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CariturLo 1

INTRODUCCION



La produccion de

cultive sumergido, es
tualmente estd en su f{ase de mejoramientos
dia existe la tendencia a la obtencion de esta
formas de actividad y pureza.

la penicilina en gran escala, por el método de

reciente. y por ello es posible decir que ac-

sucesivos, pues dia a

droga en sus maximas

Ha =ido mi objceto al ejecutar este trabajo en los estudios que he

hecho, encontrar algo que aunque no pretenda ser de una gran utili-

dad inmediata, si, por lo menos., realizar una s
puedan ser base para investigaciones futuras

prictico para la industria de nuestro pais.

erie de experiencias que

de un valor realmente



CariTuro 11

GENERALIDADES



El éxito de la produccién comercial de la penicilina esta basado
especialmente en dos factores. Uno es la seleccidon de cepas que ‘pro-
duzcan mayor cantidad del antibiético en tiempos mas 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 problemas que se tienen durante la
produccién de la penicilina, fase que se designa generalmente como
fermentacién, abarcan diversos aspectos, siendo los mas importantes
la esterilidad de los cultivos, mantener al hongo en condiciones opti-
mas (temperatura, {lujo de aire, sin espuma ecte.), a mas de conser-
var las cepas en condicienes adecuadas que eviten la apariciéon de
mutantes inactivos.

Los problemas que se tienen durante la extraccién son también
de gran importancia, -pudiéndose cilar como ¢l de mayor atencion
el de la seleccién de solventes adcecuados, de precio bajo, que permi-
tan su manejo en grandes cantidades y que verifiquen una extraccién
efectiva de la penicilina, sin destruirla, y que ademas permitan la
purificacién del antibidtico por la eliminacién de los pigmentos y
otras impurezas que lo acompaiian. FEl 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 industrial, se hari la siguien-
te division: :
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1. Seleccion de cepas activas y preparacién de un indéculo ade-
cuado para usarlo en escala industrial.

2. Preparacion de los medios de cultiva.
3. Incubacidn.

4. Cosecha.

5. Extraccion.

6

. Cristalizacién.

Aungue en este trabajo me concreté a estudiar algunos problemas
del inciso 5, describiré brevemente los demas puntos con el objeto de
presentar una visién de conjunto.

1. Seleccion de Cepas activas v preparacién de un indculo ade-
cuado para usarlo en escala industrial.—l.a primerva cepa que se
utilizé en la produccion de penicilina. como es bien sabido, fué la
aizslada por Sir Alexander Fleming en 1928, habiendo sido clasifi-
cada inicialmente como Penicillinvm rubrum por los micdlogos del
St. Mary’s Hospital. citandosele con ese nombre en las primeras pu-
blicaciones. Posteriormente s¢ revisoé su clasificacion designiandosele
como Penicillivm notatum. un hongo muy =emejante al Penicillum Chry-
sogenum (penicillum del latin Pincel) : la eclaxificacion correcta se
debio a Raistrick.

El hongo aislado por Fleming fué el que =e utilizé en las prime-
ras experiencias, pero una vez demostrada la utilidad de la penieili-
na como agente terapdéutico, se han aislado gran nimero de cepas, de
las que existen actualmente numerosas variedades, habiéndose selec-
cionado las midis adecuadas para los mdétodos modernos de produc-
cién. A dichas cepas y variedades se les designa generalmente por
claves.

Una vez seleccionada una cepa adecuada, se prepara el indculo
generalmente en botellas de blake, ya sea utilizandose un medio liquido
como el Czapek-Dox o el Sabouraud. con el objeto de obtener un
cultivo en superficie, o un medio con granos vegetales, generalmente
trigo, tratandose de obtener una mayor superficie de crecimiento para
el hongo y en esa forma asegurar un inéculo mas rico en esporas.
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IL.as cepas deben estar bajo perfecto control, ya que, como obser-
vé Thom, los caprichos del Penicillum notatum son tales, que cul-
tivos sucesivos pasados de laboratorio a laboratorio y aan de inves-
tigador a investigador. presentaban una diferencia extraordinaria en
su rendimiento.

Csta experiencia condujo a la conclusiéon de que “‘a menos que
el Penicillum notatum sea cultivado con gran cuidado puede perder
su valor efectivo en el laboratorio de fermentacién®. Thom considera
que estas diferencias pueden deberse a una constitucién metabolitica
individual, como en los seres humanos, o posiblemente a la existencia
de complejos enzimaticos.

