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INTRODUCCIONS.

Como la engima penicilinasa es indispensable para
llevar a cabo la prueba de esterilidrd de productos far
macevdticos lnyectablée con contenidos de penicilina vy,
atendiendo a las limitaclones impuestas & tal prueba =
provocadas por la escaset de esta entima en el mercado,
ge pensé en la posibilidad de producirla en el mismo la
boretorio, para poder ac{, disponer de la cantidad neog
sarla para llevar a cabo la prueba, sin estar supcalta-

dos & factores aojenos.

la finnlidad de este trabajo se concreta a la pro
duocién, en el lavoratorio, de la enzima penicilinasa y

sug ocontroles de @sterilidad y potencia.



CGENERALIDADES.,

En 1940, se obaervd (1) que an los cultivos de -

Escherichis ¢oll y de otros microorganismos, existfa -
una substancia con la propiedad de inactivar la accién
antibidtica de la penicilina. Esta sudbstancia no apare
cfa libre en el medio de cultivo, sl no que era necesg,
rio desintegrar las cédlulas en un molino bacteriano pa
ra ser liternda. A dicha substancia se le 1lamd peniol

linasa por tener las propledadee do una enzima,

Actualmente se emplea el término penicilinaea,
al referirse a toda enzima cuyo substrato es la penlol
1lina, obteniéndose como resultado de la reaccidn, ls -

inactivacidén del antibidtioco.

Florey y colasboradores establecleron que muchas
bacterias tenfan la propiedad de producir penicilinasa

y que ésta podf{n ser intra o extracelular (1, 12).
La penicilinasa la sintetizan muchos mioroorga-
nismos, yYa sean inesensibles o sensibles a la penicilyi

na.

El poder para destrulr la penicilins se encuenw



tre con frecuencia entre las bacterias, levaduraa y hop
gos; sin smbargo, las que nds sobresalen a este respec~

to, eon las bacterias formadores de espores (34%),

las penicilinasane sintetiradas por los diferentes

microorganismog tienen propledades diferentes,

Entre las baoterias esporuladas que mayor canti =
dad de exoenzima forman, pueden citarse Bacillus gubti

2ie (32), Bacillus mesentericus (10) y Bacillue cereus
{26).

La peniocilinaca cataliza la hidrélisis de la unién
pept{dica en el anillo laotdmico de 1a molécula de 1a re
nicilina,

Por 1los estudios concernientes & la accién de 1e
enzima sobre la penicilina, se descubrid la formacidn de
un nuevo grupo acfdico (5, 2, 13), demostrdndose que el

producto de la reaccién de inactivacidn era el dcido

ng
nicilolico,
Ho Cns\c CH-COON,
C— CH~-COON - a,
Hy | | 2 CHs /T 7
N L
c NRCOR
NHCOR

Penilollina Ace. peniciloico



(R en 1a AF pentenilpenicilina o penicilina F es C_ H

Hyde

5 Fg?

y en la bencilpenicilina, penicilina G, es 07

El proQucto de la reacocidén de la peniociline F oon
1a penicilinasa, es inooludle en dlsolventes orgdnicos -
no polares y se descompone con cloruro mercirico en golu

c¢16n acuosa en:

penioilnamina penilaldehido
CH (4] ReC=«NH-CH,~CH=O
\{ ® . 2
0~-CH~-~C=0H 0
cn/, l
3
SH Hﬂz

y 416x1d0 de carbono (2).

la penicilina tiene un grupo doido de pK 2,9, El
£cldo peniciloico, tiene dos grupos fcido fuertes y un
dtomo de nitrégeno débilmente b4sico en el anillo de 1la
tiazolidina (3, 25), Durante la inactivacibn de 1la sal
sédica de la penicilina con la penicilinasa, 6e 1libera
un grupo dcido fuerte y un grupo bfdsico débil. Debido -
al pk bajo, del grupo bisico, se absorbe un cquivalente

al dlcall para mantener la neoutralidad de la soluocién.

Se ha encontrado que cuando actia la penicilinaea
gobre la penicilina G cristalina, puede titulerse un =
nuevo grupo de pK k.7 (5), cercano al pEK del &tomo de =

nitrégeno bﬂaioo, en el dcido bencilpeniciloicos.




1a inactivecidén de la penioilina catalizada por la
penioilinasa de Bagillua gsreun, ea una reacoién de or
den cero en pregencia de un exceso de substrato. la medl
4a de la velooidad de reaccidn (k) en presencila de canti
dades constantes de penicilina {P) denuestra que existe
una relacién lincal entre ol log de X y el log de P hag
ta que el cubstrato so emplera a saturar con la enzima;
en este punto, es cuando la velocidad de reacoién alcan
za ou méximo. 81 lo que varfe es la concentracién de pg
nicilina y la peniclilinasa permanece constante, la velo
cidad () cambla como se muestra en la figura 1 (16, 3).
La curva obtenida es 1la t{pica de las reacciones enzimf
ticas cuando varfa la concentracién del substrato.

ar

Unidades de penicilina,

Figura l.~ Actividad de penicilinsea a
diferentes concentraciones de substrato.




