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CAPÍTULO I 

/NT RODUCC/ON 



La producción de la penicilina en gran e;;cala, por el rnétodo de 

cultivo .-un1ergido, c,.; reciente. y por ello e:-; posible decir que ac­

tualmente está en ~u fa~e de n1ejoran1ienlo:--:. :..:uce~ivos., pue~ día a 

día exi:-.Le la tcndt-"ncia a la oblenci{n1 de e:-:.ta droga en :-:.ut-' rná:x.i1na~ 

fonna;; de actiYidad y pun·za. 

Ha :-;ido n1i objeto al t•jt·cutar e>"'l<' tn1bajo <'ll lu" e;;tudiu,.; que he 
hecho, Pncontra1· alg:o que aunque no p1·cle11da se.- de una gran utili­

dad inn1ediata., ~í, por lo nH-".no:..: .. realizar una :-'erie de experiencias que 

puedan ,.;er base para inve,.;tigacione,.; futura;; de un valor 1·ealmente 

prúctico para la indu,.;tria de nue>"tro paí,.;. 



f .. 

CAPÍTULO lJ 

GE1VERALIDAD1','S 



El éxito de la producción comercial de la penicilina está ba>;adn 
especialmente en dos factores. Ono es la selección de cepas que :pL·o­
duzcan mayor cantidad del antibiótico en tiempos más cortos, y el 
otro es el mejoramiento de los métodos extractivos que permitan un 
mejor recobro tanto en lo referente a la cantidad como calidad del 
producto. 

Por lo que respecta a los pL·oblemas que "e tienen durante la 
producción de la penicilina, fase que t<e designa generalmente con10 
fermentación, abarcan <liver,,;os aspecto,.;, siendo lo:- más irnportantes 
la est.,,rilidad de los cultivos, n1antcne1· al hongo en condiciones ópti­
mas (temperatura, flujo <le aire, ,.;in espu1nu etc.), a más de con,.,cr­
var las cepas en condiciones adecuadas que eviten la apaL·iciún. de 
mutantes inactivos. 

Los problerna:- que se tienen durante la exLracciún son también 
de gran importancia, pudiéndose citar co1no el de mayor atención 
el de la selección de solventes adecuados, de precio bajo, que permi­
tan su manejo en grandes cantidades y que verifiquen una extracción 
efectiva <le la penicilina, sin destruirla, y que ade1nás permitan la 
purificación del antibiótico por la eliminación de los pigmentos y 
otras impurezas que lo acompañan. El problema antes citado trae 
consigo otros de diferentes tipos, como son: emulsiones, solubilidad 
de unos solventes en otros, etc. 

Para el estudio general del proceso ind.ustr.ial, se .hará la .siguien­
te división: 
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l. Selección de cepas activas y preparación de un inóculo ade-
cuado para usarlo en escala industrial. 

2. Preparación de los medios de cultivo. 
3. Incubación. 
4. Cosecha. 
5. Extracción. 
6. Cristalización. 

Aunque en e;;te trabajo rne concreté a estudiar alp;unos problemas 
del inciso 5, describiré breven1entC" los den1ás punto,.; con el objeto de 
presentar una visiún de conjunto. 

l. Selección de Cepas activas _y fJreparac101I de nn iflócuLo ade­
cuado para usarlo e11 escala i11d11 .. ,trial.--La prirnen.1 cepa que se 
utilizó en la producci<)n de penicilina. cuino p,.; bien ,.;abido. fué la 
ai,,;lada por Sir· :\lcxander· Fleminp; t•n 1928. habiendo ;;ido clasifi­
cada inicialrnenlt_~ corno F't"11icillinrn ruhru.rn por lo:--. rnic()logo~ del 
SL !\'lary's Hospital. <:itándo,.;el<' con ,.,_., 11nn1bn· en las primeras pu­
blicucione:--.. J>o:-;lc1·ior1nenlP sp 1·ey-Í:-:.tl :-:.u clasificación desip:núnc_-losele­
corno Penicilliuu1 nntntun1. un hongo n1uy ,-e111ejanlt• al Pe11icillun1 Chr_y­
soge11urn (penicillunr del latín Pincel): la cla,_;ificaciún cor-recta :<e 
debió a Hai,;trick. 

E:l hongo ai,.;lado por Flen1ing fu¡; el que "e utiliz(, en la,.; prirne­
ras experiencia,.., pero una vez den1o><trada la utilidad de la penicili­
na corno agente terapéutico, ~e han aislado gran núrnero de cepa:-:. .. de 
las que existen actualmente numerosa,,; variedade,;, habiéndosP ,;clec· 
cionado la,- rnús adecuadas para los método,.; n1oderno" de produc­
ción. ¡-\ dichas cepas y variedades se les designa genc1·alrnentc por 
claves. 

Una vez seleccionada una cepa adecuada, se prepara el inóculo 
generalmente en botellas ele blake, ya sea utilizándose un 1nedio líquido 
como el Czapek-Dox o el SabouraucL con el objeto de obtener un 
cultivo en superfieie, o un 1nedio con granos vegetales, generalmente 
trigo, tratándose de obtener una n1ayor superficie de crecin1iento para 
el hongo y en esa forma asegurar un inóculo rnás rico en espora,.;. 

l <> 
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Las cepas deben csta1· bajo perfecto control, ya que, corno obser­
vó Thon1, los caprichos del Pcnicillum rzotatum son tales, que cul­
tivos sucesivos pasado,; de laboratorio a laboratorio y aún de inves­
tigador a investigador, presentaban una diferencia extraordinaria en 

su rendinliento. 

Esta experiencia condujo a la conclusión de que ''a menos que 

el Penicillum notatun1 >'ea cultivado con gran cuidado puede perder 

su valor efectivo en el laboratorio de fermentación". 'I'hom considera 

que estas diferencias pueden deb.,r.-e a una constitución metabolítica 

individual, corno en lo.- seres hurnanos, o posiblen1ente a la existencia 

de complejos enzimáticos. 

