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l. 

I 1 T R O D U C O I O N • 

Como lA enz1Jna pen1c1l1nasa es 1nd1speneable para 

llevar a cabo la prueba de ester111d.Rd de productos fa!:, 

maceút1coe 1n¡ectablee con conten1doe de pen1c111na y, 

atendiendo a las 11m1tac1oneo 1cpueetae a tal prueba 

provoca.des por le escaeez de estn enzima en el mercado, 

ee pene6 en la poo1b111d.od de produo1rla en el m1su.o l.!, 

boretor1o 1 para poder noí, d10poner de la cnnt1dad neo~ 

oar1a para 1levnr a cabo la prueba, e1n estar eup~ó.1ta

dos a factores oJenoe. 

IA f1nal.1d.od de este trabajo se ..:oncreta a la pr~ 

duoc16n, en el l.Aborator1o, de J.n enz1ma pen1o111naea y 

eue controles de euter111d.od y potencia. 
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GENERALIDADES. 

D\ 194o, se obeerviS (1) que en loe cult1voa de 

Eaoh~r1ch1a .2.211 y de otros m1oroorgnn1emoa, existía 

una substeno1a con la propiedad de 1nnot1var la acc16n 

ant1b16t1on de la pen1o111nn. Esta eubsteno1a no aparst 

c!a l1bre en el medio de cultivo, e1 no que era neceea, 

r1o desintegrar las células en un molino bacteriano P!!. 

ra ser l1bernd.a. A dicha substancia se le llrunÓ penio1 

l1nnsa por tener las prop1edndee de una enzima. 

Actualmente ee emplee el término pen1o111neea, 

el reter1re~ n toda enzima cuyo eubetrnto es la pen1o! 

11na, obteniéndose como resultado de la reacción, la -

1naotivac1Ón del ant1b1Ót1oo. 

Florey y colaboradores eetablec1eron que muchas 

bacterias ten!an la propiedad de producir pen1c111naea 

y que ésta pod!a ser 1ntra o ext:r&celular (l, 12). 

La pen1c111naea ln e1ntet1~ muchos m1oroorga

n1emos, ya sean 1neene1blee o sensibles a la pen1o11! 

na. 

El poder para destruir la pen1o111n& se encuen-
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tra con treouenc1a entre las baoter1as. levaduras 7 hon. 

goe; a1n embare;o, lae que i:u(s sobresalen a este reepeo

to, eon las bactP.r1ae tormadoroe de eepore.e (34). 

tao pen1o111ruums e1ntet1uidae por loe d1ferentee 

a1croorgan1smoc t1enen prop1e~deo diferentes. 

Entre lae baoter1Ro eoporuladae que mayor cant,! -

dad de exoen~ima forman, pueden citarse Bao1llue eubt1 

11!. ()2), &.lo11.lue meoenter1ouo (10) 1 Bllc1llus cereus 

(26). 

la pen1c111nacw. cntal1za la h1dr~l1a1a de la un16n 

peptÍ41ca en el an11lo laotám1oo de la mol~cula de la P!. 

n1o1l1na. 

Por loe estudios concern1enteo a la acción de l.n 

enzima sobre la pen1o111na, ee deeoubr1Ó la formac16n de 

un nuevo grupo ao!dico (5, 2, l}), demostrándose que el 

producto de la renoo16n de 1naot1vac16n era el ác1do P.!! 

n1c1lo1oo. 

Pen1o111.na 

Clls 
CH,)y-~a-cooNa. 

s Nll 
........ / 
CfCOOlt 

Nl.\COB. 

Ac. pen1oilo1oo 

' 
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2 (R en la A pentenllpen1c111na o pen1c111na F ea c
5 

s
9

; 

7 en la benc1lpen1o111na, pen1o111na G, ea o7 H7). 

El producto de la reaoo16n de la pen1o111na Ji' oon 

la pon1o111naea, eo 1nooluble en d1eolventes orgánicos -

no polares 7 oe descompone con cloruro mero~r1oo en ool!!, 

c1cSn acuooa en: 

pen1o1lnam1na 

o 
• 

o-es-e-os 

1 1 
SR tm

2 

7 d16x1do de carbono (2). 

penllaldeh1do 

R-~-NB-CB2-os:o 

o 

La pen1c1l1na tiene un @'rupo .toldo de plt 2.9. !:l. 

'o1do pen1c1lo1co, tiene doo grupos 'c1do tuerteo 1 un 

átomo de n1tr6gono d~b1lmente bl{o1oo en el anillo de la 

t1a.t.ol1d1na (3 0 25)o Durante la 1nact1vo.c16n de la sal. 

ecSd1oa de la pen1c111na con la pen1c111naea, se libera 

un grupo ác1do fuerte 1 un grupo ~eioo d~b1l. Debido -

al pK bnJo, del grupo báo100, se obnorbe un equivalente 

al álcnl1 para mnntaner lo neutrnl1dnd de la noluo1cSn. 

Se ha encontrado que cuando actúa ln. penic111naea 

sobre ln penic111nn G or1etnlina, puede titularse un 

nuevo grupo de pK 4a7 (5), cercano al pK del ~tomo de -

n1tr6geno ~oioo, en el ácido benc1lpen1o1lo1oo. 
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Lll 1nRot1vao16n de la pcn1o111na oatalizada por la 

pen1o111naoa de Bp.o1llue oereuo, ee una reaooi6n da o~ 

den cero en presencia de un exoeeo de eubetrato. lA medl 

da de lo velocidad de reoociÓn (k) en preeenc1a de oant.!. 

dadeo oonotnnteo de penio1lillll (P) demuestra que ex1ete 

una relac16n linoal entre el log de k y el log de P ha~ 

ta que el oubotrato ee empieza a enturar oon la enzima; 

en eete ounto, ee cunndo la velocidad de reaooi6n alean, 

za ou máximo. Si lo quP vnr!e eo lo. concentrnci6n de P.!!, 

nicilina y ln punic1linnnn pel"Tlllnece oonetante, la vel.Q. 

cidnd (k) cru:ib1.D. como oe Mueetra en l.n figura 1 (16, 3). 