Se ha calculado que el coeficlente de temperatura de
1a reacecién a pR 7 es de 1.56 y 1a energia de activacién -
aparente es de 7H60 £750 calorf{as, por mole (16).

la penicilinasa en general, muestra su mfxima activl
dad & un pH cercano a 1la neutrulidad.

Se informd Que la penlcilinmasa extrucelular do una -
de lag variedndes de Bacillus gereus, tiene su médxima acti
vided 2 pH 7, ciendo as{, Aoble de activa Que a pPH 8 y - =
veinte veces efg activa que a pH 5 (1), lo que demuestra -
qQue la actividad de la penicllinasa varf{a tanblén de acuer

4o con el pH al que se desarrolle la reacoidn.

Pigurn 2.~ Efecto del pH en la
actividad do 1a penicilinasa.

la temperatura 6ptima de actividad, para 1la penicill

nasa de Bacillus cersus, es de 36° C (16).

Ia penlolilinasa es capat de inactivar & algunas peni



c¢ilinas naturales blosintéticas. Estas penicilinas 4}
fieren golamente en su cadena lateral (R). la penloil}l

nasa Qe Bacillus oereus inactiva a las penicllinas, ee

gin de la que se trate, a velocidades diferentes.

1a penicilinass se comporta como una peptldasa, =
oon mocidén restringida a 1s hidrélisle de un tipo espe
clal de anillo lactémico, pues 18 penicilina oontiene =
un sistema de anillos beta-lactdmico y de tiazolidina -

unidos, como se ve en la férmula a continuacidn:

le penicilinasa se inactiva fdollmente por difg =
rentes factorea, adn ocuando los informes a ente reapeato

son variables.

INACTIVACION POR CALOR.

Hay muchos infsormesa sobre la entabilidad de la pg
niocilinaea somotida @ la acclibn del calor, Pareae que =
la mayorfia de lan penicilinacaa, ya aean extra o intry -

celulares, 8¢ innctivan por la acoidn del calor on no



lucién aocuosa.

la penicilinasa extracelular produoida por dife
rentes clases del género Bacillus, ee inactiva riplda-
mente a 100° G, Bs tratd de protegerla sgregéndole - -
substancins con alto peso molecular, observindose que
tiene un efecto limitado en la termoestablilidad de las

preparaciones enzimfticas (22).

Benedict y ocolaboradores, encontraron que se deg
trufa mfe del 50 % de actividad sometiendo la entima a
1la accién del calor durante 30 minutos, @ 60° O, en -

amortigundor, regulador & pE 7 (S).

En solucién acuosa la enzima eoc més estable o =

PH cercano a 7.

la penicilinnoa de Pacillua gereun no e inaotiva

por la acol’n de venenon enrindticon, oomo ason el &oido

yndoaoftion y 1a aelda de aodio (18),

e Ypund woda, a 1a pentotiinass proocedente fle Ba
pidlna oapoun, no Ya afeotan ol fluoraen de audin, oip
e de potpato, dletti-ttaeprbimmto, etil-uratano, su}
fadtneina wlabun, Ffomaldeh¥do ¥ thogitaolato ds nodlao,
Re aonnluye que sata enebima no tiane los grapos aulfhie

Artlao o amtng NWbhesa neoeanrlon pave  quo ne Jlove A



cabo la inacotivacién de la enrima por estas subatap -
ciaa, Tampoco tiene grupo proetétioo que contenga hierro

o codbre (16).

la enzima de Bagillus gercusn, se inaotiva en un -
65 £ por la acoidén de 25 gamas/ml de ilones odlolcos y =
en un 95 ¢ oon 50 gamas/ml de lones férricoe (16).

Duthie indicd que la penicilinasa, procedente de
varias fuentes, se inaoctiva al precipitarse con acetona
0 alecohol a temperatura ambiente. También se inactive al

tratarls oon dioxanoc o acetato de amilo (34,23),

Su actividad puede gor inhidbida por compuestos =
estruoturalmente relacionndos a una porcién de la molécu

1a de penicilina (4).

la inaotivaoidn de la penicilinasa ee acelera en
praesencia de cubotrates andlogos, (tlenen igual el nf -
cleo de 1la penicilina, decido 6-aminopenioilénioo, pero
difieren on lan cadenas laterales que imparten un alto
grado de rosiotenoia a la noeién do la penicilinasa), a
diferenola de loc substratos (penicilinaps, ouyas cadg -
naa lateralen substitufdas varias veces aumentan la ag

0i16n enzimftica) (8).

8e encontrd que 1la actividad de la peniocilinasa =
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en medio lfquido de tioglioolato (que contenfn 0.05 ¢
de tioglicolato de nodio), ea 1% £ mayor que en agua =
dentilada (6).

la penioilinansa produoida por Bacilluas cereus, =

ouando ne dializa, a través do membranane de ocelofdn, -
plerde su aotividad (1§), posiblenente debido a la ad -

sorcién en el oelofédn.

