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INTRODUCCION

Un antibidtico se define en el sentido estricto como un com-
puesto quimico producido por microorganismos, que presenta la propiedad

de inhibir temporal o totalmente el crecimiento de otros microorganismos.

: e

(Wallhausser, 1969). Como sc obscrva esta definicidén excluye a agentes
quimicos terapelGticos tales como las sulfas & a aquellos agentes antimi-
crobianos producidos por organismos superiores (v.gr. helechos). Sin em

bargo comunmente a estos se les considera como antibidticos.

Los antibiSticos pueden ser naturales, semisint@ticos 6 sinté

ticos. Los antibidticos naturales sc obtienen mediante procesos fermenta

tivos, gencralmente por hongos y cn algunas ocasiones por bacteria.

Los antibibéticos scmisintéticos son aquellos productos micro
bianos cuya estructura ha sido modificada quimica 6 enzimiticamente. ESs
tos antibidticos en su mayoria, presentan algunas ventajas sobre sus pre
cursores naturales, ya que mediante esta modificacién su actividad intrin

seca, espectro de accidn y/o estabilidad aumentan.

Por (ltimo se tienen los antibidticos sintéticos producidos

exclusivamente por sintesis quimica, como el cloramfenicol.

Los antibidticos pueden ser clasificados en base a diversos
criterios como: taxonomia del microorganismo productos, vias metabdlicas
involucradas en su sintesis, nivel o modo de accién del antibibdtico, es--
pectro de accidn o estructura quimica. Tomando en consideracién este dl-

timo criterio se encuentra la siguiente clasificacidn:




Grupo Antibidtico
1 i - Lactamicos
II Peptidicos
111 Aminoqglucosidicos
v Macrélidos no uoliénicos
v Macrdélidos poliénicos

La presente investigacién estd enfocada en el grupo de los --
Antibidticos B-lactamicos, especialmente en la Ampicilina, que es una de
las penicilinas semisintéticas que mayor importancia presenta a nivel médi

co y de produccidn,

Antibiéticos B-lactimicos

Al grupo de los antibidticos f-lactdmicos pertenecen las de-
nominadas penicilinas, cuya estructura general corresponde a un anillo --
B-lactdmico que recibe el nombre de &cido 6-amino penicildnico (6-APA) --
(Fig. 1) y una cadena latecral. Las penicilinas pueden ser naturales 6 --
semisintéticas. Las penicilinas naturales sc obtienen por proceso fermen

tativo utilizando generalmente al hongo Penicillium chrysogenum & nonatum.

Precursores quimicos son adicionados durante la fermentacién, los cuales
constituyen las diferentes cadenas laterales, dando lugar asi a las diver

sas penicilinas naturales (Tabla 1).
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Fig. 1 Estructura gencral de las penicilinas

R = cadena lateral

Unicamente las penicilinas G y V han llegado a convertirse cn
agentes importantes terapluticamente. La penicilina G presenta una inten
sa actividad contra bacterias gram (+) y muy poca contra gram (-); es l4-
bil en medio 8cido por lo que su administracién debe ser por via parente-
ral. La penicilina V es menos activa que la penicilina G, presentando --
igual espectro de accidn, en cambio es estable en medio dcido. Ambas pe-

nicilinas son inactivadas por la enzima pchicilasa.

Las penicilinas semisintéticas (Tabla II) son obtenidas a par
tir de las penicilinas naturales mediante modificaciones por via quimica -

d enzimdtica en la cadena lateral,

En este grupo se encuentra la ampicilina, la cual ocupa un --
lugar importante dentro de los antibidticos, en cuanto a uso médico se re

fiere, Esto se debe a las propiedades que presenta como son: Estabili--




dad en medio dcido lo que permite su administracién por via oral, mayor =
actividad intrinseca para algunos microorganismos y cspectro de accidn --

mis amplioc que el de la penicilina G.

En la molécula de la ampicilina, la cadena lateral correspon-

de a fenilglicina. (Fig. 2). Su férmula condensada es C O, N.S. Se

16”19 4 3

encuentra en varias formas hidratadas como: Monohidratada; cristales in-
24 -

coloros, descompone a 202°C, = lIQID = + 281°, Trihidratada, descompo-

ne a 200 - 202°C y Anhidra que presenta diferente estructura cristalina --

siendo mds estable y menos soluble en u20 y CH3502.

