego abre o cierra la valvula que alimenta la chaqueta de enfriamiento,
de forma que se pueda controlar la velocidad de enfriamiento del tanque desde
la temperatura de ebullicibn, a una temperatura ligeramente superior a la

temperatura de servido.

El tanque de calentamiento, se propone construirlo utilizando una
resistencia eléctrica en forma de serpentin para tal fin. En cuanto a la capacidad
del tanque, el tanque propuesto tiene una capacidad 3 veces mayor a la
requerida para fabricar los medios de cultivo al ritmo de produccion propuesto.
Esto se debe al incremento de volumen que sufre el medio en solucién, al llegar

a la ebullicion.
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Por dltimo, el tanque descarga hacia una tolva dosificadora. Por
cuestiones de ergonomia y disposicion, se encontré durante el modelado, que

se hacia necesario tener una segunda bomba para alimentar la tolva.

La tolva dosificadora se modelé montada sobre una base que la
sostiene, y por medio de una valvula vierte el medio en la caja petri. El proceso
de estibado y gelacion del medio se propone como el proceso artesanal, pues
es viable hacerlo de esta forma para la demanda propuesta por el cliente. El
equipo de sellado y empacado propuesto, es una selladora al vacio del tipo

comercial.
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CONCLUSIONES

Es Unicamente viable el seleccionar un proceso con mas equipos, si se
desea aumentar ain mas la escala del proceso. En ese caso, se debe
evaluar nuevamente el proceso y realizar un estudio de factibilidad a
mayor escala, que involucre un factor de escalamiento para poderse llevar

a cabo.

Las condiciones experimentales pudieron haber influido en cierto grado
sobre los resultados experimentales; sin embargo, no son determinantes
sobre los resultados de las variables determinadas a partir del
experimento inicial; los resultados se ven reflejados en la seleccion y

criterios de disefio del proceso.

La variable mas critica del disefo fue el incremento del volumen de la
solucion de ABRV durante la ebullicion, debido a que esto obligaba al
disefio a dimensionarse hasta dos veces el volumen inicial cuando

minimo, para poder contener el medio.

El proceso industrial de fabricacion de medios de cultivo es distinto del
proceso artesanal, particularmente en torno al autoclaveado del medio,
debido a que este no mostré ningun beneficio, a riesgo de comprometer la

estabilidad de las proteinas del medio de cultivo.
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Se encontrd que el proceso industrial para la escala propuesta del mismo,
se puede llevar a cabo en 3 equipos principales: un tanque cisterna, un
tanque de calentamiento-enfriamiento y una tolva de dosificacion; los
cuales hacen las veces de todas las operaciones unitarias requeridas a

escala laboratorio.
El modelo tridimensional, en conjunto con el diagrama de instrumentacion

y tuberia, muestra el proceso industrializado completo, de forma tal que se

pueda controlar el mismo.
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RECOMENDACIONES

Se debe plantear un estudio donde se evalle el efecto a largo plazo del
proceso de autoclaveado sobre el medio de cultivo ABRV, de forma que
se logre determinar el efecto directo del calentamiento a alta presion,
sobre las proteinas que digieren las cepas para las cuales el medio es

apto.

Realizar un estudio sobre la vida de anaquel del medio de cultivo ABRV
empleando distintos medios de empaque: al vacio, simple, con gas inerte

y sellado convencional.

Establecer diversos estudios experimentales, para distintos medios de
cultivo, de forma tal que se pueda validar el disefio propuesto y evaluar la
versatilidad del disefio para distintos medios de cultivo; principalmente, en

torno al incremento de volumen que ocurre durante la ebullicion.

Evaluar el proceso industrial y determinar si a escalas mayores de
produccién, es necesario cambiar el proceso propuesto para la

elaboracion de medios de cultivo ABRV.

Determinar la efectividad del proceso de autoclaveado para distintos
medios de cultivo versus el calentamiento vigoroso y prolongado de las
soluciones del medio, de forma que se puedan comparar los procesos de

preparacion de otros medios de cultivo respecto del ABRV.

a7



48



BIBLIOGRAFIA

Catadlogo 3M™ Petriflm™: Guia de interpretacién. [en linea]
<http://jornades.uab.cat/workshopmrama/sites/jornades.uab.cat.works
hopmrama/files/Petrifilm_guias.pdf> [Consulta: 03 de noviembre de
2011].