3¢ ha visto que no todae las preparciones de pe
nicilinasa pueden filtrarse a través de filltros da ti

po Seitg, porque plerden gran parte de su actividad (7).

1a determinacién del peso molecular de la enzima
producide por Bacillus cereus, 418 como resultado un =

peso molecular de 56 000,

Entre los agentes precipltantes de la penleilina

sa de Baclllus pereus, que pueden usarse para su purl

Ticacién, se encuentran: sulfato de amonio (que la pre
cipita al 70 % de saturacién) (24), acstona (27) y eta
nol (28)0

La enzima producida por Baclllus cereus, se ad

sorbeen alimina (20) y polvo de vidrio (19)s La pro
pledad de eer adsorbida también se usa para 1la purl

flcacién de las preparaciones enzimdticas.
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Rasta ¢l aho de 1951, a jesar de haberss deoocubler
to la penicilinasa en 1940, no ae habfa estableocido una
unidad de peniocilinmsa que fuera de uso general., las me
diclones do la notividad se hacf{an midiendo 1as m{nimas
cantidndes de entima requeridas para destrulr una canti
dad determineadn de peniocilina, balo clertas oondiclones
arbitrariag, obteniéndose as{, difercntes unidades de pe

nicilinaga que no eran intercambiaesblea,

En la actualidad, 8o aceptan las unidades de levy
{(21) y 1lmae de Keorsey (17).

Pare la medioién de 1a actividad enzimdtica de la
penicilinasa, exlsten varios métodos, entre los que ge

encuantran
1. KETODOS BIOLOGICOS.

En 1a mayorfa de¢ los métodos descritos en la litera
tura al reepecto, se deja qQue la enzima actie gobre 1la ve
nicilina durante un tlempo determinado y la cantidad de =
penicilina residual se valorlza por su efecto gobre el -

crecimiento de microorganismos sensiblee a ella,

La reacclén enzimdtica puede detenerse calentando -
la mezcla antes de cuantificar la penicilina remanente (1,

6), Filtrando la penicilina se obtiene el mismo resulta=-
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40 ouando la penicilinasa se encuentra dentro de las o§

lulss ‘1“).

Otro mftodo pare detener ln reacolén, es por ex
treceidn de 1n pentcilina residual, de la mezcla de -

reaccidn con disolventes orgdnicos.

La penicilina activa reasidual puede cuantificarse
por el método de Ailucidn en tubo., Se hacen diluciones
decrecientes de la penicilinasa, que se agregan a tubdbos
con medio de cultivo conteniendo una eantidad constante
de penicilina; se deja actuar la enzima durante un tilem
po determinado; se inactiva; ee inoculn cada tubo con =
organlsmos sernsiblea a la penicilina; se incuban duran
te laz noche a 36-37° C y oe ve ol tubo en ol que e en
cuentra la dilucidn mayor do penlcilinasa que pernite
el desarrollo del microorganismo. lLos microorganismog -
utilizados para esta clase de ensayo, han sido Staphy =
lococcus aureus (15) y Bacilluas anthracis (16, 7).

Otro métocdo para medir la penicilina residual es
el de cilindro-placa. Siguiendo 1la misma secuela que =
para el método de dilucidn en tubo, al final, se hace -
una Adilucién para tener una concentracidn estimativa de
una unidad por ml., la determinacién de la penicilina -~
actliva residual, se hace por medio de las zonas de inhi

bioién. Se usa como organismo de prueba Stavhylococous
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aureus (10, 6).
2, METODO MANOMETRICO.

Consiste en medir la velooidad de conversién de la
penicilina a decido peniciloico por accién de la penioil}
nasa. la inactividad do una polécula de ponicilina da -
por resultado un grupo carbexilo nuevo, llevéndose a ca,

bo la liberacidn de una moldeuls de didxido de ocarbono.

8% se mgregn ponicilinaca a una solucién de peniol
lina reguleda, con bicarbonato de sodio, en un regpirdme
tro de VYarburg d4de volumen conetanto, es posible medir
la velocidad de desprendimiento del &i6xido de carbono,
Dentro d@e una ceocals Goterminada de conocentraciones, la
renccldn og do orden cero y ol logaritmo de la veloo}
4sd de lidberaciln de d18xldo 4o carbono ce wuna funcidn
lineal del logaritmo de la concentracién de 1t penioil)
nasa. Da modo que, cuando se ropresentan griflcamente =
los logaritmos, sc obtiene una lfnea recta. Fsta griafioa
se puede emplear (usando soluciones normales de penleill
naaa), parn buscer la actividad desconocida, de una soly

cidn de penicilinaaa (16).
3. HMETODOS VOLUMETRICOS.

la aolder total producida por la penicilina por =-

1a accidén de 1la penicilinasa, se puede titular potencip




pL

métricamente oon NaOH 0,01 N. 8e representan grfficamen
te loas mililitros 42 NaOH necesarios para mantener el -
pH constante, contra el tiempo en minutos. El mdximo de
1a curvg 66 la medida de la actividad de la penicilina-
sa (33).