Este antibidético es conocido bajo diferentes nombres comercia-
les: Amblosin, Amplital, Austanapen, Binotal, Penbritol, Penbritin,

Pentrox, Pentrexy, Polycillin y Totapen.

La ampicilina es estable en medio dcido, cs usada contra bac--
terias gram (+) y (-) y micobacterias; ligeramente mecnos activa que la pe-
nicilina G contra gram (+), sin embargo presenta una actividad 4 a 8 veces

mayor contra bacterias gram (-).

CH
S~ /3
CgMsCH-- CONH—CH—CH g

|
NH, 0C  —N-—-—(p— COOH

ig. 2. Estructura de la ampicilina




Produccidn de Ampicilina

La ampicilina puede ser producida por via quimica o enzimidti-

ca & una combinacidén de ambas vias como se muestra a continuacién:

- :
imlca

Penicilina G Enzimdtica

6 APA + fenilacético

6 APA + fenilglicina —%%%?%g%zgg- Ampicilina

El 6~APA es la materia prima para la produccién de las penici
linas semisintdticas. Este 8cido era obtenido anteriormente por proceso
fermentativo, sin embargo dada la dificultad en su separacidn y purifica-
cién este proceso resultd obsoleto, siendo sustituido por el de hidrdli--
sis de la penicilina G. Esta hidrdlisis puede ser llevada a cabo por via

quimica o enzimdtica.

Ia hidrdlisis quimica de la penicilina G (Fig. 3) para la pro

duccidn del 6-APA consta de cuatro reacciones:

1., sililacién

2., Tratamiento de los silil estéres con PCl5 y piridina

para formar un intermediario de cloruro de imino (-60°C)

3. Adicién de un alcohol al intermediario para obtener un

imino eter ¢

4. Adicién de agua para efectuar 1la hidrélisis a 6-APA
(-17°C)




Como se observa, en este proceso se requiere de compuestos -

téxicos y dificiles de manejar como son los silanos y el PCl Las condi

5°
ciones de temperatura son extremas y la recuperacidn de los disolventes -

resulta incosteable (Queencr y Swatz, 1979).

Mientras que la hidrdlisis enzimatica de la penicilina G, se

lleva a caho con la enzima penicilino amidasa, consta de un solo paso y

para ello es necesario poner en contacto a la enhzima con su sustrato en
un rango de temperatura de 25 - 55°C en buffer de fosfatos. (Casas, T., =

1981).

Por lo expuesto anteriormente, se observa que la hidrdlisis

por via enzimdtica resulta mids prictica que por via quimica.

La ampicilina se obtiene haciendo reaccionar el grupo amino -
del G6-APA con el grupo carbonilo de la fenilglicina. Esta reaccidn de aci

lacidn puede llevarse a cabo por via quimica o enzimdtica,

ACILACION POR VIA QUIMICA

£l proceso de acilacidn r via quimica consta de tres pasos
q

fundamentales (Fig. 4).

1. sililacidén
2, Acilacibn

3. Hidrdélisis

y pasos posteriores de separacidén y purificacién. A continuacidn es des--

crito dicho proceso.




Al 6-APA disuelto en cloruro de metileno se le agrega el di-
metildiclorosilano a una temp@ratura de 32°C, con objeto de proteger el
grupo amino, para evitar su reacgién y aumentar la solubilidad del 6-APA
en el medio organico. Posteriormente se agrega el cloruro del clorhidra

to de la a-fenilglicina.

La ampicilina sililada no es soluble en la mezcla de reaccidn.
Una vez que el producto se encuentra formado se vierte agua en el reactor

obteniéndose asi un sistema de dos fases.

Se neutraliza con NH4OH y en esta forma se separan las impu--
rezas (6-APA, fenilglicina, dimetilanilina). Se agrega posteriormente el
a-naftalen-sulfonato de sodio, el cual reacciona con la ampicilina formég

dose el naftalen-sulfonato de ampicilina que es insoluble.

El producto se lava con abundancia de agua, la cual arrastra
todos los clorhidratos y la dimetilanilina obteniéndose un producto bas--

tante puro con aproximadamente 20 ppm de dimetilanilina.

El naftalen-sulfonato de ampicilina no se retira del reactor,
al cual se alimenta trietilamina para eliminar el naftalen-sulfonato. Se
obtiene ampicilina anhidra si el medio es de isopropanol o hidratada si -
el medio es acuoso. Posteriormente se seca en un horno de charolas. -

(Quinonas de México). (Encyclopedia of Chemical Technology).