Ln curva obtenida ee ln típica de lae renoc1oneo enzim!, 

t1oae cuando varía la concentre.c16n del eubet:rnto • 

• 

Unidades de penicilina. 

Figura l.- Act1v1dnd de penio111naea a 
diferentes ooncentrnc1onee de substrato. 



' 
Be ha calculado que el ooet1c1ente de temperatura de 

la reaco16n a pR 7 ea de l..56 1 l.B energía de act1vac16n -

aparente ea de 7)&6o !750 ealor!as, por mole (16). 

La pen1o111rmua en g1rnero.l., muestre su mima aot1v,1 

4a4 a un pB cercano o la neut:r"11l1dad. 

Se 1nf'orctS que ln pen1o111naso. extrncelular d., una -

de lae var1edru\4"e de Bao11lun oereue, tiene su mruc1ma aot! 

V1dnd a pH 7, o1endo no!, doble de nct1va que a pB S 7 - -

ve1nte veceo cáo nctiftl que a pR 5 (1) 9 lo que demuestra -

que la actividad de la pon1o111.nnao varía tlll11b1tfo de acue!: 

do con el pB al. que oe ae&arrollo U:i resoot6n. 

1 ... 

Figurn 2.- Erecto del pB en la 
actividad de l.o pen1o111nasa. 

La temperatura 6pt1mll de act1v1dad, para la pen1o1l.!, 

nasa de 8ac1l.1uo oereuo, ea de 36° C (16). 

La pen1.oll1.nasa es capar. de 1noct1var o. algunas pen! 
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o111naa naturales b1oa1nt~t1oas. Estas pen1o111nae d1 
rieren solamente en su cadena lateral (R). La pen1o11!. 

nasa de Bftc1llue oe~~ue 1naot1va a las pen1o1l1nae, B.!!,. 

g'1n de la que se trote, a velocidades diferentes. 

La pen1o111noea se comporta oomo una peptidaea, -

oon acc16n reetr1ng1da a la h1dr611e1e de un tipo eep!_ 

olal de o.n11\o lactá.m1co, puea la penicilina contiene 

un sistema de on1lloti beta-lactám1co y de t1nzol1d1na 

unidos, como oe ve en la r6rmul.A a oont1nuao1Ón: 

Clla........_ 
AH C-Oi-~a 
~ .......... , J 

.s, /711, 

e~ 5° cr 
Jmeoa 

te pen1o1l1naaa ee 1naot1va r'o111'lente por d1t~ -

rentea taotoree, oún cuando loo 1nformea a ente roapeoto 

aon variables. 

INACTI VAC ION POR OALOI\. 

Hay muohon 1nf'>rmoo nobro ln ontnl1l Udnd d11 111 P.!!. 

n1o111nAea eomot1da n ln ncu16n dol calor. Pnronn qun 

la ma1or!n de lnn pen1c111nnono, ya oonn oxt1•11 o 1ntru. -

celulares, oe 1nnot1vnn por lo non1~n dol n11lnr• 1•n º.!2. 



luol6n aouoea. 

La pen1o1llnaaa extraoelular produD1da p~r dtf',!!. 

rentea cl.!!.seo del g~nero 'Bllo1llun, se 1naotlva ri(plda

mente a lOOº c. Se tra.t6 de protegerla agreg&ndole 

aubetano1ao oon alto peoo molecular, obcerv!ndoee que 

tiene un efecto 11mitado en la termoeotnb1l1dad de las 

prepnrac1oneo enz1mdt1ono (22), 

Bened1ot y ool.nboradoree, encontraron que se deJl 

truía mate del 50 ~ de aot1Vidad sometiendo la engima a 

la aool6n del calor durante 30 minutoo, a 6o0 O, en 

amortiguador, regulador a pH 7 (5). 

En eoluc16n acuosa la enzima ee de estable a -

pB cercano a 7. 

Ln pen1olllnnon do Jlllnlllun oeroun no oe 1naotiva 

por la ano1·'.11 <11' v"n11non rnP.\,.1i(t\oon, oomo oon el 'oido 

1ndoan~t1n~ y lA a&\~n n11 nn~io (16) 0 

1111 \1n111I 1n11•'"• n In l'"lltn\Hmrnn (ll'IHH11\nnte t'le J.!!. 
Q.JJJJU. tL'?J'IHHlt 11" lo t1rn,1lrltl ni fllllll'lll'IJ 111'1 11111\\0, Olft. 

11111'" 1111 1111111 .. 1 .. , ill1•l,\l··l\.,,•111·l1111111t.11, t>\ll.-111•ntn11n, 0111, 

fli11\\11t\11n 11.' .. 111111 1 r111,.111l1\11l1\1l11 y l\••11l\n11\11t11 1\n 1111~111, 

l\R 11111111111)'11 'lllfl flfll.H flflf. \Hll\ 11•1 1 \111111 }'111 t\1'1111110 ll\llfh1-

f\rl 111 '' 111~\1111 '' """" 111•11r111u•l••n '"'''º •11111 1111 llnvn " .. 
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cabo lA 1nAotivación de la en~ima por estas aubotnn, -

oiaa. Tampoco tiene grupo proet~tioo que contenga hierro 

o oobre (16). 