1a destruccidén de la penicilina, puede medirase por
1a abeorcién de yodo (17). Una solucidn de penicilina G
en regulador de foefatos de pH 7, ae uea como subatrato
con la penicilinaea, se deja notuar durante un tiempo, =
se le agrega solucidn de yodo 0.0l N, se pone en 1la obs
curidad duranie diez minutoo y ese titula con eoluoidn de

tiosulfato de¢ sodlo 0,01 H.

1a potencie de la penicilinasa se calcula con la -
elguiente férmula:

I, - 1
500 000 X % X o7 -lT—-Q: Unidades de penicilinssa /ml.

en donde
¥ = volumaen de penicilinana

0.078 = abooreién 4e yodo por minuto de 500 000
unidedes de penicilinasa.

Io=.yodo abaorbido inicialmente
I, =yodo absorbido al final de la titulacién.

t Ztilsmpo transcurrido en minutos entre I, y Iy

4, METODO DE ROTACION OPTICA.

82 pone la mezcla reaccionante en un tubo de polarf{
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metro de dos decfmetros, ee mantiene a 30° C se mide el
cambio de 1la rotacién Sptica a dos L0 vy a los 60 minutos.
La potencis 4@ la engima se calcula con la sigulente fép
mula:
500 000 X G X m%ig [Q:-:'——a Unidades de poniollinasa/ml.
en donde
¥ volumen de penicilinasa

0.012 ocanblio en la rotacién Sptica por minuto, pro
duocldoe por 500 000 unidndes de penicilinase.

& oD Aiferencia entre ¥ Dy ¥ =& Dy
t tlempo en minutos entre < Dy y o&r Dy

lae penicilinaagss, intra y extracelulares, 8e pue
den obtenor en forma cruda mediante extraccién de las of
lulas bacterianas y de los 1{quidos de cultivos de 108 =

mioroorganisgnog productorea, respectivamente.

8e ha preparado penicilinase intracelular de baol
los peracolon (15), microorganismos Orem-negativos no A

-

dentificados (23) y de estafrilococos peniclilino~-resisten
tes (14). la rutina consiste en hacer desarrollar los mi
croorganismos en geloss nutritiva {15) o en el medlo pro
pilolo (23, 14) se colectan lan cflulas y algunas veces =
se secan, ya& gea el vacf{o (23) o por tratemiento con sog
tona o 8ter etf{lico. El polvo resultante contieng la en

tima unida a las células, pero en ocasiones ae presenta

actividad enzimdtica al usarlo en svapensién (15),
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Los microoprganiemos neroblon cspor&genos ann los
que mds se ugan como fuente de prnicilinara extracely

lar.

Se han obdtenido preparacionee enzimdtions de peni

cilinasa de Pacillue subdtiliae (32), de Bacillus cereus

(26, 5, 20) y de Bacillus licheniformis (10).

Duthie dracubrid que se aumentada la produccién -
ée penicilinana en loe cultlives &l adlicionar penicilina
8l medio (9). An{, 1a produccidn de penicilinasa se ha
ce utilizando penicilina para inducir la sfintesic ce 1ls
enzima (26); dicha produccién es una respueata a la =aip

ple sdicidén de pericillina e los cultivos de Bacillus -

cereus, la formacidn de la pericilinasa inducida, se =
efectla en tres fases: la primera es una reaccién TArY
da d¢ las células receptoras con el azufre de la penict
line, esto ocurre sin metabolismo de la célula; la eg =
gunda, es una fase latente que dura quince minutos, I.c
la afecta la concentracidn de penicilina, pere es indij
pensable la presencia de ox{gyeno; por dltimo, en la tep

ocera fase, la penicilirasa se forma a una velocicil « =

constante,

21 aumento de la concentraciédn ¢e penieilinn, ¢ =

més de una unicad por ml, aurenta la velocidnd de rro -
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duceién ¥y las condicliones annerdhicas 1a inhiben, vero
fe iniein inrmedintanente que se 12 suninlatra oxf{geno

(23, 130),

Ia penicilinasa extracelular se puele purificar -
par diferentes mftados que incluyen didlisis, adsorcidn

sy elucifn, precipltacidn por ajuste de pH ¥ preciplta -

c18n con aulrato de amonlo, acetona y alcohol.

Los ugog de la penicllinnsa son: en el laboratorio,
para la prueba de esterilidad de la penlcllina y rédica
mente para contrarrestar los choques producidos por la -

sensibilidad a la penicilina,
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PARTE EXPERIXKENTAL,

PRODUCCION DE LAS ESPORAS,

Para la produccién 4e laa esporss d4e Baclllus
cergus variodnd 5/B ( N T C C 9946 ), que son las -
produotoras 4o la ponicilinasa, se prooedid de la -

sigulente mansral

a) EL mioroorgaznismo llofilizado se somhrd en
medio 1{quido ds tioglicolato y Ge puso a incubar a
36® O, hasta quo oo observd un dssarrollo abundante,

b) & partir Gel desarrollo obtenido, se resem
braron varics tuboc inolinados oon medlo *Sced La=m
yer® 4s Difoo Laboratories Inoc. y ee pusiaeron & ine

cubar a 36° C, Qurante 24 horaa,

o) El dosarrollo de los tubos anteriores e la

vé oon 5 ml. do agua destiladsn estéril,
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4) La resultante suspensién de microorganismos
s¢ pasd & botellas de Roux con contenido de 300 ml,-
de medio “Becd layer® &s Difeo lLaboratories Inc.