2. Preparacion de los medios de cultivo.—ILas {6rmulas de los
medios de cultivo actualmente en uso varian notablemente de una com-
pafia a otra, siendo ademas diferentes cuando se usa el método de
cultivo en superficie o el sumergido; pero en general son variedades
del medio de Czapek-Dox, semisentéticos usados desde 1930 por Rais-
trick y sus colegas, que con las modificaciones actuales estos medios
tienen como ingredientes principales a los siguientes:

1. Agua del cocimiento del maiz.

2. Sacarosa.

. Nitrato de sodio.
Fosfato monopotasico.
Sulfato de magnesio.
Carbonato de calcio.
Aceite de soya.
Sulfato de zinc.

Agua. i
1 medio empleado en las plantas que usan el método de cultivo
sumergido es preparado en el mismo tanque, asi como esterilizado.

MO0 0w

Estos grandes tanques construidos exprofeso deben llenar, como factor
de primera importancia, el mantenimientos de la esterilidad del medio
tanto antes de la inoculacién como después de ella, ya que la entrada.
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Y

de cualquier otro microorganismo a éstos o a los frascos de cultivo
puede ocasionar la pérdida total de la penicilina por acciéon enzima-
tica (penicilinasa) en muy poco tiempo.

[La esterilizacion del medio se hace generalmente en forma enérgi-
ca, a veces hasta 1135 horas a 120° C. vy a 20 libras de presion. en-
friandozele en seguida lo mas rapidamente posible hasta una tempera-
tura favorable para el cultivo (4 0 — 257 C.). usandose agua helada

o salmuera que pasan por serpentines o chaquetas. La presion in-

~

terior de los tanques debe procurarse que =ea siempre mavor que la
atmosférica, con el objeto de evitar la entrada de particulas de polvo
o microorganizmos del exterior, a través de posibles fugas.

Las transferencias del medio de cultive o cultivos de un tangue
a otro, =¢ hace siempre a través de tuberias que =¢ han esterilizado
también en forma enérgica con vapor.

3. Incubacion.—1Para este paso es indispensable conziderar las
exigencias del hongo: es decir, temperatura éptima para =u desarrollo,
aereacion constante, ya ue se trata de un organi=mo aerobio, agita-
cién continua para favorccer el desarrollo sumergido y una presion
mayor a la atmosférica que nos asegure la imposibilidad de que or-
ganismos contaminantes se introduzcan al interior del tangue en tra-
bajo.

Para mantener una temperatura lo mas constante posible, los tan-
ques estan provistos de chaquetas o serpentines por los que circula
agua o deja de circular, siendo regulado por medio de controles au-
tomadticos. ISsta temperatura es mantenida alrededor de 25° C. y =e
ha considerado como la 6ptima para trabajar bajo las condiciones de
nuestro pais.

La aereaciéon es hecha por medio de grandes compresoras que
mandan el aire a un tanque almacenador; mas tarde, en este proceso,
el aire pasa a través de unos cilindros metialicos que contienen en
su interior lana de vidrio estéril, verificidndose una verdadera filtra-
cién. De los filtros, el aire pasa al serpentin que se encuentra en la
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parte inferior del tanque. El volumen de aire utilizado por unidad de
tiempo esta controlado automaticamente en forma aniloga a la tem-
peratura.

[.a agitacion es producida por medio de aspas que estian colo-
cadas cerca del fondo del tanque y movidas por motores eléctricos.

La presion se regula manualmente ajustando las valvulas de entra-
da y salida del aire.

El tanque GERMINADOR es similar al tanque fermentador, y
tiene por Gnico objeto permitir el desarrollo de gran cantidad de
micelio vegetativo. que =e usaria como indculo de lox fermentadores,
teniendo en cuenta que este altimo es 10 veces mayor. (Ver la ligura
del Departamento de Fermentacion.)