La enzima do Blloillua cer~un, oe inactiva en un -

65 ~ por la acoi6n de 25 g&Jllll\o/ml de ionoo o4lcicos 1 -

en un 95 ~ oon 50 gamao/ml de 1oneo t~rrlooo (16). 

Duthie 1nd1o6 que la pen1oil1naoa, procedente de 

YDriaa tuentee. oe 1naot1vo al precipitarse con acetona 

o alcohol a temperatUl'Q ambiente. Truobi~n ee inactiva al 

tratarla oon d1oxano o acetato de am1lo (34,23). 

SU aot1vlda4 puede oer inhibida por compuestos -

eatruoturalJ¡¡ante rolao1onndoo a una porción de la moléo!!, 

la de penloll1na (4). 

Lo 1nnct1vac1Ón de la pcn1cll1nnoa eo acelera en 

prnoenc1a do oubotrotoo andlogon, (tionon igual el n!l -

oleo de la pen1o111nn, ~o1do 6-om1nopen1o1ldnioo, poro 

dltieren nn lno cndonno lntornloo quo imparten un nlto 

grado do roo1otono1n o ln noclón ~o ln ponioillnaea), a 

dirorenoia de loo oubotratoo (ponic111nno, ouyoo oad.!!_ -

naa latoraloo oubot1tuídno var1no veoeo aumentan la a~ 

cl6n enz1m4tloa) (8). 

Be enoontr6 que la aot1Vidnd de la penioilinnsa -
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en medlo llquldo de tlogllool&to (que oontentn 0.05 ~ -

de tlogUool11to de 11odlo) 1 ""' 15 ~mayor que en Rg11R 

dutllnda (6). 

LA pf!n1o1Unnnn pro1h1olda por B!o1lluo oereuQ, 

cuando ne dlallin, a trnv~o de membrAnne de oelofdn, 

plerdn ou aot1v1dad (16), ponlblen~nte dobldo a la a!

eorc16n en el oelofdn. 

Se ha vloto que no todae las preparcionea de P.!. 

n1c111naoa pueden r1ltra.roe a trav&e de r11troo de t.!, 

po Seltz, porque pierden gran parte de su actividad (7). 

La dotorm1nac16n del peso molecular de la enz1.ma 

producida por Bao11lue oereue, d16 como resultado un -

peso molecular de 56 ooo. 

Entre loe ngentee preo1p1tantes de la pen1c1l1f1!. 

ea de Baolllue oereuo~ que pueden uenree para su pur!, 

fioao16n, ee encuentran: sulfato de amonio (que la pr.!, 

oipita al 70 % de saturao16n) (24), acetona (27) 1 et~ 

nol (2!). 

La enzima producida por Bs.oillue cereue, se a! 

eorbeen alúmina (20) 1 polvo de v1dr1o (19). La pr,2_ 

p1edaci de ser adsorbida también ee usa para l.a pur!, 

f1oaoi6n de las preparaciones enz1nmt1cas. 
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R1ut.n ol llf\O de 1951, 11 ¡1eur de haberoe 4eooub1e!:, 

to la penlo1l1naoll en 194-0, no ne hab!B eotnbleoldo una 

un1dad de pen1o1 l1nnon qun runm de uoo gentirnl. Lo.e m!_ 

d1o1onen do ln not1v1dnd oc hac!nn midiendo lao m!n1mno 

cant1dndoo de nn~lma rcqunr1dno par& deotruir una cnnt1 

dad deter::i1nndn de pcn1oil1nn, bajo oiertno oond1c1onee 

arb1trarino, obten16ndooo no!, d1forcntoo un1dndee de P!!. 

n1cil1nRoa que no eran intercrunb1nbleo. 

En la aotual1d.od, oe nceptan lae un1d.adeo de Levy 

(21) 1 laa do XorooJ (17). 

PaN la medic16n de la act1v1dad enZ1mdt1ca de la 

pen1cil1naGn, exioten var1oo métod.oe, entre loe que se 

encuentran: 

l. METODOS BIOLOGICOS. 

Eh la mayor!a do loe m~todoe deeoritoe en la l1tel'!, 

tura al respecto, ne deJa que ln enzima actúe soore la P!!. 

n1c111nn durante un tlempo determinado y la cantidad de 

pen1c1lina reo1dunl se valoriza por ou efecto sobre el 

orec1m1ento de mioroorgan1smoe eens1blee a ella. 

La reaoc16n enz1llUtt1ca puede detenerse calentando -

la mezcla antes de cuant1f1car la penicilina remanente (1, 

6). Filtrando la penicilina se obtiene el mismo resulta-



do cuando l.A pen1c1l1rutsa 10 encuentra dentro de lAs o! 

lulas (14). 

Otro n~todo paro deten~r ln rcnco16n, e~ por e~ 

trecc16n de ln pcn1c111nn res1üual, de la mezcla de -

reacc16n con d1oolventee orgdnicoe. 

La pen1c111na not1vn ren1dunl puede cuant1f1caree 

por el método de d1luo16n en tubo. Se h&cen d1luc1onee 

decreo1entP-e de la pcn1c1l1nnon, que se agregan a tubos 

con med1o de cultivo conteniendo una oant1dnd oonotante 

de pen1c1l1n.n; o~ deJa octunr la enz1r.in durante un tie!!!. 

po detonnl~do; oe 1nact1va.; ae 1noculn cnda tubo con -

orgnn1cmoo ocnn1bleo n ln pen1c111na; ee incuban durau, 

te la noche a 36-37º C y oe ve ol tubo en ol que oe en. 
cuentro la dilución l:l.:lyor do pen1c111nnB!l que pern1te 

el deearrol1o del m1croorgan1eoo. Loa c1c~Jorgnn1emos 

ut111zados para eota el.ano de ensayo, han e1do Staphr 

locoooue nureue (15) y 8no1llue nnthracie (16, 7). 