Pars que la susponsién se oxtendisra perfecta-
nente sobre la superficle del medio, se adicionaron-
perlas de vidrio eatériles; incubdndose las botellas

durante una semana a 36° O,

e) Transourrido dicho tiempo, el oultivo bacte
riano se lavé con 30 ml. de agun destilada eatéril y
fe pasd a un tubo do centrf{fugs, con tapdn, estéril;
la suspensidén aszf obtenida se calontd a bafio marfa &
65° C, durante 30 minutos y oo ocentrifugd tres veoss,
lavando ocon agus Gestiladsa estéril después de cndaw
sentrifugacién,

r) Obtenida la suspensién se guardé en frascos
émpulé son perlas de vidrio pera evitar la formacidn
de grumoas, manteniéndola rofrigereda,

PRODUCCION DE LA ENZIMA,

lLa produccidn de la penicilinasa se hizo & ~-

partir de las egporas ds Bacillus cereus variedad-
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5/B ( R T C C 9946 ), preparadas como ya se explicd -

anteriormente,

Kl wedio de cultivo empleado fué el Caldo de so-
ya tripticasa de Baltimore Biologlcal Laboratory, Ineo.,
en una proporcién 4o 2 % en peso en volumen, al que =
se lo agrogé 0.6 $ on peso sn volumen &o citrato d4e 89
410, Faote medlo oo 4istridbuyd en matraces Erlonmeyer -
en porocionog 4s 100 ml. cada una, estorilizéndose en -

autooleve a 121° 0, durante 15 minutos,

Cada patrae con el medio estorilizado ge inooculd
oon 1 ml. 42 la sucponsién de las esporas previamente-

proparadss 4o Bacillus gorouc 42 lo variedad produoto-

re 40 poniocilinasce y se metioron e inoubar a 36° Oy -=
durante cuatro dfas, que es el tiempo roquerido para -
que o6l mioroorganicmo co dooarrolle al pdzimo, produ--
olendo ol miximo 4o penicilinasn, { ocoto ce puede ace=
lerar poniendo loos matraces con el medio inoculado, en

un agitador mecdnico Quranto 16=18 h,).

Los cultivos 6o contrifugaron para eliminar las--

oélules y desechos ocelulared,

ESTERILIZACION DE LA EHZIMA,

Be eateriliza la solucién enzimédtioa, filtrendola

& través de un filtro do membrana., B empled esta olase
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de filtro dedbido a que 2e ha informadoc qua, 8l se pasa
a través de filtro microblolégioo del tipo Seits, la -
enzima pierde gran parte de su potencia al ser paroia)
mente adaorbida por la placa poroea., El material de la
membrana es de &pteres de oslulosa blolégloamente inex

tes cuyo tamafo de poro es de 0.02 micras,

La solucifn entimdtice obtenida es un caldo ola
ro de pH aproximadanente de 8.0 a &2; una vez esateri
lizada se guard$ en matrae Erlenmeyer y se pugo en rg
frigeracidn., Deepuée se hizo la prueba de esterilidad -

y se pracedid a efectuar 1a valorizaoidn,
PRUEBA DE ESTERILIDAD,

1a prueba de osterilidad se realizd siguiendo -
los lineamientos que roonsejan la Farmaocopea Nacional -

(11) ¥y que conslsten ent

a) Sembrar una serie de siete tubos de medio 1f
quido de tioglicolato y stete tubos de medid 1{quido de
Sabouraud, oon la substancia & la que se le va a hacer

la pruaba de esterilidad,.

b) Una ver sembrados, se ponen a incubar los de
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tioglicolato a 36-37° O, durante cinco dfas y loe de Sa
bouraud a 24° C o a temperatura ambiente, durante siete
af{as, teniendo un tubo testigo oon cada uno de log8 ----

medios.

o) Tranaecurrido ese tiempo, 8e obeervan 108 tu—

bos para ver @8l hay o no contaminacién,

En el desarrollo prédctico de la prueba, se sef--
brd 1 ml, de la onzima soterilizada a oada uno de los-
tubos 40 la serie y ee incubaron como ye se indlod, Al
final no hubo ningin tubo ocontaminado comprobéndose, -
aef, la efectividad de la esteriliracidn.

DETERMIRACION DE LA POTENCIA,

El método usado, ootd basado en la definicién de
Levy (21) ds la unidad de penicilinasa: “Una unidad de
penicilinasa inactiva 59,3 unidades de peniocilina G -
por hora, a 25° C y a pH 7.0 en solucién amortiguadora
de fosfatos do una Sal pura alcalina de penicilina G¥,

y e8 el desorito por Kirshbaum y colaboradorses (18).