Comisiéon Guatemalteca de Normas; Ministerio de Economia. Norma
Técnica Guatemalteca: NTG/ISO/IEC 17025:2005. Guatemala:
COGUANOR, 2005. 38 p.

GINI, Gustavo A. Manual de procedimientos para la identificacion de las
bacterias con importancia clinica. 3a ed. Guatemala: Editorial
Universitaria, USAC 2007. 217 p. ISBN: 9993967378.

GIRON CALLEJAS, Amalia Carolina. Determinacién de la calidad
microbioldgica de la refaccion escolar de la escuela publica “Republica
Federal de Centroamérica” del municipio de San Lucas Sacatepéquez,
Sacatepéquez, Guatemala. Tesis de Lic. en Quimica Bioldgica.
Universidad San Carlos de Guatemala, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia, 2007. 45 p.

LEVIN, Michael. Pharmaceutical Process Scale-Up. Nueva York: Marcel
Dekker, 2002, 566 p. ISBN: 0824706250.

49



10.

11.

MCD Labs. Catélogo especificaciones: agar bilis y rojo violeta, [en linea].
<http://mwww.mcd.com.mx/pdfs/AGAR%20BILIS%20R0JO%20VIOLET
A.pdf> [Consulta: 31 de agosto de 2011].

MEYER, Thierry. Scale-Up of Polymerization Process: a practical example.
Suiza: Swiss Federal Institute of Technology (EPFL), Institute of
Chemical and Biological Process Science (SB-ISP-UPRE), 2002. 6 p.

MOHARRERI, Ehsan. Optimization, scale up and modeling CO,-water
pretreatment of guayule biomass. Informe de tesis magistral: Maestria
en Ingenieria Quimica, Universidad de Akron. Ohio, E.E.U.U. 2011. 64

p.

PERRY, Robert H.; TILTON, James N. Perry’s Chemical Engineers’
Handbook, Fluid and Particle Dynamics. 8a ed. New York: McGraw-
Hill, 2008, 59 p. ISBN: 0071511296.

RODRIGUEZ DE LEON, Aracely. Determinacién de Escherichia coli en
ensaladas a base de lechuga preparadas en restaurantes de comida
rapida. Tesis de Lic. en Quimica Farmacéutica, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia. Universidad San Carlos de Guatemala, 2005.
57 p.

SAMPIERI HERNANDEZ, Roberto; FERNANDEZ COLLADO, Carlos;

BAPTISTA LUCIO, Pilar. Metodologia de la Investigacion. México
D.F.: McGraw-Hill Interamericana, 1997. 338 p. ISBN: 9684429313.

50



12. TOWLER, Gavin; SINNOT Ray. Chemical engineering design principles,
practice and economics of plant and process design. 3a ed.
Massachusetts: Butterworth-Heinemann, 2008. 1245 p. ISBN:
139780750684231.

13. WALPOLE, Ronald E., et al. Probability & Statistics for Engineers &
Scientists. 8a ed. N.ew Jersey: Pearson Education, 2007. 816 p. ISBN:

0132047675.

14. ZLOKARNIK, Marko. Scale-up in Chemical Engineering. Weinheim: Wiley-
VCH, 2002. 219 p. ISBN: 3527600566.

51



52



Apéndice 1.

APENDICES

El laboratorio podria alcanzar la
certificacion de su proceso bajo
1SO 9001:2008 y acreditar sus
pruebas bajo norma ISO 17025

Arbol de problemas

El aumento del nivel de
tecnificacién, permitiria
comercializar un volumen
adecuado de medios,
reduciendo el desperdicio

El aumento de
tecnificacion,
permitiria ofrecer
medios de cultivo con
calidad certificable

El aumentar la
tecnificacién, puede
aumentar el tiempo de
vida de anaquel de los
medios preparados

{

El requerimiento comercial de UNILAB, para comercializar Agar Bilis y
Rojo Violeta (ABRV) como medio de cultivo para determinacion de E.
Coli, se ve limitado en cuanto a la preparacién a escala laboratorio de
los medios de cultivo, que impide alcanzar una certificacion.
Ademas de que el tiempo de vida de anaquel de estos es muy corto.