Otro método para medir la pen1c111na residual ec 

el de o111ndro-plnca. R1gu1endo la misma secuela que 

paro el m~todo de d1luc1Ón en tubo, al f1nnl, ee hace 

una d1luc16n pnra tener una concentrnc1Ón eot1mat1va de 

una unidad por ml. Le. determ1nac1Ón de la pen1c111na 

act1Vl'l reeidual, oe hace por medio de las tonas de 1nh1 

b1o1Ón. Se uen oomo organismo de pru~ba Stnnhylooocoue 
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aureua (lo, 6). 

2. HETODO W.NOME'l"RIOO. 

Cone1ote en ~cd1r la veloo1dad de oonvcre16n de la 

p~n1oll1na a 4c1do ~en1o1lo1co por noo16n de la pen1o11! 

nasa. L. 1naot1v1do.d do un:.~ col~cuJA de pon1o111na da 

por re1JV.ltndo un grupo oarbo~1lo nuevo, llovándooe a e!_ 

bo la l1berac16n do unn rool~oulo de d16x1do de carbono. 

91 oo ogrogn ponlc111nnon e una ooluo16n do pen1o! 

llna regule.da, con b1oas:'bonnto de ood1o, en un reop1róm.!!, 

tro de Vorburg de volumen conotanto, ee poo1ble medir 

la veloc1de.d do dooprend1m1ento dol d16x1do de carbono. 

Dentro de un.'l eooala dotem1rw.da do oonoentroo1oneo, lo. 

reacc16n oo do orden cero y el logaritmo de la volool 

dad de 11berao16n de d16x1do do carbono eo una :t"uno16n 

11noal dol logor1truo de ln ooncentrac16n do ll penio1l! 

nasa. De modo que, cuando ne reprooentan grtÍf1camente 

loo logar1tmoo, ne obt1ene uno línea reotn. F.stn gráfica 

oe puede emplear (uanndo ooluc1oneo normnleo do pen1o1ll 

nasa), paro buooar l.a act1v1dnd doooonoo1da, de una sol!!_ 

c16n de pen1o111naaa (16). 

}. METODOS VOLUMETRICOS. 

La ao1de~ total producida por la penicilina por -

la aoc16n de la pen1c111nnon, se puede titular potenci~ 



•'tr1camente oon NaOH 0.01 N. Se repreoentan gr~fioamen. 

te loo mililitros d~ NaOH neceoar1oe parn mantener el -

pH conotnnte, contra el tiempo en minutos. El m~x1mo de 

la OUl""Vll eo la medida de la aot1vido.d de la penicilina-

aa (JJ)~ 

La destru<,c16n de la penicilina, puede mediroe por 

la aboorci6n de 7odo (l7). Una solución de pen1cil1na G 

en regulador de rooratoe de pB 7, se uea como oubetrato 

con la pen1oil1nnea, oe deja nctunr durante un tiempo, -

oe le agrega ooluoi6n de yodo 0.01 n, oe pone en la ob!. 

cur1do.d duran~e diez m1nutoo y oe titula con eoluoi6n de 

t1oeul!ato de aodio 0.01 No 

la potencia de la pen1c111naea ee calcula con la -

eigu1ento f6rmul.a: 

500 000 X f lt • Il - Io 
_. __ t_ ... = Unid.o.des de pen1c111naea /ml. 

en donde 

V::- volumen do pen1c1.l1naoa 

0.078 = nbooroi6n do yodo por minuto de 500 000 
un1dndee de pen1cil1naon. 

1a = yodo aboorbldo in1c1nlmente 

1i = )'odo absorbido al !innl de la t1 tulaci&n. 

t =tiempo transcurrido en minutos entre I 0 y I 1 

~. METODO DE RDTACION OPTIOA. 

S~ pone la mezcla reaco1onante en un tubo de pol.arf 
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metro de doo deo!metroe, se mant1ene a 30° e ee a1de el 

oamb1o de la rotac16n Ópt1ca a loe lO 1 a lon 60 minutos. 

Le potencia d~ la eni1ma ae calcula con la e1gu1~nte t6t, 

mula: 

500 000 X ~X~ ~-::-~ Un1dndea de pon1o111nasa/ml. 

eon donde 

V volumen de pen1c111nnsa 

o.Ol.2 oru:ib1o en la rotao16n 6pt1ca por minuto, pr~ 
duc1do por 500 000 un1dl.ldee de pen1o111naea. 

L:.. a<..D dlferenc 1a entre ~ D¡ 1 ~ Do 

t Umnpo en minutos entre -.¿. Do '1 c:i.¿,, J>:i. 

Laa pen1o111naoae, 1ntra y extracelularee, se PU!. 

den obtenor en forma cruda mediante e~trnoc16n de las e! 

lulas bacter1o.nae y de loe l!qu1ñoe de cult1voe de loe -

m1oroorgan1smos productoreo, reopeot1vamente. 