80 de)é Aque cinco diluciones igualmente eopG---
ciadag, de la solucidn enzimdtioa, reaccionaran sobro-
el substrato, consistente en 1C 000 unidades de penic}
lina @ por @;l.

La valorizacién se hizo en dos etapas: prueba pro
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liminar y prueba final,

Prusba preliminar! se preparan cinoco dlluciones
diferentsa, oon agua destilads,igualments espaciadas-
& partir do le onzima oonocentrada, de la siguiontso ma
nera?

1 Oonoentrada

2 50 &
3 108
s 58
5 2%

Be tow$ 1 ml. 40 0ada una de estas Giluciocnes -
poniéndolee en tubos do onsaye, ee agregaron 3 ml, de
agua destilafn, 1 nl, 49 ooluclén amortiguadora 46 --
foafatoe 4o pH 7 al 10 por olento (100 g. 4e fosfato-
monobdsico de potasio, 43,56 ml. de ooluoién 4o hidrd
x1do 4o godioc 10 H y agua destilada o,bepe un litro)-
7 5 mle G0 colucidn acuosa de penicilina G eédice ocon
20 000 unidadoc por ml. Hezoladao lag colucionee 80 -
deJé actuar la onzima durante una hora a tomporatura-
amblento, A continuacidén oo pucioron a bafio maria o -
E0° G duranto quinco minutos para inactivar la oncima,
Igual procedimicnto ce siguié ocon dos tubos toetigos,
adioclonando 1 ml. 4o egua doatilada onm luger de la en
gime.

Bo detormind la oantidnd do penicilina activa re
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814ual, por el métodn do ollindro-placa, que oonsiste
en haoer una ourve patrén con oinco puntoe que oconten

gan las slguientes oanti1dsdss &s penicilina G séddioa-

por ml,
1 1.5 unidsdss por nl,
2 .25 . R
3 1.0 . e =
'S 0.75 . e ]
5 0e5 . ? [

La aolucién original de penicilina se hace oalou
lando tener 200 unidades® 42 penicilina G 88d1ca pPOP ==
2l.; de esta Bolucidén oe toma 1l ml. ¥y se lleva & 100 -
ml. con esolucidn regulodora de fosfatos de pH 6 al 1 B.
A partir de eata d1lucidn, ce hacon diluciones, las ne_
cesarias, a tenor las unidades indioadns anteriormente,
llevando a un volumen final do 8 ml. con solucién regu
ladore 4o fosfatoo do pH & al 1 £, Para las diluciones
de la eniime, se diluyen todas la3 soluclones & una —e
oonoentracién estimntiva de una unidad por ml., Quoe 68

la concentracidén 4el punto mediec de la curva.

lags plecas para la determirnfoidn oe preparan de

la siguiente manera:

A cada una de las calas se les ponen 21 mle 40 =

medio fundido “Base layer' de Difco Laboratorics Ino.;
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se dejan golidificar y ee les agregan & ml, del inéecu
lo, pare sl oual se usé como organiemo de pruebs =-m

8taphylococous auraus,

El infoulo se prepara a partir de un tubo inolina

4o con dosarrollo 4o 24 horae 6o BtaphylocoCous Aureu,

El ocultivo 8¢ lava con 10 ml. de agua dootiladn egté--
rils Da 1o suspensidn resultante, se pone 1 ml. para-
cada 20 pl. de nmodio fundido °Seed Layer® 4o Difoo La
boratories Inc., 61 cual debe estar a 40° C,

Puesto 6l inéculo en 1las vajes 6e ponen 108 —=

enilloe, llenéndolos con les diluclones,

Para la curva patrén se utilizan eoié cajas, -
en las que ge ponen cinco anillos, uno para cads uns
de las diluocionee y, para las diluciones de la enzi-
Ra se usan cuatro cajap para oada &ilucién, en estas
caja8 se ponen c0is anilloa do acero inoxidable de -~
&€ pm. de difmetro externo, 6 mn, de didmetro intermo
¥y 10 mme do altura, que so llenan alternando los pro
blemas y 1la diluciédn dol tipo quo contienc una uni-=
énd por ml, (tipo 3). Incubados 18 horco a 36-37° C,
es miden los didmetros de las zonas de inhibloién,

Para haoor loa cdloulos, se promedian los d1é-
metroe d¢ cada diluoidn y oe procede a corregir la -

curva por medio do las slpuientes formwulas:

PUNTO ALTO = 3(1) + g(e) +3=-5
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PUNTO BAJO _3(5)+2(4)+3 -1

Jon los resultados obtenidos se traza la curva y

en ella se busca el punto medio,

Be promedlan loas didmetros del tipo 3, y 108 —
del problema, R1 ¢l promedio del tipo 3 es mds grande
que el tipo 3 en la curva, 86 reetan y, ol resultado--
8¢ resta al promedio ds los didmetroon del prodblexs, -
Por el contrario, s{ el promedio del tipo 3 ¢8 menor =
que el tipo de la curva, también se restan, pero 6l =
reeultado g0 suma al promedlo de los diémotros del pro

blema,

Con el recultado 4o le suma o resta el promo—e
Adlo de los didmetros del problema, se busca enh la gré
fica el contenido de penicilina G sédica presente enw
la dilucién y se hacen los cdlculos necesarios para -
determinar la cantidad de penicilina ectiva residual-

presente en cads dilucidn.