ACILACION POR VIA ENZIMATICA

Actualmente este proceso se encuentra cn fase de investiga--




cidén en varias partes del mundo. La enzima que cataliza la sintesis de
la ampicilina denominada penicilino amidasa & acilasa, es la misma que se

utiliza para realizar la reaccidén de hidrdlisis de la penicilina G en la

obtencidén del 6-APA.

El proceso de hidrdlisis por via enzimdtica ha sido ampliamen
te desarrollado y actualmente se usa a nivel industrial para la obtencidn
del 6-APA, por lo que resulta atractivo investigar la reaccidén de sinte-~-
sis catalizada por esa enzima; asi con el mismo catalizador enzimdtico se
realizaria la reaccidén de hidrdlisis de penicilina G para obtener el  --
6-APA y en forma continua se proseguiria con la sintesis de las penicilinas
semisinté@ticas adicionando el agente acilante adecuado, cambiando Gnicamen
te las condiciones de pH y temperatura. La reaccidn de sintesis sc lleva-
ria en un solo paso, para lo cual bastaria poner en contacto a la enzima -
con los sutratos a determinado pH y en un rango de temperatura de 25 - -~

45°C.

Desde el punto de vista académico resulta importante el
estudio de la reaccidén de sintesis, ya queen este tipo de reaccién se encuen
tran involucrados mis de un sustrato y se requiere de un aporte de energia,
razones por las cuales pocas reacciones de sintesis por via enzimidtica lo-

gran tener aplicacidn a nivel industrial,

Mercado de las Penicilinas

Los antibi6ticos B-lactémicos presentan un amplio mercado a ni

vel mundial,

h.....l--IIIIIIIlI-l---E:____________________________________;f




De la cantidad total de penicilina producida en 1975, el 80%
corresponde a la Penicilina G. El 43% de la produccibn de ésta penicilina
es usado para la obtencién de las penicilinas semisintéticas, el 38% es -
vendido para consumo humano; el 12% para uso veterinario y el 2% es usado
para sintetizar el &dcido 7 amino deacetoxicefalospordnico utilizado como

materia prima en la elaboracidn de otros antibidticos semisintéticos

{Queener y Swartz, 1979).

La produccién de penicilinas en Latino América es realizada -
en Brazil, Argentina y México. En nuestro pais se lleva a cabo por la com

pania CIBIOSA situada en Coahuila.
Las penicilinas semisintéticas producidas en México son:

1) Ampicilina

a) trihidratada
b) anhidra

c) sbédica

d) potdsica

¢) benzatinica
2) Dicloxacilina
3) Cefalexina
4) Metampicilina
5) Hetacilina

6) Amoxicilina

1a ampicilina ocupd el primer lugar en cuanto a ventas de pe
nicilina semisintética se refiere durante los afios de 1975 a 1977 en Mé&-
xico. (Tabla III). Asi mismo, ésta presenta un lugar importante dentro

de la produccién de antibidticos. (Tabla 1V). (BIOFER).







OBJETIVOS

1) Estudiar 1la reaccidén de sintesis de ampicilina por via enzimitica,
utilizando células intactas de Escherichia coli ATCC 9637 que contig

nen a la enzima penicilino amidasa.

2) Establecer las condiciones fisicoqufmicas Sptimas para la sintesis -

del antibidtico con tres diferentes agentes acilantes.

3) Determinar la factibilidad té&cnica de la via enzimitica para la pro-

duccidén de la ampicilina.







ANTECEDENTES

Para llevar a cabo la reaccién enzimitica deben ser considera

dos los efectos de los siguientes factores:

1) Enzima. Propiedades y fuente de obtencién
2) Sustrato
3) Condiciones de pH y temperatura

4) Par@metros termodinémicos de la reaccién

Enzima

ILa enzima que lleva a cabo la reaccidn de sintesis de penicilinas
semisintéticas, ha recibido diferentes nombres entre los cuales tenemos:
"penicilino amidasa", “"penamidasa", "bencil penicilino amidasa & acila--
sa", "enzima de sintesis & hidrdlisis de penicilina"™ y "behcil penicilino
amidohidrolasa" (EC 3.5.1.11) siendo éste dltimo inadecuado por dos razo-
nes: 1) es similar al nombre de la penicilinq f3-lactamasa (ES 3.5.2.6) -
que es penicilino amido hidrolasa y 2) sugiere que la bencilpenicilina es
el mejor & el inico sustrato de la enzima, lo cual es errdneo. (Hamilton
- Miller, 1966). El nombre més usual es el de "penicilino amidasa”, sien

do &ste, como se referiri en el presente trabajo.