Se ha preparado pen1c1l1nase. 1ntro.eelulnr de bao,!. 

loe paraoolon (15), m1oroorgan1smos Grrun-r.egnt1voe no.!. 

dent1f1cado~ (23) y de eatafllocoooe pen1c111no-ree1eten, 

tes (l~). La rutlnn cona1ate en hnoer desarrollar loe m,!_ 

oroorgnn1amoe en geloaG nutritiva (15} o en el medio prg_ 

piolo (23, 14) ae colectan lnn oÓlulna y algunao veoee -

se secan. ya sea nl vao!o (23} o por tratnmier.to con ªº.2. 
tona o ~ter etílico. El polvo reeultnnte contiene la e!!, 

iima unida a lao células. pero en ocasiones AS presenta 

aot1v1dad enz1mátioa al usarlo en svepene1ón (15). 
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Loe m1croorgRr11P'.'nOll n~rob1oe coporñgcnos a".ln loe 

que más ee usan coco fuente de p~n10111na11a extracel~ 

lar. 

Se hnn obtenldo preparnc1onee en%1mát1oae de per.1 

e111nftea de Pac1llue subt111s (32), de Pac1llus cerpus 

(26, 5, 20) y de illlc1llue 11c~Pn1form1e (10). 

Duth1P dP.Bcuhr1Ó que nr. nucentnbn ln producc!én -

de pen1c111n~AA P.n lon cultivos ~1 nd1c1onar pen1cil1r.ñ 

al cecUo (9). An!, la proc!ucc!Ón <!e per.1c1l1nnnn se h!!. 

ce ut111Zando pen1c111na parn 1nduc1r ln o!ntes1f' ae lf. 

en~11'l8 (26); d1ch.a producción ee unn respuesta a lA P!~ 

ple adición de pe~lc!11nn e loe cultivos de Bllc11lus 

cereue. La rorir.ac16n de la pe~1c111naen 1nduc1da 1 se -

efectúa en tres fnsee: la pr1~ert1 es una re~cc16n ri>~ 

da d~ las células re~eptoras con el azufre de la pe~1cl 

lina, esto ocurre eln metabolismo de la célula; l~ e~ -

gunda, es una fase latente que dura qu1nce m1nutof1, r.c

le. afecta la concentrac1Ón de pen1c111na, pero ef! ir.C.ll,. 

pensable ln presenc1n de ox!r~no; por últ1mo, en 11\ te~ 

Ot;ra tase, lA pen1c111r.aea ee forma a una veloci ~HC. 

constante. 

!:l awnento de la cor.centrac!.6n é.e pPnio1l!r~n, f. -

miS.s dl una un1dnd por ml, aUf".(•ntn la vcloc1dnd ¿~ 7 !"C' • 

2Z 
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duoc16n y l~n cond1c1ones ttnner6n1cno ln 1nh1ben, ~ero 

~P 1n1e1A 1nr,.¡j1Rtn.nt-nte que ae le 11•1r.1n1'ltra ox!geno 

( 29. 30). 

LA pe~~c111~noa extri•celular oe pue!e purlf1car -

;~r ~!ferentes m~t~doo que 1ncluyen ~1Ál1s1s, ndsorc16~ 

1 eluc1~n, prec1p1tnc16n por aJuate ~e pH y prec1p1t~

c16n con B':Jl~,i:.o de ru:ion1o, .<.1cl'tonn y alcohol. 

Loo ugoa de ln pen1c!11nn~n oon: en el laborator1o, 

pnra le pr~~ba de eoter1l1Gnd de ln pen1c111na y mGd1c~ 

~Pnte paro contrarrestar loe choqu~e pro~uc1dos por la -

sens1b111dnd a la pen1c111na. 
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PARTE SXP ERIMEJITl.Le 

PRODUCCIOH DE LAS ESPORAS. 

Para la produco1dn de lao esporae 48 Bao1llu• 

cereua var1oda4 5/B ( N T e e 9946 ) , que aon lae -

produoie>l"&G do la pon1c111naoa, ee prooe416 de la -

•1gu1onte manoftil 

a) In m1oroorgan1emo 11ot'111udo ae eembr6 en 

me41o lfqu14o do t1ogl1oolato 1 ee puso a 1ncubar a 

)69 c. bao ta qu0 eo oboerv6 un desarrollo abundante. 

b) A partir del desarrollo obton1do, ee :rese!! 

braron var1oo tuboo 1nol1nadoa oon medio •seod La.-

yer• d$ Difoo Laborntorioo lnc. 1 so pusieron a in

cubar a 36° Oo durante 24 horaao 

o) El deearrollo de loe tubos anteriores ao l!, 

vd oon 5 ml. do Bgu2 destilada est6r11. 
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4) La reaultante •uspen116n de m1oroorg&n1amoa 

•• pu6 a botellu de Rou:a: oon contenido de JOO mi.

de lllOd.10 •seed Lo.7erª do Ditoo Labore.tories Ino. 

Para que la euoponc16n oo extendiera perreota

mente sobre la oupert'1o1o dol med1o, se ad.1o1onaron

per1aa de v1dr1o eotdr1leo; 1ncub'1ldoee las botella• 

durante wia semana a 36° Oo 

e) 'l'ranoourr1do d1obo tiempo, el oult1vo baot~ 

r1ano ae lav6 con JO ml. do ªfnlll destilada eat,ril 1 

ne pae6 a un tubo 40 centrífuga, con tap6n, eet&rilf 

la ouspens16n así obtenida oe calentó a bafio maría a 

65• c. durante 30 minutos 1 oe centrifugó tres veoee, 

lavando con e.gua destilada eetér11 deopu6o de cada

oentr1tugao16n. 

r) Obtenida la euopeno1ón se guard6 en frascos 

Ámpula con perlas de vidrio para evitar la rormaoión 

de grumos, manten16ndoln :rotr1geradao 

PRoDUCCION DE LA E:•zrMA. 