En la serie de dilucliones al 100, 50, 10, 5§ =
2 % del concentrado de la penicilinasa, cusndo se hi-
zo la determinacién de la penioilina activa residual,
no se encontraron zonas de inhibicidén en laa cajas -
con eoluciones que contenfan enzima, demostrdndose -

naf, que toda la penicilina fué inactivada por la enz&
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me prescnte en laa oinco diluciones,

86 prooedid a hacer otra serie de diluoiones, &

partir de la mds alta de la serie anterior, o ses!

L. .28
2. 1.1 8
3. 1.0 %
b, 0.9 %
5. 0.8 %

El promedio de los reasultados obtenidos en &sta
prusba fueron los siguientes:

DILUCION, U. DE PENICILINA ACTIVA. U. PENICILINA INACTIVADA.

1. 1.2 8 8 750 97 750
2, 118 43 500 67 500
3. .0 57 500 53 250
4, 0.9 % 65 750 i5 000

5. 0.8% 78 500 35 750

Cuantificada la penicilina activa residuaml, se prooe
416 @ determinar la cantidad de penicilina inactivada, -
restando al promedio deo loe datos obtenildoes de los ensayos
de las soluclones teotigo la penlolilina aotiva residusl, =

encontrada en 1aé soluclones tratadas con la enzima,
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8iendo oinoo los da%oa odbtonidon para trazar la
curva (unidades de peniocllina 1nnet1vnd; contra dily
olonee de¢ la enzinn), ee hizo la oorrecoién oon las -
rérmulas de punto alto y punto bajo, FE1 resultado de
la correcoiédn fue: para el punto alto, 96 300 unidades
¥y para ol punto bajo, 30 550 unidades. Con estos datoa
se trazd la ourva y ce buascéd el poroentaje de penicili
nasa que se requeria para inactivar 50 0CO unidedes 4e
penicilina. Al buscar on la grifica se encontrd que =

era el 0.92 %.
PRUEBA FINAL.

Conociendo la cantidad neceearia de penicilinasa
para inactiver 50 000 unidadees en 10 ml. se procede a

hacer esta nrueba final,

Se prepararon tres diluciones del concentrado de
penioilinnsa, de tal modo que lae concentraciones fing
len fueran de 50, 100 y 150 % de 1a concentracién que
parecfa inactivar 5 000 U/ml/h. Se pusieron 1, 2, 3 ¥
4 ml. de cadn dilucidn de la penicilinrea, en tubos de
enaaye; ae agregs a cada tubo 2 ml. de osolucién amorti
guadora de foafatna de pH 7 al 10 £; 5 ml. de solucién
acuoan de penicilina G sédica, que contenfa 20 000 uni
dadees por ml. y agua sufliciente para llevar a un voly

men total de 10 ml. Como en la prueba preliminar, se -
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hiocleron dos testigos libres de enzima, conteniendo ca
4s uno 10 000 unidedes por ml. de penioilinn 0 addisa
en aolucién amortiguadora de fonfatos a pH 7l 1 %, -
Tambidn, como en 1la prucba preliminar, se dej}é aotuar
la enzima nobre o) cubaotrato durante una hora ¥ 1luego,
se lnactivs calentando a bafio marfa a B0® C durante -
quince minutos. Deapués se diluyeron las soluciones a
unn concentracién estimativa de una unidad por ml. ¥y -
se deternind la ponloilina activa residual, Se repre -
sentaron grificamente las dosis de las muestras proba-
das contra laa unidadea de peniocilina inactivedas y se
determind, en 1la gréfica, el porclento de penicilinasa
requerids para inaotivar § 000 unidades de penicilina =~
por ml, Pueoato que c¢ota cantidad de enzima inactive «
50 000 unidadoe de penicilina por hora en un total de

10 wl., esto contiene 50 000/59.3 o sea, 843 unidades
Levy de penioilinasa., lLa potencla del concentrado de =

penicilinaso se calculd con la sigulunte férmula:

UNIDADES DE PENICILINASA /ml, _843 X faoctor de dilucién
volumen de la enzima probada

1a prueba préctica se efeotud con los siguientes

datos?
' D1LUCION ENZDMA
150 & 1.38 ml,
100 % 0.92 *

50 % .46
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Pare 1a dilucidn al 150 %, se tomaron 1,38 ml, =
del oconocentrado de la enzims, Que se diluyeron a 100 -
ml. oon sgua destilada. Sigulendo le técnica desorita,
se encontré que en 1 soluclones tratadas con 2, 3 y 4
ml. de la dilucidn al 150 %, se inactivé toda la peni
c¢ilina, pues no aparecieron zonas de inhidioidn al - -
cuantifiecar 1la penicllina activa residual. Hecha la de
terminacién, el resultado obtenido fué de 75 000 unida

des inactivadas,

Los resultados en la dilucidn al 100 & en laa sg
luciones tratadas con 3 y 4 ml. de la d1lucibn de peni
cilinasa, fueron totalmente inactivadas lae 100 000 =
unidades de penicilina. En las soluciones tratadas con

1l y 2 ml. se obtuvieron los sigulentes resultadoa!