2. Preparación de los medios d<' cultivo.--Las fórmulas de los 

medios de cultivo actualn1cnte en uso varían notablemente de una com­

pañía a otra, siendo además diferentes cuando se usa el método de 

cultivo en superficie o el sumei-gido; pero en general son variedades 

del medio de Czapck-Dox, scmisentéticos usados desde ] 930 por Rais­

trick y sus colegas, que con la" modificaciones actuales estos medios 

tienen como ingr·edicntes pi-incipales a los siguientes: 

l. Agua del cocin1iento del maíz. 

2. Sacarosa. 

3. Nitrato de sodio. 

4. Fosfato monopotásico. 

5. Sulfato de magnesio. 

6. Carbonato de calcio. 

7. Aceite de soya. 

8. Sulfato de zinc. 

9. Agua. 

El medio empleado en las plantas que usan el método de cultivo 

sumergido es preparado en el mismo tanque, así corno esterilizado. 

Estos grandes tanques conslruídos exprofeso deben llenar, como factor 

de primera importancia, el mantenimiento de la esterilidad del medio 

tanto antes de la inoculación como después de ella, ya que la entrada. 
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de cualquier otro 1nicroorgani>-mo a éstos o a los frascos de cultivo 
puede ocasionar la pérdida total dt~ la penicilina por acciún t>n:r.imú­
tica (penicilina,.;a) t•n rnuy poco tiempo. 

L .. a Psterilizaeiún del tncdio st" hace generalrnenle en forrna ené1·~i­

ca, a vece:-; ha:-la 1 J,~ hont>' a 120º C. y a 20 l ihra,.; clt• pn·,_i(rn. en­

friándo:-:.ele en ~eguida lo rnás 1·úpidan1entc po~ihl<."' hasta una ten1pera­

tura favorable para el cultivo (-1- u - 25° C.). u,.;ándo,-e agua helada 
o saln1uera que JHl:--tu1 JHll" serpe·ntine~ o chaqueta:-:.. La 1n·(-:>::-:.iún in­

terior dP lo:-; lanqut"~ dPbe prueurar:-:.e que ~ea ~ie1npre 1nayu1· que la 

atmosférica, con el obj<>tu de eYila1· la entn1da de pa1·tícula>' ch· polvo 
o mie1·oorµani:-:.n1os del cxtc1·ior .. a t1·avt'"·~ de po~ible:-:. fu~a~. 

L .. as tran:-:.ferencia~ del tnedio d(· culti\·o u culti\·o~ dP u11 tatH .. ¡ut~ 

a otro., ~e hace :.:.ien·1pre a tra\·l·~ dt· tube1·ía~ que ~t· li.:.in t•:-lt ... i·ilizado 
tan1bién en forrna Pn{·rgica con \·apo1·. 

:3~ lncubació11.--l,an_1 c:.:.te pa:.:.o P:.:. in<li~pensahlc t•on:-.:i<le1·ar la:-.: 

exigencia:-:. drl honµ;o: P:-:. dcci i·, tern pe 1·atu ra <'>pl i 11Hl para :--u de:.:. u r1·ollo., 

aet·eación con:-.tante., ya que ~P trata de un 01·gani:.:.n10 aerobio, agita­

ción continua pan:l favon_~c<.~1· el <h_·sarrollo :-::.urncrgiclo y una pt·e~ión 

mayor a la aln1o~f{·rica qu(...o: nos a~eµ:ure la in1po~ibilidad de quP ur­
ganisn1os contaminantes se introduzcan al intci·ior del tanque- en tra­

bajo. 

Para mantener una len1peratura ln mÚ:< con.,,lante po,.;ible, los tan­

ques están provistos ele chaquetas u serpentines por lo>- que circula 
agua o deja de circular, siendo regulado por medio de controles au­

tomáticos. Esta ternperatura es mantenida alrededor de 25 º C. y se 
ha considerado como la óptima para trabajar bajo las condiciones de 
nuestro país. 

La aereación es hecha por medio de grandes compreso»as que 
mandan el aire a un tanque aln~acenador; más tarde, en este proceso, 
el aire pasa a través de unos cilindros metálicos que contienen en 
su interior lana de vidrio estéril, verificándose una verdadera filtra­
ción. De los filtros, el aire pasa al serpentín que se encuentra en la 
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parte inferior del tanque. El volumen de aire utilizado por unidad de 
tiernpo está cuntn>lado automáticamente en forma análoga a la tem­
peratu1-.i. 

I..a agitaciún 
cadas cerca del 

c,.; pn><lucida pot· n1edio de aspas que están colo­
fo11do del tanque y movidas por n1otores eléctricos. 

La pn,siú11 ,.;e regula 1nanualn1ente ajustando Ja,.; válvulas de entra­
da y ,;alida del ain•. 

El tanque CEHl\llNADOH "" si1nilar al tanque fermentador, y 
tiene poi· único objeto pern1iti1· el desa1To!lo d,· gn1n cantidad de 
n1icelio \·egt_"lalÍ\-t) .. que ;--;.e u~arú con10 iruJculo <le lo=-- ferrnentadores, 

tf~niendo en cLu·nta que e:-le úlLin10 e:--:. 10 \'CCt_·!:"' ruayor. (\:er la figura 
del Departarnento ,¡.- Fennentaci<Í11.) 

I ...... a inoculaciún de· lo:-:. gern1inador·e:--: =--e hace vaciando en condi­
c1ones e,.;t•'t·ile,- el contenido de una botella de Blak•· (frascos que 
pre~eutan una gran :--;uperficit"' para el de~arrollo de colonias) con 
cultivo de Penicilliun1, ya >'ea en r11edio líquido o en tr·igo. 