La produoc1Ón de la pen1c1l1ne.sa ee h1to a ~ 

partir de las esporao do Bac1llue oereue variedad-
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5/8 ( 1 T C C 9~ ), preparada• OOllO J& ee expl1o6 -

anter1ol'llent•• 

n ID8d1o de oul t1 To empleado tu~ el Caldo de •0-
7 a tr1pt1oaaa do BG.l.t1more Biologioal Laborato:ry, lno., 

en una proporo16n do 2 ' en pooo en volumen, al que -

H le agrog6 o.I) ~ on pee o en volumen de 01 trato de ag_ 

dio. Eoto medio oo diotribuy6 en matraooo Erlonme7er -

en poroionoo de 100 ml. onda una, eoterilir.ándoae en 

autoclave a 121º o. durante 15 m1nutoo. 

Coda matra!!. oon el m&d1o eotorili&o.do ae 1nooulcS 

oon 1 mi. de la ouopone16n de le.a esporas prev1amente

proparaélaa do 6ac1ll'iW oorouo do le ve.r!ed5l! producto

ra do ~n1o111nsllla 1 oo metieron a 1noubar a 36º o. -
durAnto ouatro dío.n, quo oc ol tiempo requerido para -

que el m1oroorgan1smo oo dooa.rrollo al. eáximo, produ-

01endo ol Cl4ximo do ponioilinaoa, ( ooto oe puede ace

lerar poniendo loo a.w.traooo oon el modio 1nooulado, en 

un agitador meoánioo durante lb-16 h.) 0 

Loe oultivoo oo oontr1fugnron para eliminar laa-

ollulaa 1 dooeohoo oolularooo 

EB'I'ERILIUCION DE LA nzna. 

Se eeter111za la ooluo16n enz1m4tioa, f1ltrandola 

a tre.•'• de un filtro de membrana. Se emple6 esta olaee 
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de t1ltro deb1do • que ae ha informado que, a1 se paaa 

a traY'• de f1ltro m1crob1ol6g1oo del tipo Seita, la -

enz1ma pierde grRn parte de ou poteno1a al ser parcia! 

m~nte adoorb1da por la plaOA poroea. El material de la 

membrana eo da ~otereo do oelulona b1ol6gionmente lne~ 

tes cuyo tanono do poro eo de 0.02 m1orAo. 

Lo ooluc1~n An~1mdt1co obtenida eo un caldo o~ 

ro de pH nprox1madn~entc de ~.O a a.2¡ unn VOE ester! 

litada ae guard6 en matral! ErlenMeyer y oe puso en r.t, 

trlgere.o16n. Deepu'a oP. hizo la prueba de eoter111dad -

y se pr.:>i:t.d16 " erectunr l.A vnlor1iao1~n. 

PRUEBA DE ESTmILIDAD. 

La prue'b& de oet~r111dnd se reallz6 o1gu1endo -

loe 11neam1entoe que noonoeJan la Farmaoopea Nacional -

(ll) 1 que oone1aten en: 

a) Sembrar una serle de a1ete tubos de medio l! 

qu1do de tioglieolat~ y olete tubos de rn~d1~ liquido de 

Sabouraud, oon la eubetanc1a a la que se le va a hacer 

la prueba de estP,r111dado 

b) Una vez sembrados, se ponen a 1noubar loe de 
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t1ogl1colato a 3ó-37ª o. durante cinco d!aa 1 loe de S!, 

bouraud a 24• O o a temperatura ambiente, durante e1ete 

d!aa, ten1endo un tubo teet1go oon cada uno de loa ----

11ed1oa. 

o) Tranecurr1do eee t1empo, ee observan lo• tu-

boa para ver si ho.7 o no oontnm1nao16n. 

En el deearrollo práctico de la prueba, se eem-

br6 l ml. de la enzima ooteril1zad.o. a oad.o. uno de loa

tuboe do la e0r1e y eo incubaron coco 7a ee 1nd1o6. Al 

final. no hubo ningún tubo oontam1nado oomprobándoae, -

aa!, la efect1v1dad de la eoter111zac16n. 

DE'l"ERMINAClON DE LA POTENCIA. 

El m&todo usado, eetá basado en la def 1n1c16n de 

LeVJ' l21) do la unidad de penic111naoa: 8 Una unidad de 

pen1c111naea 1nactivn 59.3 unidades de pen1o1lina G -

por hora, a 25º C y a pH 7.0 en ooluc16n o.mortlguadora 

de foefatoe de unn on.l. pura oJ.oalina de penio111na Gª, 

y ee el deaor1to por K1rohba.um y colaboradoroo (lS)o 

Se deJ6 que c1noo d1luo1oneo lgunlmente oopa--

o1adae, de la eoluo1Ón enz1mát1oa, reaooionaran oobro

el substrato, oone1otento en 10 000 un1dndoe de pen1c! 

l1na G por tal. 

La valor1zac16n ee hizo an doa etnpae: prueba p~ 
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11a1nar 1 prueba t1n&l.. 