La inoculacion de los germinadores =e hace vaciando en condi-
ciones estériles el contenido de una botella de Blake (frascos que
presentan una gran superficie para el desarrollo de colonias) con
cultivo de Penicillium, ya zea en medio liquido o en trigo.

e

Vista del departamento de fermentacion. 1. Tanques germinadores, 2. Tanques [ermentadores,

3. Tanque de alimmacenamiento de ealdo rico para tenerlo a bajas temperaturas,
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Una vez inoculado el germinador, se espera a que {ste lenga un
crecimiento de aproximadamente 30 horas, tiempo después del cual
se verifica una transferencia completa al tanque fermentador, en don-
de el tiempo de desarrollo es de alrededor de 50 horas, lapso sufi-

ciente para proceder a la cosecha.

a) BOTELLA DE BLAKE

-

b) TANQUE CERMINADOR

€

c) TANQUE FERMENTADOR

<

d) COSECHA EN EL FILTRO ROTATORIO

<

e) TANQUE ALMACENADOR

Es necesario hacer notar que generalmente éste es el tiempo de
.produccién, pero estara regido por diversas circunslancias que modi-
fiquen el tiempo que tarda en obtenerse la mdxima potencia.

Cuando un cultivo es demasiado viejo (80 horas) la potencia
decrece considerablemente, motivo por el que es necesario fijar el
momento 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 corta, la prueba de copa y ademas la prueba de esterilidad
que nos indicara la presencia de microorganismos contaminantes.

4. Cosecha.—IL.a cosecha consiste en la separacién del micelio ve-
getativo del liquido metabolitico al que llaman “caldo rico” y que
contiene a la penicilina en solucidén. Esta operacién se verifica en
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un filtro rotatorio de gran capacidad (ver figura) o en grandes filtros
prensa. El liquido asi obtenido pasa a un tanque de almacenamiento,

o

donde se enfria a bajas temperatura: 53° C. (tangque de caldo rico),

con el objeto de disminuir la destruceion de la penicilina.

Filtro rotatorio en el que el caldo rico ec <separada del miceliol
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Carituro I1I

EXTRACCION




En una Planta de Penicilina, esta operacion se hace generalmente
en varios pasos: y =e llama ““extraccion” a un conjunto de extraccio-
nes sucesivas que lienden a ir disminuyendo de volumen el liquido
que contiene a la penicilina hasta llegar a las llamadas ““sales™, que
son soluciones acuosas de sales de los dcidos penicilicos relativamente
puras y que se toman como base para las cristalizaciones.

La penicilina estad formada en realidad por esas =ales, las cuales,
cuando =on de metale= alecalino= comao el =odio y el potasio o alcalino-
L1érreas como las de caleio, =on muy =olubles en agua. pero a pHs
bajos: es decir cuando por estar en presencia de dcidos muy disocia-
dos dejan de estar bajo forma de zal. los deidos penicilicos son mu-
cho méas =olubles en algunos =olventes organicos, y basindose en esta
propiedad =e hacen lox diversos sistemas extractivos.

Desceribiendo en pocas palabras un método de extracceion, podemos
decir que consiste en hacer pas=ar la parte activa del caldo rico (aci-
dos penicilicos) a un =olvente orgianico. haciendo esta operacion a pH
bajo. Los acidos penicilicos son recobrados tratando la solucién orga-
nica ya =sea con una =olucién de Buffer o agregando agua v ajustando
el pH con un alcali hasta un punto cercano a la neutralidad. A la nueva
solucién acuo=a de la penicilina se le trata otra vez con un solvente
organico a pH bajo y ex recobrada en forma analoga hasta que la
penicilina haya eliminado en los diversos cambios de solvente a la ma-
yvor parte de lax impurezas que la acompanan.

Légicamente una extraccion ideal seria aquella en que se utilizara
un solo solvente organico.
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Primer Paso

Segundo Paso
= .

Sales

PROCESO DE EXTRACCION

a) PENICILINA DE LOS FERMENTADORES

by CALDO RICO

(=in micelio)

il caldo rico o= tratado con un =olvente or-
gianico y H.50,

c) CALDO GASTADO d)y SOLVENTE R1CO
tdrenaje) tAcido penicilico
disueita)

dy) SOLVENTE ORGANICO RICO

El caldo rico e= tratado con una solucién Buf-
fer neutra.

e) SOLVENTE GASTADO ) BUFFER RICO
(a recuperacion)

fy BUFFER RICO
El buffer rico es tratado con un

solvente or-
ganico vy H.S0,

g) 20. SOLVENTE RICO h) BUFFER GASTADO

(drenaje)

El 2o0. solvente rico es tratado con agua ¥y
neutralizado con un alcali.

i) PENICILINA
28



CapituLro IV

PRIMER PASO -



Una vez obtenido el Caldo Rico (producto de la separacion del
liquido metabolitico del micelio), se hace el llamo ““primer paso™,
que es en realidad la primera extraccién que se verifica utilizando
un =olvente orgdnico. )

Industrialmente. el Caldo Rico ex guardado en un tanque dispuesto
adecuadamente para el almacenamiento del Tiquido a bajas tempe-
ratura=: de ahi e: transportado por tuberias a un mezclador. llegando
en forma analoga a este mezclador el dcido =ulfiirico diluido y el
solvente orginico.