Esta enzima es producida por una gran variedad de microorga-=-
pismos, existiendo dos clases de penicilin amidasa, la de tipo I producida

por hongos y la de tipo II producida por bacterias. Para la reaccidn de

sintesis e hidr6lisis de penicilinas se ha utilizado principalmente la en




zima de tipo II producida por Escherichia coli, Achromobacter sp., Baci--

1lus megaterium, Xanthomonas citri y Kluyvera citrophila.

Entre las diferencias que presentan estas dos cnzimas estd la
especificidad de sustrato. La penicilino amidasa tipo I hidroliza a la -
Penicilina V a una velocidad mayor que a la Penicilina G, mientra: uc con
la penicilino amidasa tipo 1I ocurre lo contrario (Hamilton - Miller, --

1966) .

La reaccidn de sintesis catalizada por la enzima penicilino -
amidasa fué demostrada por primera vez por Kaufmann y Bauer (1960) en la
obtencidn de la penicilina G. A partir de este momento se da inicio a --
las investigaciones para la sintesis de diferentes antibidticos semisinté

ticos por via enzimitica.

La enzima penicilino amidasa ha sido utilizada tanto conteni-
da en los diferentes microorganismos ya sean libres 6 inmovilizados; &6 --

bien la enzima purificada libre &6 inmovilizada.

En los primeros estudios realizados para la sintesis de peni
cilinas semisint&ticas Cole (1969) utiliza células intactas libres de --
E. coli NCiB 8743, mientras que Morikawa (1980) utiliza células inmovili

zadas de Kluyvera citrophila con recirculacidén de medio de cultivo para

mantenerlas vivas y aumentar la actividad de la penicilino amidasa.

Sin embargo el ndmero de investigaciones realizadas con enzji
ma purificada superardn a los efectuados con células intactas. La enzima

que m8s ha sido estudiada es la extrafda de E. coli. Como se observa en




Yas investigaciones sobre la reaccidn de sintesis con la misma enzima son

muy pocas en comparacifn con la reaccién de hidrdélisis. (Tabla V).

Sustrato

Los sustratos de la enzima en la reaccién de sintesis de pe-
nicilinas semisintéticas corresponden al 6-APA y al agente acilante. En

el caso especifico de la ampicilina el agente acilante es el aminodcido

fenilglicina.

Sin embargo, la sintesis de ampicilina procede a velocidades
mayores cuando son utilizados derivados de la fenilglicina con mayor con
tenido energético (Cole 1969a). Se ha encontrado que entre los agentes

més eficientes est8n los &ésteres metflicos & etilicos y las amidas de la

fenilglicina (Tabla VI).

Cole (1969a) reporta que la sintesis de ampicilina puede lle
varse a cabo en poco tiempo sin necesidad de catalizador enzimdtico, dni
camente al utilizar el &cido D- 0 -aminofenilacetilglioc8lico; sin embaxr
go el rendimiento aumenta cuando se utiliza a la enzima; mientras que --
con los demfs agentes acilantes no sucede lo mismo, en donde la presen--
cia del catalizador enzifidtico es imprescindible para llevar a cabo la -

reaccidén en un tiempo razonable.

Otro punto importante referente al agente acilante es la re-
lacidn molar de &ste con respecto al 6-APA. Cole (1969a) encuentra que

dicha relacién debe ser mayor de l:1 de lo contrario se favorece la reac

cidn de hidrélisis.




Se tiene preferencia en aumentar la concentracidn de agente -
acilante, con objeto de mantener un suplemento prolongado de grupos aci--
los. No obstante éste aumento se encuentra limitado por la baja solubili

dad de los agentes acilantes utilizados.

Condiciones de pH y Temperatura para la Reaccién de Sintesis

Las condiciones 8ptimas de pH y temperatura para la sintesis
de ampicilina dependen del sistema enzim8tico y del agente acilante utili

zado en la reaccién.

Se tiene una gran variedad de valores al respecto, sin embar-
go, en forma general puedc establecerse que la reaccidén de sintesis es fa
vorecida termodinamicamente a pH ligdramente dcido (5) al emplear el acido
libre de la fenilglicina como agente acilante, mientras que con derivados
de éste, el pH es mas alto (6.5 - 7.0), lo cual se debe al pK del agente
acilante y a la relacidn existente entre el pH y la energia libre de la -

reaccifén (Berezin, 1977).