Prueba prttllm.tna.rs •• preparan olnoo d1luo1onea 

41terentea, con 8{Z'U& 4est11.&4a,1gualmente eapaoladae

• partir de la enzima oonoentnada, de la e1gu1onto 111!, 

1 Ocnoentrada 

2 50" 

3 10" 

.. 5 ~ 

5 2 " 

Be toad l ml .. 4e oacta una de eetaa d1luo1onee -

pon11ndolae en tuboo do enoa¡e 1 oe agrega.ron 3 ml. de 

agua deotiled.a, l tll.. da ooluo16n a.mort1guadora de 

toafatoo do pH 7 al 10 por o1ento (100 g. de rootato

monobáa100 de potnolo, ~3.56 mlo de ooluo16n do h1dr2 

xido de oodio 10 N y ague. doot1lndn o.b.~o un litro)-

1 5 ml. do ooluo16n aouoan de pon1o1linn G e6d1oa oon 

20 000 unidodoo por mlo Ho:?.olr.clao le.o ooluolonoa oe -

deJ6 actu~r ln onzlea durunto un.o hora n temporatura

runblontoo A oont1nuno16n oo puoioron o ~no me.ria a -

SOº O duranto quinao mlnutoe pri.ra 1ne.ot1var ln enzima. 

Igual procedimiento oe o1gu16 con doo tuboo toot!goo, 

adloiona.ndo l mlo do ngua dootilnda on lu~ar do la es, 

z1me. .. 

Se detorm1n6 la cantidad do penio111na activa 1!. 



•1dual.1 por el 9'todo de o111n4.ro-placa, que oona1ato 

en hacer una cUJ"Ya pat~n con o1nco puntoe qua oonte!!_ 

gan lae e1gu1enteo oant14ade& 4G pen1c111na G a6d1oa.-

por ml. 

l i.5 unida.dora por al. 

2 i.25 • • • 

' i.o • • • 
4- 0.75 • e • 
5 0.5 • • • 

La eoluo16n or1~1nal. de pen1c111na ee haoe oal.O!!, 

lande tener 200 un1dade111 de pen1c111na G e6d1.cc por -

=l.; de eeta aolución oo toma l ml. 1 oe lleva a 100 -

ml. con eoluo1Ón regui.o.doro. da footatoe de pB 6 al. l. ~ .. 

A partir de eota d1lua1Ón 9 oe bacon d1luo1onso 9 lao ne_ 

ceear1as, a tener las un1dadeo lndiondao anteriormente, 

llevando a un volumen t1nal. do 8 ml.. oon ooluc16n re~ 

ladera de tooratoo ds pH b al 1 ~. Para lao d1luc1onee 

de la en~1mn., ee diluyan todas ln1 eoluc1ones a una -

oonoentrac16n eot11ll!lt1vn de una un1dad por ml. 0 que es 

la concentrao1ón del punto medio de la curva. 

Las ple.ene pru-a ln determidko1ón oe preparan de 

la e1t'"U1ente manera: 

A cada una de lae caJao se lee ponen 21 111. de -

medio tundido ªBase Layer• de D1tco Laborator1ca Inc.: 



ee dejan aol1d1f1car 1 ne leo np,regan 4 ml. del 1n6c~ 

lo, para el cu.al ae uo6 oomo orgnn1omo d~ prueba 

Stapbzloooooue aureue. 

El 1n6oulo oo prepara & partir do un tubo 1nol1n~ 

4o oon docc.rrollo de 24 horao do Btaph,ylooocoua aureuo. 

El cultivo ee lava con lO ml. de ngun doot1lnd.o. eet&-

M.l. Da le. ouap,1mo16n nrnul tnnto, oe pone l ml. i.•o.ra

oaila 20 el. de medio fundido 1 8ecd Layerª do D1roo L!, 

bol!'ator1ee lno. 0 el ounl debo ootar a 40° c. 

Puesto el 1n6cul.o en las oajno oe ponen los -

a.n1lloe, llerulndolos con loo d11uo1onen. 

Para la curva patr6n ce ut111zan ee1s cajas, -

en las que 0e ponen c1noo nn1llos, uno pera cada una 

de las 41luo1onee 7, pnrc. lao d1luo1oneo de la enz1-

1Ul ee unan ouotro oo.jno para onda d1luc16n, en eiataa 

caJae ae ponen 0010 an1lloa do acero 1nox1dnble de -

8 ma. de diámetro externo, 6 moo de diámetro interno 

J 10 im:lo do nltura0 que ao llenan nlternnndo loe pr2 

blemao y la d1luo16n del tipo que contiene una un1--

4a4 por mlo (tipo 3)o lnoubo.doO 18 horno a 3ó-J7º C, 

ae miden loo d1l'imetroo do loo Eonno de 1nh1b1o16n. 

Paro. haoor loo oálouloo, se promedian loo diá

metros de onda d1luo16n 1 oe procede a corregir la -

curva por medio do lno o1~u1entea rorir.ulae: 

PUNTO ALTO:::: 3(1) + 2(2) ~ 3 - 5. 
5 
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PUNTO BAJO _3(5)t-2(4) +3 -l 
- 5 

Oon loa renultadoo obtenidos se traza la ourYa 7 

en ell• se busca el punto medio. 

Be promedian loe d1án-otroe del tipo 3, 1 loa ~ 

dal problema. R1 ol promedio del tipo 3 ee más grande 

que el tipo 3 en lo cuM7na De rostan y, el resultado-

se renta al promedio de loo d1ámetroo del problema. ~ 

Por el contr11r10, 01 el prou.edlo del Upo 3 ea menor -

que el tipo de la curva, tarnb1dn so rentan, pero el -

reeultado se suma al promecUo de loo d.14metroo del Pl';2. 

blema. 

Con el rcoulta.do de la eumn o resta del prome-

d1o de loe diámetroo del ~roblemo., ee buaoa en la gr& 

f1oa el contenido de penio1l1nn G eód1on presente en

la d1luo16n y oe haoen loo cñlouloo neceear1oo para -

determinar la cantidad de pen1c111na activa res1dual

presente en cada d1luo16n. 