El dacido =erd el encargado de bajar el pH y el solvente organico

extraerd los dcidos penicilicos del caldo.  Estos procesos estin regu-

lados por tres medidores de gasto que permiten controlar el paso en
litros por minuto de cada una de las substanciax en trabajo. (Ver
figura de la seceion en donde el primer paso es efectuado.)

Posteriormente la fase acuosa es

eparada del solvente organico
por gravedad o centrifugacion. Una ver separados los dos ligquidos
ze obtiene por un lado el caldo gastado y por otro el =olvente rico, que
es colocado en un tanque semejante al almacenador del Caldo Rico.
siendo también a baja temperatura para disminuir lasx pérdidas por
destruccion.

El operador debe comprobar que el pH del caldo sea correcto,
ya que de esta parte depende el éxito del “primer paso™

: para el caso
se toman muestras periodicas en las que ademas se determina poten-
ia.

2]

Generalmente las muestras son tomadas cada quince minutos y



comprobadas inmediatamente con un potenciémetro que se encuentra
cerca de los medidores de gasto con objeto de corregir inmediatamente
cualquier irregularidad.

La operacion es correcta cuando se logra agotar el Caldo Rico y
ademas las pérdidas por destruccion son pequenas.

Vista ode o =eceidn en

donde el primer pazo ex efectuado: o Medidores

de paxto.
2. Mezeladores,
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Carituro V

PLANTEO DEL PROBLEMA



En el capitulo anterior se especificé que el Caldo Rico por pri-
mera vez se pone en contacto con el solvente para proceder a su-ex-
traccion en el Primer Paso; asimismo se cité al pH como uno de.los
factores mas importantes para efectuar una buena extraccidn.

1. Se va a tratar de usar otros solventes organicos, preguntan-
dose, de los solventes por ensayar:
para la extraccién de la penicilina?

scuiles serin los mas adecuados

2. ;Es realmente el pH un factor determinante en el proceso de
extraccidén?

3. ¢ Cual sera el pH adecuado para trabajar con cada uno de:los
solventes en estudio?

4. ;Puede ser agotado el Caldo Rico y sin embargo el antibistico
extraido no ser estable en el solvente usado?
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CapirurLo VI

METODOS EMPLEADOS EN LA EXPERIMENTACION




I.as pruebas que realicé fueron con el objeto exclusivo de deter-
minar la utilidad de algunos solventes y al mismo tiempo fijar el

pH 6ptimo para la extraccién. Usé para el estudio que me ocupa los

siguientes:
ACETATO DE AMILO BUTANOL CLOROFORMO
BENCENO ETER DE PETROLEEO

El método utilizade en mi practica es ¢l que a continuacion
describo:

a) Tomé 200 c.c. de caldo rico, al que le ajusté el pH, agregan-
dole lentamente dcido sulfarico gq. p. diluido al 1,/10 con agua des-
tilada, hasta obtener la acidez deseada.

b) Mas tarde anadi 200 c.c. del solvente en prueba.

c¢) Mezclé el caldo rico con el solvente y lo agité enédrgicamente
en un embudo de separacion durante dos minutos.

d) Dejé reposar el Hempo nece=ario para obtencer una separacién
clara entre los dos liquidos: este tempo {ué alrededor de 10 minutos
casi siempre.

e) Tomé muestras para polencia tanto de la fase acuosa (caldo
gastado) como del solvente organico rico, en la siguiente formas:

Caldo gastado.—Separé un volumen de aproximadamente 60 c.c.
y lo neutralicé con bicarbonato de sodio =6lido hasta un pH de 6.8-7.0.
El liquido neutralizado se distribuyd en tres tubos de ensaye, que se

guardaron en el refrigerador y ensayé su potencia por separado.
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Solvente rico.—Traté un volumen del solvente (10 c.c.) con
25 voltimenes (250 c.c.) de solucion Buffer de un pH de 7.4 hecha
a base de fosfatos. Esta operacion 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 ésta se encuentre en solucién acuosa.
Usé una relacién de 1 a 25 con el objeto de asegurarme de que la
totalidad de la penicilina se enconiraba en la fase acuosa. De esta
fase acuosa tomé tres muestras que también ensayé por separado.