El pH de la reaccidn estd determinado por una parte por el -~
pH 8ptimo termodin@micamente que es dcido (5) y por otra parte por el --
pH de actividad y estabilidad de la enzima que son 8.15 y 6.9 respectiva-
mente. Por tanto el pH debe estar dentro de &ste intervalo de valores, -

para asegurar &xito en la reaccidn.

Con respecto a la temperatura Sptima de dicha reaccién; se --

observa mayor flexibilidad teniendo un rango que oscila entre 25-40°C.




En la Tabla V se puede apreciar la diversidad en valores de -
pH y temperatura Sptimos para la reaccifn de sintesis llevada a cabo con

diferentes sistemas enzimaticos.

Condiciones Termodinamicas de la Reaccidn

Los paradmetros termodinfimicos de una reaccidn son: cambio de
energia libre estandar AG°, cambio de entropia estandar AS°® y cambio de
entalpia estandar AH®, las cuales son definidos como los cambios en can-
tidades termodindmicas requeridas para producir una mol de cada uno de --
los productos a partir de los reactantes, cuando los reactantes y produc-
tos estdn en estado estandar, esto es en actividad unitaria (para soluto
aproximadamente 1 M). Estas cantidades se obtienen a partir de la cons--
tante de equilibrio (K) de la reaccién y su dependencia con la temperatu-

ra, de acuerdo a las siguientes relaciones:

AG° = -RT 1ln K
AH® = -R(d 1 n k/d (1/T))
AS® = (A H°- A G°)/T

donde R es la constante de los gases y T la temperatura (K°). (Dunnill --

P. 1980).

Los primeros estudios al respecto para la sintesis de peniéi
linas semisintéticas fueron realizados por Berezin et al. (1977) quien -
determina el pH Sptimo desde el punto de vista termodindmico en base a -
la relacibn existente entre el pH y la energia libre de la reaccidn, en-

contrando un pH Sptimo termodinfmico de 4.5 para la sintesis de antibi6-




ticos - -lactdmicos. Posteriormente Svedas y Berezin (1980) calculan va

lores de cambios de cnergia libre estandar (A G® = - Rt 1n K) para la -
hidr8lisis de estos antibiéticos. También calculan A G° dependiente del
PH, involucrando microconstantes de ionizacién y pK de los compuestos. -
Llegan a la conclusidén que no hay razén termodinimica para que la sinte-

sis de estos antibibticos no se lleve a cabo.

No obstante, el rendimiento del producto a un determinado --
tiempo no s6lo depende las condiciones termodindmicas sino de la cinéti-

ca de la reaccién.

Konecny et al. (1980a) propone un mecanismo para que la reac
cibn se lleve a cabo. Este mecanismo consta de dos etapas, involucrando

en ambas un intermediario acil-enzima como se muestra a continuacién:

EH + AcOMe

2 EHACOMe g EOA ¢+ MeOH >

+ RNH, ———————> > E} +
EHOAC + RNH, ———— EHACONHR EH + ACONHR

EHOAcC + "20 ——————3» EHACOH ——————> Ell + AcOH
< <
donde:
E = Enzima
AcOMe = Ester metilico del agente acilante
RNH2 = 6~APA
EHAcOMe

EHACONHR = Intermediario acil-enzima




Como se observa la enzima transfiere el radical acilo al -

RNH,, 6 Hzo compitiendo ésta Gltima como receptor.

En este caso Kato (1980) hace alguqas observaciones:

1. La hidrdlisis de AcOMe para dar el dcido estd sujeta a inhibicién
no competitiva por RNHZ.

2. Al aumentar la concentracién de RNH la velocidad de formacién -

2'
de ACONHR se aproxima a un valor limite iqual a la velocidad de

la hidrélisis del éster en ausencia de RNHZ.

3. La suma de las velocidades de formacidén de AcONHR y AcOll son in--

dependientes de la concentracién de RNH,, .

La reaccidén de sintesis de penicilinas semisintéticas se en--

cuentra limitada por dos aspectos importantes: 1) reversibilidad de la
reaccidén, 2) posible inhibicién por producto; lo que conduce a bajos ren-

dimientos en la produccién del antibidtico sintetizado.

Svedas et al. (1980a) obtiene en la sintesis de penicilina G
un rendimiento no mayor al 15%, utilizando N-fenilacetilglicina como agen

te acilante y enzima libre.