' 1istu dt•l clepa 1·tnrnrnto de .. ft""'rrncntaf·icín. l. ~rarHpu~s 1-!''nni11adnn~s. :2. 'J"unqut·!'- Ít·1-11H'11tadon·!'-­

.~. ~fanqut-> dt"' alt11nct~nan1ic~nto ch· c·nldo ri«o para tenc·rlo a bajas tt·n1pl'ralllnls. 
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Una . vez inoculado el gern1inador, se espera a que éste tenga un 

crecimiento de aproxin1adamente :30 horas, tien1po de:-pués del cual 

se verifica una transferencia completa al tanque fern1entador, en don­

de el tiempo de desarrollo es de alrededor de .50 hora;., lapso sufi­

ciente para proceder a la cosecha_ 

a) BOTELLA DE BLAKE 

+ 
b) TANQUE CERM1NADOH 

~ 
c) TANQUE FERMENTADOR 

~ 
d) COSECHA EN EL FILTRO ROTATORIO 

+ 
e) TANQUE ALMACENADOH 

Es necesano hacer notar que generalmente éste es el tiempo de 
.producción, pero estará regido por diversas circunstancias que 1nodi­
fiquen el tiempo que tarda en obtenerse la nzáxirna potencia. 

Cuando un cultivo es demasiado viejo (80 horas) la potencia 
decrece considerablemente, motivo por el que es necesario fijar el 
n1omento de cosecha de acuerdo con este dato_ 

La potencia se determina cada 12 horas por medio de pruebas que 
se verifican en el laboratorio, siendo las principales de rutina: la 
prueba corla, la prueba de copa y además la prueba de esterilidad 
que nos indicará la presencia de microorganismos contaminantes. 

4. Cosecha.-La cosecha consiste en la separación del micelio ve­
getativo del líquido metabolítico al que llaman '"caldo rico" y que 
contiene a la penicilina en solución. Esta operación se verifica en 
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un filtt·o rotatorio dt> gran capacidad (ver figun1) o en grande,; filt1·0>' 
prensa. El líquido así obtenido pasa a un tanque de alrnacenarnicnto, 
donde se enfría a baja,; letnperatura: 5° C. (tanque de caldo rico), 
con el objeto de dis1ninui1· la d,•,.,t1·uccii',11 de la p«nicilina. 
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CAPÍTULO 111 

EXTRACCION 



En una Planta de Penicilina, esta operación se hace generalmente 
en vario~ pa::-;os ~ y ~t~ llan1a .:. .. extracci<Jn'" a un conjunto de extraccio­
nes suce.--iva,- que li<'ndcn a i1· disrninuyendo de volurnen el líquido 
que contiene a la penicilina hasta lle~~u· a las lla1nadas '"sales", que 
son ~oltu~iut1t•::-:. acnt.i:-=.a,....:. <le ;-;ale~ <lt~ l<>~ ttci<I<)~ ]H ... nit:i1icos 1·elativan1ente 

pu1·a:-; y que :--:e tornan <·un10 ha,....:.e para la:-:. c1·i:-:.tal iz:.u...'.iones. 

t~a penicilina e:-;lú fon11ada Pll rPalidad poi· P:--;a~ ~ale:-;., la::-; CLtales~ 

cuando ~on tlP tnt"talP:--:. a leal ino:-- t·onll.1 el :-:OtHli1> y el J>Ola~io o alcalino­

térrca~ con10 la~ (h· calciti., ..-.on n1uy :-:.oluhle:- en a~ua .. pero a pl--Is 
bajo~: e:--:. decir· cuan<lt• J><>r e~ta1· en ¡>1·1_":-:.encia <IP úeido~ muy dl~oeia­
do:-:. dejan dt· P:-:.la1· bajo forn1a d(· :-:.aL 1..,o:-o úcidos ¡H_~nicílicos ~on n1u­

cho rná~ :-:.oluhlc=-- <~n alguuo:-:. .-.:.olvPnlc:-:. orgúnit:o~:- y ba!'.-'ándose en c~ta 
propie:dacl ~e hacPn lo~ di\·p1·~0~ :::'i~lerna~ exlractivo:-:.. 

Ue:-:crihi(--ndo en JHH'.a~ palabra~ un n1étodo dP extracci611~ poclen10:-. 

decir que cun:-;i:-:.tP en hnccr ¡>a:-:.ar la ¡,arle activa del ealdo rieo (úci­

do~ pPnicíl Í<·o:-:.) a un ~ol \·<"ntc orgánico .. haciendo e~la operaciún a pl---I 
bajo. L .. o~ ácido:-:. penicílico:-:. ~011 recob1·ado~ tt·atando la solución or~á­
nica ya ~ea con una :-:.oluciún de l~uffe1· o ap:1·egandu a~ua y aju~tando 
el pl-1 con un álcali ha,.;ta un punlo cercano a la neutralidad. A la nueva 
solución acuo:c:.a de la penicilina ~e le trata otra vez con un ~olYente 
orgánico a p\-1 bajo y e,- 1·ecub1·ada en fo1·n1a análoga ha"ta que la 
penicilina haya elin1inaclo en los diversos cambio;; de ,-oh•ente a lama­
yor parle de la~ in1pu1·eza~ que la aconi.pañau. 

Lógican1ente una extnteción ideal "e1·ía aquella en que se utilizara 
un solo ::.olYente orgánico. 
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PROCESO DE EXTRACCION 

Pritner Pa~o 

Segundo Paso 

Sales 

al PE;'\;ICILli'\A DE LOS FEHMENTADOHES 

.i 
b) CALDO lUCO í ,-in micelio) 

+ El caldo rico L"'"' tratado con un ,-olvcntc or-

gi1nico y 1-\:.!S<), 

e) CALDO GASTADO dl SOLVEi'\TE HLCO 
l drenaje) l Acido pcnici\lco 

di~ucho) 

dl SOLVE.i'\TE OHGA!';ICO HICO 
El caldo rico c:-o tratado con una ~olucit"n1 Huf­
fer neutra. 

el SOLVEl\TE CASTADO f1 l\l,FFEH HICO 
(a rccupcraci{H1) 

f1 BUFFEB HICO 
El buffer rico e~ tratado ron un ~oh:ente or­
gánico y H"SO, 

g) 2o. SOLVENTE HICO h 1 BUFFEH CASTADO 
t. drenaje) 

El 2o. solvente rico es tratado con agua y 
neutralizado con un álcali. 

i) PENICILINA 
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CAPÍTULO IV 

PRIMER PASO 



Una \·ez obtenido el Caldo Rico (producto de la separación del 

líquido rnetabolítico del micelio), se hace el lhuno ""p1·irner paso", 

que es en realidad la pritn<'r·a <'Xt1·aeción que se verifica utilizando 
un ~ol\·ente orgánico. 

lnduslrialn1cnte. el Caldo Bico e:-. guardado e11 un tanque dispuesto 

adc.-,uadarnt>nt .. para el aln1accna1ui1•11Lo del líquido a bajas tempe· 

ratunl,-: de ahí "" t1·a11:-;po1·tado pur tubería,; a un 1ne=clador. llegando 

en fonna anúloga a t•,;tt' Illl'Z<:lado1· el ácido ,-ulfú1·ico diluido y el 

solvente org:ániel>. 