f) Los pH a que hice las extracciones fueron los siguientes:

2.0, 3.0. 4.0, 5.0 y 6.00, excepto el acetato de amilo que se hizo
a 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 y 6.0.

g) Todas las experiencias las hice a temperaturas lo mas bajas
posible, nunca superiores a 10°. C.

h) Las difereates muestras las ensayé usando la prueba de copa,
técnica que a continuacién describo:

PRUEBA DE COPA CON ESTAFILOCOCOS

Preparaciéon de las placas.—IZ1 medio de cultivo empleado se
compone de Agar, Extracto de carne y Levaduras deshidratadas; prefi-
riéndose usar el de la casa Difco, que para el caso de titulaciones de
penicilina tiene la férmula preparada y lista para proceder.

Se pesa en matraces secos un dia antes de usarse, los que son
puestos en el refrigerador y sacados hasta la mafnana siguiente cuando
se les agrega agua destilada y se agitan. Mas tarde se colocan en
el autoclave a 20 libras durante 30 minutos, y las cajas Petri, limpias
y estériles, se llenan con 10 c.c. del agar tan caliente como sea posible
manejarlo: verificindose esta operacidn estando las cajas en un luga:
plano hasta que el medio se haya endurecido, después de lo cual se
meten tres cuartos de hora en la estufa a 37° C

Como paso siguiente, s¢ hierve un termémetro durante 10 minutos
y se coloca en alcohol de 959, dejandolo ahi durante toda la noche,
manejandolo después con unas pinzas estériles se toma la temperautra
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!
{

del agar para oblener con un dispositivo de agua corriente una tem-
peratura de 45° (., procediéndose entonces a inocularlo con un cultivo
de estafilococos. El cultive usado es controlado por titulaciones y
generalmente de 2 c.e. por cada 100 c.c. de medio; este conjunto
mantenido a 45 (L. poniendo ¢l matraz en un banfo de maria.

Al hacer la inocculacion a las cajas Petri, se emplean 4 c.c. del
in6culo por caja: usando para el caso una maquina llenadora auto-
matica. Rotando cuidadozamente lax cajas. se disiribuye lo mejor po-
sible el indculo. el que mas tarde se coloca en un lugar plano para
que =olidifique.

Por altimo, para la preparacion de estas placas, se espera durante
15 minutos para poner los cilindros de acero inoxidable, los
tienen 9 mm. de¢ altura por 5.

que
mm. de didmetro

interior.  Antes de
usarse s¢ lavan. se hierven varias veces, =e enjuagan con agua desti-
lada. se¢ meten en el autoclave durante 37 de hora a 15 libras, se secan

a 148° (. durante 2 horas y se¢ enfrian.
¥

Se pone el dizpositivo colo-
cador., que generalmente es de cobre, y ya con las distanciax horadadas
sobre la placa y los cilindros en esta forma son puestos en =u lugar.

Las cajas., con su medio inoculado y con losz cilindros de acero
inoxidable o de vidrio en sitio, =e guardan en el refrigerador que-
dando en esta forma ya listas para su uso en un momento dado.
Preparacién del cultivo.——Para el objeto se usa el estafilococo
aureus, cuya cepa es la P-209, que se manliene en agar compuesto
de levadura y extracto de carne. Una vez al mes, este
transferido. incubindolo después 16 horas a 37° C. y almacenado
a 4° C.

inéculo es

Para la prueba de copa se hace un cultivo de 16 horas a 37° C.
ada viernes de la semana, trasladandolo a caldo de peptona y leva-
dura y usando para cada 200 ml. de éste un ml. del inéculo; el sabado
se hacen diluciones en agar al 1/100 y 2/100 en series de 6 cajas
para cada dilucién: del 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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27 a 28 mm. para 4 unidades es la que se usa durante

semana como inéculo para las cajas de prueba.
Estas son hechas con Buffer

unidades y

la siguiente
Técnica de prucha.—DI"UCIONES:

estéril al 1.63% de fosfato para que dé esta solucién un pH de 6.0.
Las diluciones deben calcularse en tal forma. que den entre 0.5

v 1 unidad por ml

l.as pipetas se limpian exteriormente con gasa estéril para im-
pedir que algunas particulas lleguen al tubo de dilucién (tubo de ensa-
ve en el que ¢l Buffer y lu muestra se agregan en proporciones ade-
dar la dilucién deseada). Las pipetas usadas para el

cuadas para
v como estin calibradas especialmente, su ma-

objeto son seroldgicas,
nipulacion ex delicada, motivoe por el que no deben de soplarse; asi-
mismo deben de sumergirse en el liquido tres veces antes de chupar.
procurando no sumergirlas completamente sino Gdnicamente la punta.