Hasta el momento no se tiene algiin estudio termodindmico y -

cinédtico para la reaccién de sintesis de penicilinas semisintéticas.

Respecto a los % de conversién de 6-APA a penicilina semi--
sintética, Berezin et al. (1979) y Cole (1966) reportan que se encuentran

ilﬁlkadas por la baja solubilidad del agente acilante. Especificamente pa

ra la ampicilina 'solo se encuentran los valores publicados por Cole -

(1969a) y Marconi (1975) del 60 y 40% respectivamente.




METODOLOGTIA




MATERIAL Y METODOS

La reaccién de sfintesis de ampicilina se llevé a cabo en -
buffer de fosfatos 0.1 M con células intactas de Escherichia coli -

ATCC 9637 como catalizador enzimltico.

La reaccién se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer 17% .1 con
un volumen de trabajo del 8% a excepcién de los dltimos experimentos que
se llevaron a cabo en matraces de 1000 ml con un volumen de trabajo del -
10% (100ml).. 0.03 % de 6-APA y la cantidad necesaria de agente acilante
para mantener la raelacién molar deseada eran solubilizados en el buffer,
posteriormente se adicionaban entre 5 - 10 mg/ml de protefna celular, se
agitaba y se ajustaba el pH. Los matraces Erlenmeyer se colocaban en --

bafio de agua con agitacién y temperatura controlada.

La reaccién fue sequida mediante la determinacién de la dismi-
nucidén de uno de los sustratos (6-APA) por el método colorimétrico del --
p-dimetil amincbenzaldehido y la aparicidén del producto (ampicilina) jor
el m&todo espectrofotométrico de Smith, para lo cual se muestreaba cada -

determinado tiempo y se hacfan las determinaciones correspondientes.

El tiempo total de duracién de la reaccibn variaba entre 4 a
24 hrs dependiendo del agente acilante probado. Todo experimento y de~-

terminacién fue llevado a cabo por duplicado y dos veces.

La cepa de Escherichia coli ATCC 9637 fué obtenida de la co--
leccibn de cepas propiedad del laboratorio donde se llev8 a cabo la inves

tigacién. Estas c8lulas se reproducfan en Medio Mfnimo a Temperatura de




29°C, pH de 7 y agitacidn de 200 rpm, posteriormente se cosechaban median

te centrifugacién y se resuspendfan en solucién salina, manteniendolas de

esta forma a 4°C.

Los agentes acilantes probados fueron tres: ¢l dcido libre de
la fenilglicina y dos derivados de éste;el éster metilico y el N-amino --

acidos:

NH_"HCl

;‘“’2 20 |2 0
// \\ H-2C z // \\ CH - C “

—_— oH —_ ™ ocn ;

(1) Fenilglicina (2) Clorhidrato del éster metflico
de la fenilglicina

NH

/ \ 'uz- c"""O

NH - Cll2 - coon

(3) N-aminofenil acetilglicina

El compuesto (1) y el G6-APA fucron proporcionados por Sigma,

mientras que los compuestos (2) y (3) fueron sintetizados en el laborato




Equipo

Balanza analitica cap. 100 g (S 2000) Bosch

Bafio de agua con agitacidn rotatoria (Modelo G 76) New

Brunswick Scientific Co.
Centrifuga clinica 5000 rpm (Sol - Bat). Aparatos Cicntificos

Centrifuga de alta velocidad con refrigeracidn (Sorvall RC-5 B)

Du Pont Instruments.
Colorfmetro (Spectronic 20) Bausch & Lomb.
Espectrofotémetro (Modelo 35) Beckman

Potencifmetro (pH meter 125 ) Cornig




METODOS

I Método p-dimetilaminobenzaldehido para la determinacidén del 6-APA --

(Balansingham. et. al. 1972).

Fundamento:

Esta determinacidén se basa en la formacidn de un compuesto =
de color amarillo (Base de Schiff) resultante de la reaccién del grupo -
amino del 6-APA con el carbonilo del p-dimetilaminobenzaldehido, presen-
tanto una mixima absorbancia en una longitud de onda correspondiente a -

415 nm.

1) Reactivos

Alcohol etilico absoluto Q.P. (Baker)
p-dimetilaminobenzaldehido Q.P. (Baker)

Acido sulfidrico Q.P. (Baker)

2) Preparacidn:

Solucidén de p-dimetilaminobenzaldehido
Disolver 1 g. de p-dimetilaminobenzaldehido en 40 ml., de =--
alcohol etilico al 60%, anadir 0.5 ml. de dcido sulfdrico -
concentrado, dejar enfriar 4 llevar a 100 ml. con alcohol
etilico al 60% (color ligeramente amarillo).