La preparacion
artesanal, genera una
gran cantidad de
desechos, pues se
prepara un volumen
para pocos medios

En Guatemala, los medios
que se pueden conseguir con
calidad certificada, son de
precio alto, ya que son
importados y comercializados
por tan sélo una empresa

El método de preparacian artesanal
existente, le impide a |os laboratorios
e instituciones que preparan los
medias con fines comerciales,
hacerlo con calidad certificada.

El no emplear medios de
cultivo certificados, le
impide a los laboratorios
microbiol6gicos, alcanzar
acreditaciones de sus
procesos segln 1ISO 17025

[

Los medios de cultivo
preparados artesanalmente, no
pueden ser certificados seglin

las normas 1SC 9001 para su
posterior aplicacién segun
norma IS0 17025

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 2. Criterios de seleccion de materiales

o Criterios de ponderacion: se emple6 un criterio de ponderacion para la

seleccion de materiales, segun la tabla XI.

Apéndice 2a. Criterios de ponderacion
Criterio B|M|A | Importancia
Resistencia a la corrosion 113]5 5
Reactividad del material con el medio 5|31 5
Resistencia a la presién y temperatura 2134 3
Tiempo de vida util 1/3]|4 2
Facilidad de construccion con el material | 1 | 2 | 5 1
Costo 5/3]|1 3

Fuente: elaboracion propia.

o Resistencia a la corrosion: se consideré la resistencia a la corrosion para
la seleccibn de materiales. Los materiales deben resistir el lavado

frecuente con soluciones de amonio y/o cloro.

Apéndice 2b. Valoracion respecto de laresistencia a la corrosién de los

materiales considerados durante la seleccion de materiales

Material Valoraciéon
Hierro galvanizado M
Acero Inoxidable AISI 304 A
Acero Inoxidable AISI 316 A
Aluminio M/B
Hierro B
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Fuente: elaboracion propia.

Reactividad del material con el medio de -cultivo: el material de
construccion debe ser inerte ante el medio de cultivo y debe prevenir la

contaminacion del medio.

Apéndice 2c.  Valoracion respecto de la reactividad del material con el

medio de cultivo

Material Valoracién

Hierro galvanizado A
Acero Inoxidable AISI 304 B
Acero Inoxidable AISI 316 B
Aluminio M
Hierro A

Fuente: elaboracion propia.

Resistencia a la presion y temperatura: se considera como criterio, debido
a que el material debe resistir calentamientos constantes y en algunos
casos, presion (si se autoclavea). EI material no debe fracturarse al

enfriarse repentinamente.

Apéndice 2d. Valoracion respecto de laresistencia al efecto de la

temperaturay presion

Material Valoraciéon
Hierro galvanizado
Acero Inoxidable AISI 304
Acero Inoxidable AISI 316
Aluminio
Hierro

Wwm > >

Fuente: elaboracion propia.
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Tiempo de vida util: el tiempo de vida util es relativo, sin embargo se
considera como un factor para la seleccion, ya que segun el material de
construccion podra darsele mayor tiempo de vida al equipo sin necesidad
de mantenimiento al chasis del equipo. Esto esta considerado en la tabla
XV.

Apéndice 2e. Valoracion respecto del tiempo de vida atil

Material Valoracién

Hierro galvanizado M
Acero Inoxidable AISI 304 A
Acero Inoxidable AISI 316 A
Aluminio B
Hierro B

Fuente: elaboracion propia.

Facilidad de construccion: otra consideracion, es la facilidad de la
construccion del equipo empleando el material seleccionado. No todos los
materiales permiten una construccion facil y por lo tanto el costo de

fabricacion del equipo se eleva.

Apéndice 2f.  Valoracion respecto de la facilidad de construccién

empleando distintos materiales

Material Valoracién

Hierro galvanizado A
Acero Inoxidable AISI 304 M
Acero Inoxidable AISI 316 M
Aluminio B
Hierro A

Fuente: elaboracion propia.
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Costo: el costo de fabricacion esta directamente ligado al costo del
material de construccion, por lo que también es un criterio a tomar en

cuenta.