>ara medir cantidades de 0.1 ml. se us=an pipetas de Kahn de

0.2 ml.: en todas las olras diluciones se usan las seroldégicas exceptuan-
do la medicion de 0.5 y 1.0 de los standards. los que se miden con
pipetas volumdétricas.

Ilenado de copas.—Una jeringa conectada a un tubo de hule y
tubo de vidrio de cuatro pulgadas terminado en punta
El émbolo de la jeringa
Para llenar las copas.

¢éste a un
fina. es lo que se usa para llenar las copas.
se lubrica con un producto llamado Lubriseal.
las pipetas deben ser insertadas en el intevior de ¢stas hasta que to-
quen el agar para evitar que se formen burbujas de aire que podrian
impedir el poder de difusion de la solucion de penicilina. Es esen-
cial que las copas sean llenadas uniformemente hasta su capacidad.
va que pequenas diferencias en su volumen podrian dar como resul-
tado grandes variaciones en el tamafo de las zonas, por lo que debe
procurarse que el menisco toque la parte superior de estas copas.
Antes de volver a usar la jeringa, la punta del tubo de vidrio debe
ser limpiada con acido. enjuagada con agua destilada y esterilizada.
requieren cualro, c¢inco o

Dependiendo del grado de exactitud se
diluciones y éstas deben

mas cajas Petri para cada serie de cinco
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ser calculadas en tal forma que den entre 0.5 y 1.0 unidades Standard
jemplo: si se sospecha que la potencia de una cantidad de

por ml. E

penicilina sea de 300 unidades por ml., la primera dilucién se haré
en una proporcion de 1 ml. por 299 de Buffer para obtener en esta
forma una aproximacion de una unidad por ml., la segunda de 1:400,

la otra de 1:5300, una mas de 1:600.
Las placas s¢ incuban en la estufa a 377 . de 14 a 18 horas,
la prueba de copa de rutina se usan dos standards: Uno

Para
de penicilina =édica G de

consiste en  cristules 1667 unidades por
miligramo v otro en =al cdlcica Squibb 3285 de 470 unidades por mili-
gramo. Il standard =6dico se pesa cada dos semanas en una micro-
balanza y =e dizuelve en agua tridestilada para obtener 100 ganimas
por ml. Esta solucién se conserva en dmpulas previamente limpiadas
con acido, guardando el conjunto en el congelador a 4° . Se usa

una diariamente.
Para preparvar los standards de =al calcica. ésta debe =er con-
servada seca en ampulas de vidrio selladas y colocadas en un deseca-
dor a 4° (. Se pesan 15 a 20 miligramos en una balanza analitica
y se disuclven en agua tridestilada hasta tener una concentracién de-
47 unidades por ml. Los tipos se diluyen en el mismo Buffer fosfa-
tado que se va a usar para hacer las diluciones de lo= problemas.
Es necesario tener en cuenta que las muestras deben ser suficien-
tes para formar seis series de
La posicion de la copa nimero 1. debe ser marcada en la
Petri con un lapiz graso, debiendo Henar las otras en el sentido de las
La 5a. copa debera tener siempre el standard.”

5 diluciones cada una.
aja

manecillas del reloj.
Las cajas que van a ser usadasx se ponen abiertas enfrente del
Ilenador: =i las diluciones van a ser levadas a cabo en 4 cajas., 4
serin las que estén enfrente del llenador, y las tapas de estas cajas
se marcarin con lapiz graso (6a, 6b, Gec...) para indicar en esto
que se trata de la sexta serie copa a, b, c.
La copa namero 1 a sera la primera en llenarse, la & después, y
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asi sucesivamente on cada placa. Las lecturas se harian en el mismo
orden; para ello, se leen los diametros de las zonas por medio de un
contador de colonias tipo Quebee, equipado con escala milimétrica.
(Ver figuras correspondientes.)