El ácido ,;crú el ene.argado ,¡,. bajar· t·l pl·I y ,.¡ ,.;olventt• orgánico 

extraerá lo~ ácido:-:. pe.nicílico;-:. del caldl). E~to~ proct._~:-.o:-..;. Pstán 1·eµ;u­

laclos por tre~ rnedidon.":~ dt· µa:--to que pe·rn1iten controlar el paso en 

litro:-0 poi· n1inulo ch~ cada una <le la:-:. :-:.ub:-::.tancia~ Pn trabajo .. (\7er 
fiµ:ura de· la ~eceiún Pll donde el prin1er paso t":::-'- efPctuadt.l.) 

r>o::-'lC'l"ÍUl"lllPllle la fa:--:,p aCUO~H e,-.;. ~eparada de) ~o]yenlt" orp;ánico 

por gra~·edad o ('enlrifugaci<)ll.. l_}na vez ~epan.ldos lo~ dos líquido:-;. 

se obtienP por un lacio el caltlu ¡.?;a,.;tado y por oln• t>l ,..;olv"nle 1·ico, que 

es colocado en un tanque "erncjante al almacP11ado1· riel Caldo Rico_ 

t'-Íendo La111bién a baja ternperalura para di,;rninuir la,.; JH'.",nlida;; por 

de,-tn1cción. 

El operador debe con1p1·obal" que el pH del caldo >'Ca correcto, 

ya que de e,..;La pa1·te depende el éxito del "peirner paso": para el caso 

se toman mueo;Lea,- pe1·ióclicao; en las que aden1ás ,;e detennina poten­

cia. Generalrnente las 1nuestra" "ºn lomadas cada quince minutos y 
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comprobadas inmediatan1ente eon un potenciómetro que se encuentra 
cerca de lo.s rnedidores de gasto con objeto de corregir inmediatan1ente 
cualquier irregula1·idad. 

La opcraci«>n e~ eorrecla cuando :-.P logra agotal" el (~alelo Rico y 
aden1ás las pl"rdida,.; por de,.;t1·ucciún "ºn pequcíías. 

Yi..,ta oh· la ,..t•1•t•1n11 .-n d1111d1· 1·1 p1iu1t·1· pa:--11 t•:-- 1·f1·1·tundo: 1. \l1·didon•._ d1· ga~t11. 

~- \l1•zt·ladon·:--. 
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CAPÍTULO V 

PLA:VTEO DEL PROBLEMA 



En el capítulo anterior se especificó que el Caldo Rico por pri­
mera vez se pone en contacto con el solvente para proceder a su-ex­
tracción en el Primer Paso; asimismo se citó al pH con~o uno de. los 
factores más importantes para efectuar una buena extracción_ 

1- Se va a tratar de usar otros solventes orgánicos, preguntán­
dose, de los solventes por ensayar: ¿,cuáles serán lo,.. más adecuados 
para la extracción de la penicilina? 

2. ¿Es realmente el pH un factor determinante en el proceso- de 
extracción? 

3. ¿Cuál ><erá el pH adecuado para trabajar con cada uno de.los 
solventes en estudio? 

4. ¿Puede ser agotado el Caldo Rico y sin embargo el antibiótico 
extraído no ser estable en el solvente usado? 
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CAPÍTULO VI 

JV/ETODOS E~MPLEADOS EN LA EXPER/JvIENTACION 



Las pruebas que realicé fueron con el objeto exclusivo de deter­

minar la utilidad de algunos solventes y al mismo tiempo fijar el 
pH óptimo para la extracción. L1sé para el estudio que rne ocupa los 

siguiente.-: 

ACETATO DE Al\llLO 
BENCENO 

BUTANOL CLOHOFORMO 
ETER DE PETROLEO 

l~l n1étodo utilizado en n1i práctica e~ el quP a continuación 

describo: 

a) To111é 200 e.e. de caldo rico. al que le aju,-t{, el pH. agn~gán­

dole lentatnentc ácido .-ull"úi·ico q. p. diluído al 1/10 con agua des­

tilada, hasta obtener la acidez de,-cada. 

b) lVlú,.; tarde al1aclí 200 e.e. del ,-olvenle en pru"ba. 

e) 1\lezelt:'~ P1 l'.aldo Lico con el ~olvenle y lo a~itt~ enérgicamente 

en un en1budo de separaciún du ranle do~ minuto=-'. 

d) l)ejé i·epo~ar el tierupo nece:-'ario para obtener una :-:.epa ración 

clara entre los do,; líquido:": e=-tc tit>tnpo fu{· al1·ededor ele 10 minuto.­

casi ~iernpre. 

e) Torné rnucstra.- pant potencia tanto de la fa,.o.c acuosa (caldo 
gastado) con10 <lel solventP ur~ánico rico~ en la siguiente forma: 

Caldo gastado.--Separé un volun1en de ap1·oxini.adan1ente 60 e.e. 

y lo neutralicé con bicarbonato de =-odio ,;{,]ido ha,;ta un pH de 6.8-7.0. 
El líquido neutralizado se di,.o.tJ·ibuyú en ti·e,,- tubo,; de cn.-aye, que se 

guardaron en el rcfrigeradot· y ensay(, su potencia por separado. 
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Solvente rico.--Traté un volumen del solvente ( 1 O e.e.) con 
25 volúmenes (250 e.e.) de "ºlución Buffer de un pH de 7.4 hecha 
a base de fosfatos. Esta operación la hice con el objeto de extractar 
el solvente con el Buffer, ya que las técnicas que se usan en el cuanteo 
de la penicilina requieren que ésla se encuentre en solución acuosa. 