Apéndice 2g. Valoracion respecto del costo de materiales

Material Valoracion
Hierro galvanizado
Acero Inoxidable AISI 304
Acero Inoxidable AISI 316
Aluminio
Hierro

W wm>Z|W

Fuente: elaboracion propia.

Seleccion final: se toman todos los criterios anteriores y se multiplican los
factores por la ponderacion. ElI material con el puntaje mas alto se

selecciona para la construccion del equipo.
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Apéndice 2h.

Seleccioén final de materiales

o |@ |©
% < <
@© N | D ()
o | la |a o
S| S 8«cw £ 2
Criterio BIMIA| €| 3|zS=%d E| &
o > |0 ® 5| F
Qo c c ]
El8ls g | ©
“ 3|2 |2
|8 |8
< <
Resistencia a la corrosion 1/3(5| 5 |15|25|25|10| 5
Reactividad del material con el medio 513|1]| 5 512512515 | 5
Resistencia a la presion y temperatura 213|413 ]9 (12|12 6 | 6
Tiempo de vida util 1/3|/4/2 |6 | 8|8]|]2]2
Facilidad de construccién con el material 112(5]| 1 5 2 2 1 5
Costo 5131|315 9 3 |15 15
Ponderacién - -] - - |55 (81|75 |49 | 38

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXOS

Anexo 1. Buenas practicas de laboratorio

Habitos personales

o

o

Mantener en todo momento las batas y vestidos abrochados

No abandonar objetos personales en mesas de trabajo

No comer ni beber en los laboratorios

No guardar alimentos ni bebidas en los refrigeradores del laboratorio.
No fumar en los laboratorios

Las batas no deberian llevarse a lugares de uso comun

Usar gafas de seguridad cuando se manipulen productos quimicos o
liquidos en ebullicion

No utilizar lentes de contacto en el laboratorio

No guardar la ropa de calle en el laboratorio

Lavarse las manos antes de abandonar el laboratorio, al quitarse
unos guantes protectores y siempre que se haya estado en contacto

con material irritante, caustico, téxico o infeccioso

Habitos de trabajo

o

No manipular un producto quimico sin conocer sus caracteristicas
fisico-quimicas y toxicolégicas

Deberan conocerse como minimo las frases R y S de los productos,
incluidos en la etiqueta del envase

No llenar los tubos de ensayo mas de dos o tres cm

Calentar los tubos de ensayo de lado y utilizando pinzas

No llevar tubos de ensayo ni productos en los bolsillos de las batas
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Utilizar en todo momento gradillas y soportes

Transportar los productos en bandejas o recipientes para evitar
derrames en caso de roturas

No tocar con las manos ni probar los productos quimicos.

No trabajar separado de la mesa de trabajo

No efectuar pipeteos con la boca

Asegurarse del enfriamiento de los materiales antes de aplicar
directamente las manos para tomarlos

Utilizar la campana de flujo laminar siempre que sea posible, en
especial para la manipulacién de liquidos en ebullicion, reacciones
violentas, reacciones exotérmicas e inoculacion de microrganismos
Al terminar el trabajo, asegurarse de la desconexion de aparatos,
agua, gases, etc.

Los mecheros no deberan dejarse encendidos sin vigilancia

Al finalizar una tarea u operacién, recoger materiales, reactivos,
equipos, etc., evitando las acumulaciones innecesarias

Usar y almacenar productos inflamables en las cantidades

imprescindibles

Uso de material de vidrio

o

o

Desechar el material que presente el mas minimo defecto
Comprobar cuidadosamente la temperatura de los recipientes,
conectores, etc. que hayan estado sometidos a calor, antes de
aplicar las manos directamente

Eliminar las piezas defectuosas o fragmentos de piezas rotas en
contenedores especificos para el vidrio, nunca en papeleras

No forzar directamente con las manos los cierres de frascos o
botellas, llaves de paso, conectores, vasos etc., que se hayan

obturado
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En caso que deba procederse a la apertura de frascos de tapdn
esmerilado obturados y ampollas selladas, se procederda de la

siguiente manera:

. Se llevara proteccion facial

. Se realizara la operacion bajo campana y con pantalla
protectora

. Se llevara a cabo la apertura sobre una bandeja o

preferiblemente en un recipiente de material compatible con el

producto contenido en el frasco de abrir

Instalaciones

o

La organizacion del laboratorio debe adecuarse para el
mantenimiento de un buen nivel preventivo