La copa nin

A b privnera e Herniesel la 2 despads v

Stece=ivaente

noendda pla
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Lecturas

los didmetros de las zonas

¢ leen con un contador de colonins de tipo Quebec

cqui-
pado con una exeala milimdtrica.
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Los problemas se miden en la escala mas cercana al 14 mili-
metro, no asi los tipos, que se leen en la escala mas cercana a 0.2
milimetros. El paralaje se evila haciendo las lecturas en la sombra
que proyecta el calibrador en el agar. (Cada serie de cajas debe ser
leida por la misma persona para evitar en lo posible errorves opticos.)

l.as copas deben ser quitadas antes de hacer las lecturas voltean-
do rapidamente la caja. Los derrames pueden ser observados facil-
mente por las irregularidades en los limites de la zona: asimismo si
se observa que hay pequenas gotas en el exterior de las copas es se-
guro que hubo un derrame.

Calculo de la potencia——Para esto =¢ usa papel semilogaritmico.
colocando en el eje de las abscisas las lecturas en milimetros de las
diferentes zonas leidas en los tipos. y en el eje de las ordenadas la
potencia en unidades de las varies diluciones de los mi=mos y que
son del entendimiento de uno al usar los standards de potencia co-
nocida. In igual forma se procedera con losx problemas. Haciendo
hincapié que una vez obtenidos los resultados en la grafica de estos
tltimos, sera necesario multiplicarlos por su dilucion, eliminando
aquellos que varien en un 109 o mas.

Si tenemos como resultado de la grifica una linea recta en el
papel semilogaritmico comprobaremos que el medio y el cultivo fue-
ron satisfactorios. Del conjunto de lecturas se hace un promedio,
obteniéndose de esta mancra la potencia final.



Caprituro V11

RESULTADOS OBTENIDOS



ILLos resultados por mi obtenidos, aunque tienen valor préactico, no
pueden tomarse como datos absolutlos. ya que para poderlos aceptar
en este Mltimo sentido, deben de ser repetidas las experiencias varias
en condiciones diferentes. con el objeto de comprobar la efica-
cia o ineficacia de algtn =olvente en particular, va que probablemente
los resultados varien debido a la diversidad de cargas en el tanque:

veces y

es decir, en las experiencias realizadas uz¢ muestras de tanques de
l)()l(}l]('fiil l])L’(‘.\L\, l'(‘r() (‘\’l)(‘ fteners=e en cuenta ‘.“]P l)()s‘l}'!](ﬁlﬂ(}ﬂl(’, ]US
rsultados difieran grandemente unos

de otrox al usar muestras de
tanques de potencia notable. o de aquellos de minimo rendimiento:

en una forma u otra el trabajo hecho me ha conducido a conclusiones
finale: que dizcuto en el pentiltimo capitulo.
Loz datos obtenidos en Tas diversas experiencias son los siguientes:

Experimento N 1 --SOLVENTE: Acetato de amilo q. p.
pl1 del caldo rico: 6.6

Potencia del caldo rico: 260 uQ / c.e.

CALDO GASTADO
Nombre de muestra

pH Resultado final de la potencia
en prueba de copa
A- 1 6.5 250 uO /c.e.
A- 2 6.0 238 -
A- A3 5.5 190 s .
A- 4 5.0 171 - .
A- 5 4.5 114 . .
A- O 4.0 39.7 . .
A- 7 3.5 13.9 -
A- 8 3.0 6.85 .
A- 9 2.5 3.7 s -
A-10 2.0 1.83



ACETATO RICO

PPEPEIIIRY
NG et e ok b pd b jd 2
CORNOUNLWN-

oo
i

NN GG S BON 0
cuononeno

475 u0 /c.c.
59.25 .. o
77.25 .. .y

170.0 . -

182.5 - -

235.5 - -

215.0 . .

220.0 . .

218.75 .. .

200.25 .. ..

)

g

(Cada una de las muestras se tomé por triplicado)

TRATAMIENTO DEL CALDO RIEO
CON ACETATO LE Arf/lo

ACETATO RICTO
CALOO GASTADO ==~

70 2 3o ~o s 23 7o 8o

Vo POTENC/A OBTENIOA
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Experimento N* 2.—SOLVENTIY: Erer de petréleo
pH del caldo rico: 6.58.
Potencia del caldo rico: 250 uQ) / c.c.