Usé una relación de ] a 25 con el objeto ele asegurarme de que la 
totalidad de la penicilina se encontraba en la fase acuosa. De esta 
fase acuosa torné tres muestras que Larnbién ensayé por separado. 

f) Los pH a que hice las extracciones fueron los sigui en les: 
2.0, 3.0, 4.0, 5.0 y ó.00, excepto el acetato de arnilo que se hizo 

a 2.0, 2.5, .'3.0, .'3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5 .. 5 y ó.0. 

g) 1..,odas las experiencias la~ hice a temrleraturas lo rnás ba.Jas 
posible, nunca superiores a 10º. C. 

h) Las difere:Hes muestras las ensayé usando la prueba de copa, 
técnica que a continuación describo: 

PRUEBA DE COPA CON ESTAFILOCOCOS 

Preparación de las placas.-El medio de cultivo e1npleado se 
compone de Agar, Extracto de carne y Levaclu1:as deshidratadas; f>L"efi­
riéndose usar el de la casa Difco, que pa.ra el caso de titulaciones de 
penicilina tiene la fórmula preparada y lista para proceder. 

Se pesa en matraces secos un día antes de usarse, los que son 
puestos en el refrigerador y sacados hasta la mañana siguiente cuando 
se les agrega agua destilada y se agitan. l\1ás Larde se colocan en 
el autoclave a .20 libras durante .'30 minutos, y las cajas Petri, limpias 
y estériles, se llenan con 10 e.e. del agar tan caliente como sea posible 
manejarlo; verificándose e:-ta operación estando las cajas en un luga1 
plano hasta que el medio se haya endurecido, después de lo cual se 
meten tres cuar[p,,; de hora en la estufa a 37° e:. 

Como paso siguiente, "e hierve un termómetro durante 10 minutos 
y se coloca en alcohol de 95';/'a, dejándolo ahí durante toda la noche, 
manejándolo clespué:- con unas pinzas estériles se Loma la temperautra 
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del aµ:a1- para obtener con un dispositivo de agua corriente una tem­

peratura dP <•5º C .. procediéndose entonces a inocularlo con un cultivo 
de e!'tafiloco<'.<>,.;. El <:ultivo usado es controlado por titulaciones y 

e;; µ:cnPraln1ente <h· 2 e.e. por cada 100 c_c. ele medio; este conjunto 

es rnante11ido a 4S 0 t:. poniendo el n1ateaz en un baño de maría. 

/\l hacer lu inoculaciún a la;; caja,.; Petri. Sl' ernplcan 4 e.e- del 
inóculo por <'aja: u:--:.ando para t_..1 ca~n una nláquina llenadora auto­

rnática. Rotando cuidado,-a1n•·11te la,.. cajas_ se di,..;tribuye lo mejor po­

,;ible el inú<"ulo. el qu.- 111ú,.; tan.le ,.;e coloca Pll un luµ:ar plano para 

que solidifique. 

r")OI" últirllo., par;.1 la preparaci{)}1 dt~ P~la::-:. placa~, ~e CSpera dUt"UlllC 

] 5 rninulu,.; para pn1H·1· lo,.; cilindn>,- d,· ace1·0 inoxidable, lo" que 

tienen 9 rnrn. ,¡,. altun1 poi· s.:> nnn. d" diún-,.,tt·u interio1·. Antes de 

u~ar~e ~e lavan .. ~P hiet·ven varia~ Yt"'cc~, :-'P enjuap;an con agua de~ti­

lada. "º 1nelen en Pl aulucla,«· du1·anlP :~,~~ dt> hoi·a a 15 libra,.;, :;e secan 

a 148º C. du1·anl., 2 ho1·a,- y se "nf.-ían. ::;e pon<" t'l di,.;po:<itivo colo­
cador .. que :;eneraln1entP e~ dt.": cob1·c~, y ya con la~ c.li~laneia~ horadadas 

::;obre la pla~a y lo:-:. cilind1·0:::. en P~ta forrna ::-:.on pue~to:-::. en ~u lugar .. 

La!'?> cajas .. <:on ~u tnet.lio inoculado y con lo~ <·.ilind1·0~ de acero 

inoxidable o de Yid1·io en ~itio., :-'e ~ua1·dan Pn el ref1·igerador que­
dando en c._,.::-la fo1·111.a ya li~la:-:. para ~u u~o l-':ll un rnomento e.lado .. 

Prcparaciá11 <i<'l culti1:0.--Para ,.¡ ohjcto ,;e U:"a el estafilococo 

au1·eu:-;, cuya cepa e,.; la P-209, que se rnanliene en agar compuesto 

de levadura y extracto de carne. Una vez al rne,-, este inóculo es 

transfei·ido. irwubúndolu después 16 horas a 37º C. y almacenado 
a 4º C. 

Para la p1·ueba de copa se hace un cultivo de 16 horas a 37 º C. 
cada viernes ele la setnana, trasladándolo a caldo de peptona y leva­
du1·a y ut'ando pa1-a cada 200 ml. de éste un mL del inóculo; el sábado 
se hacen diluciones en agar al 1/100 y 2/100 en series de 6 cajas 
para cada dilución; de\ Standard se coloca una serie de diluciones 
en estas placas y aquella que dé zonas de 15 a 17 mm. para 0.25 
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unidades y 27 a 28 mm. para 4 unidades es la que se usa durante 

la siguiente semana con10 inóculo para las cajas de prueba. 

Técnica ¿,, prucba.--D1"uc10NES: Estas son hechas con Buffer 

estéril al L63'7o de fosfato para que di:· esta soluci{rn un pH de 6.0. 
Las dilucione,.; dcbe11 calcular,.;e en tal forma. que <len entre 0.5 

y unidad por rnl. 