3) Procedimiento:
a. Tomar 0.2 ml de muestra, agregar 4.8 ml. de alcohol -~

etilico absoluto.




b. Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos

¢c. Decantar y al sobrenadante agregar 2.5 ml del reactivo -
p-dimetilaminobenzaldehido; reposar 10 min. y leer a una
longitud de onda de 415 nm.

d. Determinar la densidad 6ptica de unas muestras de concen
tracién conocida de 6-APA (0-1mg/ml 6-APA), corriqic o las
lecturas de las muestras, por la del blanco de rea. tivos.

e, Graficar densidad Sptica vs concentracién de 6-APA (Fig.

5) para obtener la curva estandar.

f£f. Obtener el valor de la concentracién de la muestra para =~

interpolacién en la grlfica.

I1 Método espectrofotbmetrico para la determinacibén de Ampicilina (Smith
et al., 1967).

Fundamento:

Se basa en la formacién de un compuesto entre el ién cobre y
parte de la molécula de 6-APA que presenta m&xima absorbancia a 320 nm.

Siendo fundamentales en la determinacién la temperatura y el tiempo de -

calentamiento., No se tiene interferencia en esta determinacién de otras

penicilinas o de 6-APA.

1) Reactivos:

Fosfato de sodio dibdsico Q.P (Baker)
Acido citrico Q.P. (Baker)

Sulfato de cobre "5 H20 0.P, (Baker)



2)

3)

Preparacién:

2.1)

- 26 -

Solucidn 0,.393% de sulfato de cobre

Pesar 393 mg. de sulfato de cobre, disolverlos y aforar a --

100 ml con agua destilada.

2.2) Solucién buffer pH 5.2 de sulfato de cobre.

a) Disolver 15.22 gr. de fosfato de sodio dib&sico en aqua
para obtener 536 ml.

b) Disolver 10.5 de dcido citrico en 500 ml. de agua.

c) Agregar la solucidn (b) a la solucién (a) hasta que el -
PH sea de 5.15 a 5.25 (+ 436 ml.),

d) Tomar 985 ml. de la solucidén anterior para mezclarla con
15 ml. de la solucibén de sulfato de cobre y obtener un -
litro.

Procedimiento:

a. Pesar 100 mg. de ampicilina anhidra

b. Disolver y diluir a 100 ml. con agua destilada.

c. Pipetear 2 ml. a un matraz.

d. Diluir y aforar a 100 ml. con solucidén buffer pH 5.2 de
sulfato de cobre (d).

e. Tomar 10 ml. en un matraz aforado de 10 ml.

f. Calentar 30 min. a 75°C en bafo de agua.

g. Enfriar rdpidamente en bano de agua de hielo hasta alcan
zar temperatura ambiente.

h. 8i es necesario, ajustar el volumen a 10 ml. con agua --

destilada.




i. Medir la densidad 6ptica a 320 nm. en celda de 1 cm. usan

do como referencia la solucién que no se calentd.

II

III

v

VI

Buffer

Buffer

Buffer

Buffer

Buffer

Buffer

I11 Método de Bioensayo para

j. Determinar la densidad Sptica de unas muestras de concen
tracién conocida de ampicilina (0-200 ug./ml de ampicili
na) para obtener la curva standar graficando densidad --
éptica vs. concentracién (Fig. 6).

k. Por interpolacién en grAfica se obtiene el valor de la -

concentracién de la muestra.

Para determinar posible interferencia de alguno de los cons--
tituyentes en la mezcla de reaccién en la determinacién de ampicilina a -

320 nm., se llevaron a cabo los siguientes controles que consisten en:

+ células + G-APA

+ células + ampicilina

+ células + agente acilante
+ 6-APA

+ células

+ agente acilante

determinar Ampicilina (Pharmacopeia XIX

E.U., 1976).

Fundamento:

Es un método alterno para la determinacién de ampicilina que
se basa en la inhibicidn del crecimiento de un microorganismo muy sensi-

hle al antibidtico a determinar.




La inhibicidn del crecimiento serd directamente proporcional

a la concentracién del antibidtico.