CALDO GASTADO

28 corENE/A  oBTENDA

53

Nombre de muestra pll Resultado final de la potencia
en prueba de copa
A-21 2 98 uQ) /c.c.
A-22 3 165 . e
A-23 4 180 - s
A-24 5 2041 . -
A-25 (43 243 .- .e
ETER RICO
2 No dié zonas
3 - e -
4. ar e 2
5 FTIN »
6 EEREH s
s
s
s
7
R
-/ ’
S
7
X
v
-
-
-
—— -
TRATANIENTO DEL ALDO -
RICO CON ETER OF PETROLEO
CHLLO GASTHDO = e —
4 2 3o o - SO so 7o so R



Experimento N 3.-——SOLVENTE: Cloroformo.

pH del caldo rico: 6.3.

Potencia del caldo rico:

270 u0 / c.c.

CALDO GASTADO

Resultado final de la potencia

Nombre de muestra pH
¢n pruchba de copa
A-31 2 18.2 u0O /c.c.
A-32 3 24.5 . .-
A-33 < 58.9 a .
A-341 5 176.2 s .
A-35 6 235.0 . -

s
3

2

TRATAMIENTQ OFL CRLOO
RICO CON CLORDSORAIO
CLOROEORMO R/CO
7 CRLOOC CASTAPO — - —= = ===
o 25 30 E2=] =] =) 70 O

f}

i

P >
Sl lels
QUVARND

CLLOROFORMO RICO
2

3 203.75
<1 155.0

5 81.25
6 18.75

203.75 uO

S porENCIA OSTENIDA.
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Experimento Nv

pH del caldo rico: 9
Potencia del caldo rico: 248 uOQ / c.c.

CALDO CASTADO

L ——SOLLVENTE: Butanol.

Nombre de muestra pH Resultado final de la potencia
en prucha de copa
A-41 2 1.8 uO /c.c.
A-42 3 2.7 . e
A-43 <k 30.0 " -
A-44 5 61.5 . .
A-45 6 61.0 . .
SUTANOL RICO
A-46 2 100.0 u0 /c.c.
A-47 3 152.5 . -
A-a8 A 135.0 s -
A-49 5 125.0 . .-
A-50 (63 107.5 . .
7
6
<5 A
4
7
/_/
4 ././~’
-
37
4
|
21
TRATAMIENTO DOEL CALOO
Rico con Burawor
7 BUTANOL R/IcO
CALDO CASTALO ———-—-
/70 20 3o Jo S0 so 7o 80 PO

Ve POTENC/IA OBTENIDO
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A

Nombre de muestra pH Resultado final de la potencia
en prueba de copa
A-51 2 205 uO / c.c.
A-52 3 285 . .
A-53 4 210 . .
A-54 S 283 - .
A-55 6 297 - .
BENCENO RICO
A-56 2 No dié zonas
A-57 3  em as
A-58 4. FER s
A-59 S5 2 en 2
A-60 6 s s
?
'3
5 Ve
e
. /‘/‘
< ==
.\_\_\.
.
"~
3 P
o
— -
TRQIHAAIIENTO DL CALLO
oo con BEveENO
7 CHLDO GASTALE e = mem = e
-4 20 30 0 So so Fo B o

Experimento N* 5—SOLVENTE:
pH del caldo rico: 6.85
Potencia del caldo rico: 310 u0Q /c.c.

CALDO CASTADO

Benceno

97 POTENEIL  OSTENDY

56



Carituro V11l

CONCLUSIONES



a) De los resultados obtenidos en mi trabajo se puede deducir que
hay gran namero de solventes que se pueden utilizar para la extrac-
c¢ion de la penicilina.

b) El pH a que los diversox =olventes tienen su mdixima activi-
dad extractiva varia de uno a otro.

¢) Un control constante sobre ¢l pH a que
ciéon es de primerisima

¢ efccettia la extrac-
importancia, va que la efectividad de los
solventes varia notablemente con Gsle.

d) Algunox =olventes organicos tienen la propiedad de extraer
la penicilina, siendo &sta destruida en su =eno muy rapidamente. o es
el mismo s=olvente el que la destruye.

e) No todos los =olventes orginicos son utilizables en la extrac-
cién  de la penicilina. ya que su capacidad extractiva es variable
y algunos ocasionan la destrucciéon del antibidlico por mecanismos
que me s=on desconocidos.
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