La.:-> pipeta~ ~e lin1pian exteriurn1enle con ~asa estéril ¡>ara irn­

pedir que alµ;u11a:-; par·ticula,; lleguen al tubo de diluci()n (tubo de ensa­
Y" .-11 .-1 que ,.) Buffer y la n1ucslra se agregan en proporciones ade­
cuada:" para da1· la diluci<ín deseada). La,,. pipeta,; usadas para el 
objeto :-:.on :-;.t~"ro]úgiea~, ~T corno P~t{Í.ll calibradas e5pecialn1enle .. su rna­

nipulaciún '"" delicada, rnotÍYo por PI que no deben de soplarse; asi­
n1isnH> dehen de ~un1erµ:ir=--e en el líquido tre~ veces antes de chupar .. 
procurando no ~urnergir]a~ cornpletarnt~nte sino únican1enle la punta. 

J>ar·a rncdir cantidadPs de 0. l n1l. se u,..an pipetas de Kahn de 
().2 n1L ~ en toda:"' las nl r·a:--: d i1 ueione~ ~e usan ] as !-'Crol<lgica~ exceptuan· 

do la n11·dici!ín de O.~ y l .O dt• Jo,. standards. los que S<~ n1iden con 
pipeta~ \·o] un1Pt rica:-:;. 

l./enndu de cupas.--l.1 na je1·inga coueclada a uu lubo de hule y 
éste a un tubo de ,-idr-io ele cuatro pulgadas terrninado en punta 
fina. e,,; 1 o que se usa para llena 1· la.- copas. El érnholo de la jc1·inga 
se lubrica con un producto llarnado Lubriseal. Para ll1·nar la:" copas. 
las pipeta"' deh<'ll se1· insertada,- en el interior de ésta,_; hasta que to­
quen el agar para evitar que ,-;e fonnen burbujas de ai1·e que podi-ían 
impedir el poder de difusión de la soluciún de penicilina. Es esen­
cial que las copas sean llenadas uniformemente hasta su capacidad. 
va que pequeiias diferencias en su volumen podrían ciar corno resul­
tado grandes variaciones en el tamaño de las zonas, por lo que debe 
procura1·se que el menisco toque la parte superior de estas copa,-. 
Antes de Yolver a u,;ar la jeringa, la punta del tubo d .. Yidrio debe 
se1· lin1piada con ácido. enjuagada con agua destilada y este1·ilizada. 

Dependiendo del grado de exactitud se i·equieren cuatro, cinco o 
más cajas l"etri para cada serie de cinco diluciones y t"stas deben 
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ser calculadas en tal fornrn que d(•n t•ntrP 0.5 y 1.0 unidades Standard 

por ml. Ejen1plo: si ,-e >'ospeeha que la potencia Je una cantidad de 

penicilina sea de :~OO unidad"" por 011.. la primera dilución se hará 

en una pn>porc·ión de ] n1l. por 299 de Buffer para obtener en esta 
forrna una aproxirnaci(;11 de una unidad por rnl.. la ,-egunda de 1 :400. 

la otra de ] :500, una n1ú" d•· l :()00. 

Las placas se incuban en la t"stufa a ."~7º C. de 14 a 18 ho1·a,.. 

l-'ara Ja prucl_,a de copa de rutina :-;e u~an do:--; ~landard~: l_'no 

consiste"' Pl1 cri~t~dP~ dt?' p.-nicilina :--<Jdiea (; de i (>Ú7 unidadef.' por 

rniligrarno y ntr·o ('Jl ,-al <"iilcica Squibh ."~285 de 470 unidade,.; por niili­

grarno. l·~I ~1andacd ~<Jdico ~e. pc~a cada do~ ~cn1a11a~ en un<:i n1icro­

balanz.a y ~<~ di~ucl\·,_~ Pll agua tride~tilada para ohtene:r J ()() gan!rnaf' 

por 1nl. E~ta ~ulucic'n1 ~e c_'.(1JI~c·rva t~n .:ír:npula~ 1>reviarr1enlP lirnJ>Ía(la:-:. 

con ácido, guardando t•f <'nnjnnto Pll 1·l con{.!:"e1ador a 4º (~. Se usa 

una diarianu--nte. 

Para pr<"pa1·a1· Jo,.; .-;tandard,.; el" ,.;al cálcica. ,:,..ta debe ,_.,,. con­

f.'ervada ~cea t•n án11nda~ de \·idrio ~elJadas y colocadas en un def'.eca­

dor a 4° C. Se pc:-;an J S a 20 rniligran1os en una balanza analítica 

y !'.-'e disue]yen Pll agua tridc:-->tiluda ha:-:.ta tener una concentración de' 

47 unidadc,.; por mi. Los tipo,.; se diluyen en el misn10 Buffer fo,.;fa­
tadu quP se Ya a u"'ar pan1 hacer las diluciones de Jo,- problema,-. 

~s nece!"-a rio Leuer en cuenta que Ja:-:. rnueslrns dehPn ~e.r ~uficien­

tes para forma1· .~eis ~eries de ~5 dilucinne~ cuela u11a. 

La posición de la copa núrnen> 1. debe ser marcada en la eaja 
Petr·i eon un lápiz graso, debiendo llenar las otras en el ,;entido de Ja,_ 
manecilla,- del t·eloj. La .Sa. copa deberá tener siempre el standard.· 

Las cajas <¡UC" van a "'er u:o;adas "e ponen abierta" enfrente del 
llenador·; ,-i la" dilucior1<•s ,·an a ,.,.,. llevadas a cabo en 4 cajas, 4 

serán las que estén enfrente del llenador. y las tapas de estas cajas 
se n1arcarán con lápiz graso (6a, 6b, 6c ... ) para indicar en esto 
que se trata de la sexta serie copa a, b, c. 

La copa nún1ero 1 a será la primera en llenarse, la b después, y 
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así :-5Uce~ivarnente en <"ada placa. (Ja:--:. leclura:-:. ~e harán e11 el rn1srno 

orden~ para t"llo, :-:.t• lt-en lo:-:. dic."uuctro:-:. de las zona~ por n1edio de un 
contador· dt" (·olonia:--: tipo <JuPbPc., Pquipado con t~F-ca1a n1ilin1t~lrica. 