DILUCION ml. DE DILUCION, UNIDADES INACTIVADAS.
100 % 1 37 875
100 ¥ 2 96 125

En 1a dilucidén al 50 % si se encontréd penicilina

activa residual y los datos obtenidos son los siguien-

tes:
DILUCION, ml, DI DILUCION., UNIDADES INACTIVADAS.
50 % 1 13 750
50 ¢ 2 33 750
50 % 3 55 250
50 % h 89 250
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Para hacer 8l cdloulo 4de 1la potencia del ooncepn
trado de penicilinssa, se representaron gréficamente
las dosie de la @nzima contra las unidades de pentol
1ina O efdisca inaotivadas, buscando en tal gréfica,
el porciente d¢ engima nececario para inactivar « -« -
5 000 U/ml/h y, cote 4nto, substitufrlo en la férmula
para encontrar el nimero do unidades Lovy de penioil}
nesa por ml. do concentrado enzimitico. As{ se encon
trd que la cantidnd necosaria pare inactivar - « - -
$ 000 U/ml/h era 4o 1,1 nl, que es una diluecién al =
125 %,

Este dato se subatituy$ en la férmula:

UNIDADES LEVY/ml. — X 1 000

En donde BU43 eg el factor obtenido al Alvidir =
50 000 entre 9.3 de acuerdo con el sigulente razona
miento! 81 une unidad Levy inaotiva 59.3 unidadesn de
penioilina, 50 000 unldpdes seréin insctivades por X u
nidades de penicilinasa; 1 000 es la dilucién, porque
se tom§ 1.1 ml del concentrado y se 1llevd a 100 ml. =
oon agua destilada, de aquf ae tomé 1 ml. y ee llevs
a 10 ml, para llevar a cabo la reaccidn; y 1.1 es el

volunen de engima utilizada,

Desarrollando la férmula se obtuvo como resultado

que en cada ml. de la solucidn enzimdtica hay 766 363 -
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unidadeg Levy. Por consiguiente, un ml, de concentrado
tiene la canacidad de inmctivar 45 U55 325 unidades de
penicilina.

Para utilizar la entima en la prueba de esterily
dad de los productos inyectablee con contenido de penj)
cilina, se diluyeron 2 ml. del conoentrado a 100 ml, =
con agua deetilada entéril, se guard§ en fraccos &mpu
la estériles, ee engargolaron Yy se les hizo prueba de
esterilidad, dando como recultado una solucién estéril.
Un ml. de dicha solucién inaotiva 908 906 unidades Qe
penicilina,

Para 1a prueba de esterilidad de las materiag =
primas de penicilina, se diluyeron 5 ml. del concen =
trado a 100 ml. con agua destilada estéril. la poten
ola de epta solucién es de 38 318 unidades levy de pe
nicilinasa por ml. Un ml. de la eolucidn, inactiva =

2 272 266 unidades de penicilina,



REBSUNEN.

Se dejaron desarrollar esporas de Bacillus gereus,

de la variedad productora de penicilinesa, en un medio
de cultivo especinl 1fquido, se centrifugd y el 1lfquido
sobrenadante ne pané a través de un filtro bacteriolégi
¢o para esterilirzar la solucidn enzimftica, con la cual

se procedid a las pruebas de esterilidad y potencla.

1a prueba de epterilidad ce llevé a cabd sembran
do la enzima filtrada en tubos de medio 1f{quido de Sg
bouraud y de tioglicolato, incubdndolos durante siete
dfas, como indican las regulaciones oficiales para eg

ta clase de pruebas.

la determinacifn de lam potencia se realizé haclep
4o actuar a la enzima en diferentes diluciones sobre =
una cantidad constante de unidades de penicilina G séd}
oca en solucidn acuose a pH 7 durante una hora. Después
de esto, se procedid a inactivar la enzima calentando a
bafioc marfa o una temperatura de 80° C. la penlcilina ag

tiva residual se determind por el método del c1lindro--
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placa y se¢ restd a la penicilina original. Se trazé una =

curva y se oalculd la potencia.



*

CONCLUSIONES,

loa resultados de este trabajo, se estima, fueron
altamente satisfactorios, demostrdndose:

1%, la produccién de penicilinzea por este método,
es prdotica y relativamente senclila.

2%, lap determinaciones efectuadas probaron la ob
tencidn de una solucién snzimdtica estéril, ocon alto =~

poder inactivador para la penicilina.

3°, Biendo el método perfeotamente accesible a las
précticas usuales de laboratoric, no existe limitacidn al

gune & la generalizacidén de produceién de penicilinasa en
Méxioo.

4o, Atentos al punto precedente, puede decirse, dg

saparece la dependencia que exliste a mercadscs ajenos, oon
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todos los tnoonvenientes que estoc representa, como son

tiempo, dietancia, aranceles, divisas y otros.
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