1) Reactivos:

Bacto peptona (Difco)
Bacto Dextrosa (Difco)
Extracto de carne (Difco)
Agar (Difco)
Cloruro de sodio Q.P. (Baker)
Fosfato de potasio monobdsico Q.P. (Baker)
Fosfato de potasio dibdsico Q.P. {Baker)

Microorganismo: Sarcina lutea ATCC 9341,

Discos Analytical Paper. "# 740-E 1/2"

2) Preparacidn:

2.1) Agar nutritivo

Formulacién:

Peptona 5 qg.
Dextrosa 5 gqg.
Extracto de carne 3 g.
Agar 15 g.

Agua destilada p/1000 ml.

Disolver todos los ingredientes y ajustar el volumen a 1000 ml

y el pH a 7.3




2.2) Buffer fosfatos 0.1 M pH de 8. Pesar B8.5055 . do ==
fosfato de potasio dibasico y 1.8305 g. d¢ fosfato de pota--
sio monobdsico; disolverlos en 100 ml. de agua destilada y -

aforar a 1000 ml.

2.3) Cajas Petri. Vertir 10 ml. del medio agar nutritivo -

en cada caja Petri.

3} Procedimiento:

a. Colocar los discos de papel en una caja de Petri inverti
da.

b. Aplicar la muestra diluida a cada disco (20 ul).

c. Transferir los discos a las cajas con el medio solidifica
do con pinzas estériles, presionando firmemente.
Todos los discos deberln ser colocados dentro de 1 a 2 -~
minutos. Dejar las cajas 2 hrs. a 4°C para que la difu--
5i6n de la muestra se lleve a cabo.

d. Rociar homogeneamente una suspensién del microorganismo -

(Sarcina lutea (crecida en medio infusién de cerebro-cora

z6n) , sobre la superficie de la caja y colocarlas en su--
perficie horizontal a 37°C durante 24 hrs.

e. Realizar una curva estandar de O - 50 ug/ml. de ampicilina,
procediendo de igual forma gque en muestras desconocidas.
Las diluciones se llevan a cabo con buffer de fosfato =-
0.1 M pH de 8. Graficar logaritmo de la concentracién --

vs., difmetro de la zona de inhibicién (Fig. 7).




f. Determinar el difmetro de la zona de inhibicién e inter--
polarlo en la curva estandar para obtener la concentracidn

del antibidtico.

IV. Determinacién de solubilidad

1) Reactivos:

Acetato de Etilo Q.P. (Baker)
Acetato de Butilo Q.P. (Baker)
Dioxano Q.P. (Baker)
Isopropanol Q.P. (Baker)

Ampicilina Q.P. (Quinonas de México )
Fenilglicina Q.P, (Sigma)

6-APA Q.P. (Sigma)

2) Procedimiento:

Adicionar de gramo en gramo la substancia a probar (ampicili
na, fenilglicina, 6-APA) a 100 ml. dc disolvente a temperatura de 40°C;
agitar durante 10 minutos, filtrar cn papel filtro Wauman # 1 previamen-
te pesado, secar en estufa, pesar y por diferencia obtener la cantidad -

de substancia no solubilizada.

V. Obtencidén de Células de “scherichia coli ATCC 9637

Las cé@lulas de Escherichia coli ATCC 9637 fueron crecidas en
medio Minimo y medio Luria, pH de 7 y temperatura de 29°C durante 72 hrs.
a 200 rpm; posteriormente se centrifugan y determina su actividad especi-

fica de hidrSlisis de la enzima penicilino amidasa como Indice de la --




existencia de dicha enzima.

Formulacidén del Medio:

Minimo Luria

9/1 g/1
K Hz PO4 1.3 Extracto de levadura 5
Mg so4 7 HZO 0.2 Peptona 10
K2504 2.6 Cloruro de sodio 10
Ca Cl2 0.1 Fenil acético 2
Feso4 7 uzo 0.0005
NH4 Cl 8
Fenil acético 2

Agua destilada p/1000 ml,

Las cé@lulas se conservaban en suspensién con solucidn salina

(0.9%) a 4°c.

VI. Determinacifén de la Actividad Enzim3tica Especffica de Hidrdlisis en
Células de Escherichia coli

Fundamento:

Esta determinacién de la actividad de hidrdlisis se basa en -
que la enzima hidroliza el enlace peptfdico de la penicilina, dando como
productos el &cido fenilacético el 6-APA, Este Gltimo es cuantificado por

el método p-dimetilaminobenzaldehido referido con anterioridad.




1) Procedimiento

a. Tomar 10 ml. del medioc del cultivo con células y centri-
fugar a 300 rpm durante 15 minutos,

b. Decantar y resus