(\.~er fi~ura:-0 f·orrc~pondÍt"lllf~:--:..) 



l 
f ..• ,· 
•' 

Le«.'tt1ras: lo~ <liúnu~tros dt• las zonas~.- lt•t•n co11ta1!01· dt" 1·olt111ia:-; d1• tipo ()11t·lu·1· .-qui-
pado t•on 1111a t•,.;1·ala r:tilirnc'tric-a. 
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Los problema:,; se rniden en la escala más cercana al J./:! milí­
metro, no así los tipos, que ,;e leen en la escala más cercana a 0.2 
milímetro,.;. El paralaje ,_;e evila haciendo las lectura,_; en la sombra 
que proyecta tel cal ibntdor en el agar. (Cada serie de cajas debe ser 
leída por la rni:--;nt<.1 per~ona para e\·i1ar en lo posible crrort"'s úplico:-..) 

Las copth dcbt>n ,..,.,. quitada,- anl<.,, de hace1· la:s lectura>' voltean­
do rápidan-1enlc la caja. Lo,... de1-i-ant<·,... pueden ,_,.r obst·rvado" fácil­
mente por las i1·rpgularidades en los lírnites de la zona~ asiniisrno !'Í 

se obser\·a que· hay pequeiias µ;-uta:--- en <Al exl,~rior de la:-' copa~ e:;; se­
guro que huho un <lc1·1·arne. 

Cálculo de la polc11cia.--l>.a1·a e;-;to sp u:--:.a papel sen1iloga1·ítn1ico. 

colocando en el eje dt• la,; ab>'ci"ª" Ja,... lecturas <'n rnilirnetros de la,.; 
diferente>-' zona:; leídas en los ti¡,os. y en el eje de la>< 01·denada:" la 
polencia en unidade,.; de la,.; ,·aria" diluciones de lu,.. rni>'rno:s y que 
son del enlendirnienlu dt· uno al u~a1· Ju,- ,-LandanJ,_ de potencia co­

nocida. En igual for111a "" pr·ucederá con lo,- p1·oblerna,-. Haciendo 
hincapié que una vez obtenido:-:. lo~ n:."~ultados en la gráfica de estos 
último:;, :será nece,..ano rnultiplicado" por ,.;u diluciún, eliminando 
aquellos que varíen en un 10~/{:. o rná:s. 

Si tenen1os corno 1·e,..ulLado ele la g1·áfica una línea recta en el 
papel semilogarílmico comprobaremu>' que el medio y el cultivo fue­
ron sati:sfactorio,... Del conjunto de lecturas se hace un promedio, 
obteniéndose de esta n1anera la potencia final. 
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CAPÍTULO VII 

RESULTADOS OBTENIDOS 



Lo:' resultado,.; por 1ní obtenido.-, aunque tienen vnlo1· práctico, no 
pueden ton1ar:--e con·10 dalo!"' absoluto~ .. ya que para poderlo~ aceptar 
en e~te {tltin10 :--entido~ dPhPn de f-'.Pr 1·epetida~ la!-' expei-it:_•n.cias varia~ 

vece~ y en condicionP:-:. di~en·nte.:··< con el ohjPtn de co1npn .. _)bar la efica­
cia o ineficacia t_}l~ algún :-:.nl'\·Pnte en pai·ticulai-., ya que prohahlenH.~nle 
lu" re,.;ultado;; varíen d.,hido a la divPr,.;idad de caq!:n>' en el tanque: 
e~ decir, en la:-:. expPl"Ít.""ncia:-:, i·ealiz.ada:--' u:-:.(· n1ue:-:.t1·a~ dP ltu1quPs de 

potencia nwdia. p<'ro <klw tc•ttt•i-,-,· en cttt·nta quP po,.;ihle111ente lo:­

··~ul tadn:-:. di ficran ~ratH ll"1ne·ntt· \UH>:-- dl· nt t·u:-:. al u:-;.a r tTtuc:-:.l ras de 
tanque:- <],. potencia notabl ... o dL· aquPllo:- de 1nínirno n·ndiiniento; 

en una fon11a n nlra Pl trabajo h,·cho 1ne ha conducido a conclu:-::.ione~ 

finale" qu<' di:-culu t•n el pL·núltin1n capítulo. 

l.. .... u~ dalt.l~ ubtcni,lo~ P!l la:-' di,·cr:-'a~ ex1u~riencia~ son lo~ ~iguienle~: 

Experimento :-\" 1.-·--SOLVE:"TE: Acetato de ami\o e¡. p. 
¡>!·\ de\ caldo ri.-n: ú.C. 
Potencia del <"al do rico: 2C>O ul) /e.e. 

Nornhrt.• (\t.• n1ut.•st1-n 

A-
A- 2 
A-,-, 
A- 4 
A- 5 
A- 6 
A- 7 
A- 8 
A- 9 
A-10 

C.-\LDO CASTADO 
pl-1 H.esultado final clf! la potencia 

6.5 
6.0 
5.5 
5.0 
4.5 
4.0 
3.5 
3.0 
2.5 
2.0 

~l 

en pruehn de copa 

250 uO /e.e. 
238 
190 
171 
114 

:>.9.7 
13.9 

6.85 
3.7 
1.83 



5 

3 

_,,, 
I 

i 
i 

:>. i 

A-11 
A-12 
A-l:'l 
A-14 
A-15 
A-16 
A-17 
A-18 
A-19 
A-20 

ACETATO HICO 

6.5 
6.0 
5.5 
5.0 
4.5 
4.0 
:3.5 
:3.0 
2.5 
2.0 

47.5 uO /e.e. 
59.25 
77.25 

170.0 
182.5 
2:35.5 
215.0 
220.0 
2HL75 
200.25 

\Cada una de las 1nucstn1s ~e Lornt, por triplicado) 

_.,,.. 