No debe trabajar nunca una persona sola en el laboratorio y
especialmente fuera de horas habituales o en operaciones con riesgo
De las operaciones con riesgo se debe informar incluso a las
personas que no intervengan en las mismas

Se debe trabajar en las vitrinas siempre que se manipulen productos
téxicos o inflamables y comprobar periédicamente su correcto
funcionamiento

Los reactivos almacenados en el laboratorio deben preservarse del
sol, no guardarse en estanterias altas, cuidar su etiquetado y
mantenerlos en las cantidades imprescindibles

No deben utilizarse refrigeradores convencionales para contener
productos inflamables, si no han sido modificados para reducir el
riesgo de chispas

Debe regularse adecuadamente la eliminacién de residuos. No se
debe eliminar por el desaglie, aunque sea en pequefas cantidades,

productos tales como: muy toxicos, cancerigenos, pestilentes,
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Anexo 2.

Anexo 2a.

lacrimégenos, no biodegradables y los que reaccionan violentamente
con el agua

Se debe disponer de un ambiente de trabajo cerrado, siempre que se
manipulen microrganismos. En el caso de manipulacion de productos
guimicos se debe disponer de un ambiente de trabajo cerrado, pero

gue disponga de excelente ventilacion

Fotografias de las instalaciones y del proceso artesanal

Disposicion del &rea de produccién y andlisis microbiolégico
de UNILAB

Fuente: UNILAB.
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Anexo 2b.  Equipo de calentamiento y esterilizacion

Fuente: UNILAB.

Anexo 2c. Equipo de incubacion

Fuente: UNILAB.
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Anexo 2d. Campana de flujo laminar y &rea de lectura

Fuente: UNILAB.

Anexo 2e.  Reactivo ABRV previo a su uso

Fuente: UNILAB.
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Anexo 2f. Medio ABRV durante su ebullicién

Fuente: UNILAB.

Anexo 2g. Medio ABRV durante su servido en placa

Fuente: UNILAB.
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Anexo 2h.  Medio ABRYV tras su preparacion

Fuente: UNILAB.

Anexo 2i. Comparacién de medios ABRV empleados parala

determinacién de coliformes

Fuente: UNILAB.
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Anexo 3. Vistas isométricas del equipo propuesto

Anexo 3a. Vistaisométrica del equipo propuesto

Tolva de admisién
de agua destilada

Equipo de calentamiento/
enfriamiento/mezclado

Bomba de
descarga
Bomba de
admision Tolva de descarga final

Caja de controles

HONTH, DD YYYY

Fuente: UNILAB.

Anexo 3b.  Elevacion frontal del equipo propuesto

Equipo de calentamiento/
enfriamiento/mezclado

B
A

-

Y
Bomba de
ja de coffroles descarga
Bomba de
admision

Fuente: UNILAB.
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Anexo 3c.  Detalle del tanque de calentamiento

Motorreductor
1/2 hp 220V 60 Hz
Monofésico 1600 RPM
Ee 1"
Impeler 5*

Perno de Sujeccién 1/2"
Vaso
Acero Inoxidable AISI304

Calibre 1/8"
Capacidad de 11.7 litros

Empaque de Silicon
Resistente a Alta
Temperatura

Chaqueta (1/4")
Acero Inoxidable AISI304
Calibre 1/8"

INYN ¥NOA

Termocopla tipo ]

Resistencia

3000 W
220V A/C 60 Hz
Fuente: UNILAB.

Anexo 3d. Detalle del montaje de la tapa del tanque de calentamiento

Tapadera de 1/2"
Tolva de alimentacién

Motorreductor
1/2 hp 220 V 60 Hz
Monofésico 1600 RPM
Eje 1"
Impeler 5"

Empaque de Silicon
Resistente a Alta
Temperatura

Acero Inoxidable AISI304
Calibre 1/8"
Capacidad de 11.7 litros

INVN UNOA

Chaqueta (1/4") —
Acero Inoxidable AISI304
Calibre 1/8"

Resistencia

3000 W
220V A/C 60 Hz

Fuente: UNILAB.
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