·------­-------
.,,,,.-----------· 

/O 

rRATAH/E.NTO .OEL CALbO .t?téo 
CON ACETATO L>E A/Y/LO 

,.,,e~TATO ,R,/co 
CA,/.00 GA.STAoo- .. -

""º 
0 /o ...,..tl,....ENC/A 06TEN.t.OA 

52 

..,.....-_ _..---

80 

/ 

/ 

·--

vo 



6 

3 

2 

Experi111ento N'-' 2.--SOLVF:l\:TE: Eter de petrólt'O 
pl-I del caldo rico: (>.R 

Potencia del ca Ido rico: 250 u O /e.e. 

C/\.LDO GASTADO 
Nombre cit.• .n1u.Pstn1 pH H(•sultado final ele In potencia 

en prueba de copa 

A-21 
A-22 
A-2:-\ 
A-2'1 
A-25 

A-26 
A-27 
A.-2t-~ 

A-29 
A-:clü 

/RAIA'"!'7.É.-VTO .OEL ~A¿.Po 

2 
:-~ 

4 
5 
6 

ETEH RICO 

2 

4 
5 
6 

-·-·-·-
~/CP ca.-v ETER O.E .PGT~o,¿_.eo 

.:='A¿oo t:J"'1.STA,OO -·-· -

¿¡.'O • fO 60 

% P072TYC/.4 0.ST..G-v/.á-4' 
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165 
Hlü 
204 
2-1-=~ 

No dió zonas 
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Experimento N'-' :-l.--SOLVENTE: Cloroformo. 
pH del caldo rico: 6.3. 
Potencia del caldo rico: 270 uO /e.e. 

CALDO GASTADO 
No1nbn.-.. de n1uestrn pH He~ultado finnl de la poteucia 

6 

4 

2 

A-:-n 
A-32 
A-::1:-1 
A-34 
A-::15 

A-::~G 
A-:H 
A-~~8 
A-:-39 
A-40 

/ 
/ 

i 
i 
i 

-·-· 

2 
3 
4 
5 
6 

CLOHOFORMO 
2 

---

3 
<l• 
5 
6 

TRATA/lnENro ,o¿::-¿_ CA.LOO 
.R/co CON c..:. O~o.~oR~O 

C'.C.OROFoR,,...,O R/CO --­

C"'4L00 OASrAoo-·-·--

.30 40 

HICO 

en prucbn de copa 

18.2 uO / e.e. 
24.5 
58.9 

176.2 
235.0 

203.75 uO /e.e. 
20::1.75 
155.0 
81.25 
18.75 

------

% POTENC/A OBTEN/DA. 
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Expedmento N'' ·•!-.--SOLVENTE: Butano!. 
pH del caldo ric:o: 9 
Potencia del caldo rico: 2~1-B u() / e.e. 

CALDO GASTADO 
Nombrr. de rnuc!;tra pl-I Ht_•sultnrlo final de la potencia 

JH"ltt.•lli:t de copa 

6 

A-4·1 
A-42 
A-4:1 
A-44 
A-45 

A-46 
A-47 
A~48 

A-49 
A-50 

\ 
i 
/ 

I 
/ 

./ 

2 
•y .. 

BlJTANOL HICO 

2 
:3 
4 
5 
(J 

4 ........ ---·-

// 
/ 

3 i 
i 

2 

;r,,l;W1';ttf.NIENTO DEL CALLJO 

RiCo CON .surANOL. 
.6UTAN,U. R/Co --­

C..IU.DO 6ASrAoo-----

%0 30 

;,5 

1.8 uO /e.e. 
2.7 

:10.0 
61.5 
61.0 

100.0 uO /e.e. 
152.5 
1:35.0 
125.0 
107.5 

i'O 80 90 
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¡r 

4 

Experimento N•> .5.-SOL VENTE: Benceno 
pH del caldo rico: 6.85 
Potencia del caldo rico: .~JO uO/c.c. 

CALDO GASTADO 
Notnbre de n1uestrn pH Resultado final de ln potencia 

eu pruebu de copn 

A-51 
A-52 
A-53 
A-54 
A-55 

A-56 
A-57 
A-58 
A-59 
A-60 

/O 

2 
•.• ., 
4 
5 
6 

BENCENO HICO 
2 
;1 
4 
5 
6 

;i--.,.p4)';:fA?/EA/TO OEL CAL.00 

~,,,.co co..-v .B¿'",.;yce..vo 
C.A.t.'PO t7A.Sr4.oo -·-·-

so 

56 

60 

205 uO /e.e. 
285 
210 
28:'! 
297 

.-­---

RO 90 



CAPÍTULO Vlll 

CONCLUSIONES 



a) De los re.-ultaclos obtenidos en rni t1·abajo ,.;e puede deducir que 
hay gt·an núrnero de ,;olvt>ntcs que "'" pueden utilizal" para la ext1·ac­
ción de la penicilina. 

b) El pH a que lo.- di,·t""'º" ,-olvent<·.- tient-n ,;u rnáxima activi­
dad extractiva ,·a1·ía de uno a ot1·0. 

e) l 1 n eontL"ol con,;tantP sob1·c· el pi 1 a que ,.;p ef«·etúa la extrac­
ción es de p1·irnerísi1na in1po1·tancia., yn que la efel'tividad de los 
~olventes varía notal>l(·rtH ... nle con {·~tP. 

d) :\lgutHl:-:. ~ol'>enle=-- <l1·gú11ÍC(l~ tienen la 

la penicilina~ ~iendo t.'·:--;la (IP~truída Pll :--:u :-->«:>-no 

el mismo ;oob;enlP ,.¡ <¡U<' la de,.;t1·uye. 

propiedad c1,, extrae1· 

n1uy n.'ipidarnente. o e:; 

e) No todos lo:-:. =--olYente:-; orgánico~ !:'Otl utilizable:-:; P:Il la extrac­
ción de la penicilina. ya que ,.;u capacidad ext1·aetÍ\'a e,; variable 
y alguno:::; ocasionan la destrucción del antibiótico poi· inecanismos 
que me ~on desconocido:-< .. 
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