En la serio de d1luc1oneo al 1001 50, 10, 5 "1 -

2 ~ del concentrado de la pen1c111nnea, cuando se hi

zo la determ1nac16n de la penicilina activa residual, 

no ee encontraron zonas de inh1b1o16n en laa oajae 

con eoluc1onP.e que contenían enzima, demostrándose 

as!, que toda la penic1l1na rué 1nactivadll por la enz!_ 



lllll pre10nte en lao o1noo d1luo1nnee. 

Se prooe416 a hiloer otra aer1e de d1luo1onee, a 

partir de la nula alta de la eer1e anterior, o 1ea1 

lo 1.2 ~ 

2. 1.1. 

3. loO • 

4. 0.9 • 

5. o.8 'f, 

El proae41o de loo reoultadoo obtenidos en '•ta 
prueba tueron loe a1gu1entee: 

DILUCION. u. DE P~ICILIMA ACTIVA. u. PENICILINA INACTIVADA. 

l. 1.2 jl 8 750 97 750 

2. l.l 'J 43 500 67 500 

3. LO . 57 500 53 250 

4. 0.9 - 65 750 45 000 

5. o.s ~ 78 500 35 750 

Ouant1f1onda la pen1c111nn aotiva residual, se proo~ 

di~ a determ1ruir lfl onntidad de pen1o1l1na 1nact1vade, 

restando al promedio de loo dntoa obtenidos de loe ensayos 

de las ooluo1oneo teotigo ln pen1o1lina aotiva residual, -

encontrada en las ooluoioneo tratada.a con la enzima. 

-
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Siendo o1noo loe dn~oa obt~n1don parn trninr la 
' ourYa (un11'\Aden de pen1o1l1nn 1nnot1vn~a contra d1ln 

c1onee dti lA enz1r.m), oe b1zo la oorreoo1&n oon las -

t6r111ulna de punto nlto y punto bnjo. El reoultndo de 

la oorreoo16n ruo: para P.l punto Alto, 96 300 unidadee 

1 par& ol punto bnjo, 30 550 un1dadoa. Con entoa datoo 

ae tro.z6 la ourvn y oc buno6 el poroentnJo de pen1o11! 

nana que ne roquor!n J>lll"fl 1nnct1vn.r 50 000 unidades de 

pen1o111nn.. Al buocnr en lA grár1ca ee enoontr6 que 

era el 0.92 ~. 

PRUEBA n N.AL. 

Conoc1ondo ln cnnt1dad ne-ceellr1a de pen1o111naea 

para 1nnot1vnr 50 000 un1dndoa en 10 ml. ee procede a 

hacer eetn nruebn f 1nnl. 

So prepararon treo d1luc1nneo ~el concentrado de 

pen1o111nnea, de tnl modo que l.lle conoentrac1onee t'1rl!,. 

leo ruernn do 50, 100 y 150 % de la concentrac16n que 

pnrec!n 1nnct1vnr 5 000 U/ml/h. Se puo1eron l, 2, 3 y 

1+ ml. de codn d1luc16n do ln pen1o111nnan, en tuboe de 

ennaye; ne ngl'Ot\'Ó n cndn tubn ~ ml, do ooluc16n Rmort,t 

guadorn de fon!nt()n de pH 7 nl 10 %; 5 ml, do ooluo16n 

acuoM áe pP:-i1c111nn G n~d1cin, que contenía 20 000 un!, 

dndee por ml. y ngun nur1c1ente pnrn llevnr a un vol~ 

1111~n total de 10 ml. Como en la pruebn prel1m1no.r 1 se -
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h1c1eron doa teot1goo l1breo de enz1!1\A, oontnn1endo o~ 

4• uno 10 000 un1dAdeo por ml. de pen1o111nn G o6d1oa 

en aoluc16n amort1guAdorn de rontntoe a pH 7 Al l ~. -

TA~b1~n, cOl'llo en l.A prueba prol1m1nar, oe deJ6 aotuar 

la enz1ma oobre el nubotrato durante unn boro 7 luego, 

se 1nactJ.v6 calentando o oono maría a So° C durante 

quince mlnutoo. Deopu6o oe diluyeron lno ooluo1oneo a 

unn oonoentrac16n eot1mat1vn de uno unidad por ml. 1 

ee detem1n6 la pon1o1l1M aot1 vn reo1dual. So ropr~ -

aentaron grdt1cnmente lno doo1e de lno muestro.o proba

da& contra lnn un1dndeo do pen1o111na 1nact1vadao y se 

detP.rm1n6, en ln gr6.t1oa, el porc1anto de pen1c111naoa 

requerida para 1naot1vnr 5 000 un.1dndeo de pen1o111na -

por ml. Pueoto que cote cantidad de enzima 1naot1va 

50 000 un1dndoo de pen1o111na por hora en un total de 

10 mi., eeto oontleno 50 000/59.3 o oea, S43 unidades 

Levy de pen1o111nnsa. Ln potenola del ooncPntrado de -

pen1c111naen ee oalcul6 con la e1gu1~nte r6rmula: 

UNIDADES DE PENICILINASA /ml. _¡t4) X rnotor de d1luo16n 
volumen de la enzima probada 

datos: 

lA prueba prtÍctlca ee efeotu6 con loe e1gu1entee 

DlLUCION 

150 % 
100 % 

50 % 

ENZDIA 

l.38 ml. 

11 

• 
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Para la d1luo1~n al 150 %, ee tomaron i.3g ml. -

del oonoentrado de la enz1ma, que ee diluyeron a 100 -

ml. oon agua deet1lada. S1gu1endo la t~cn1cn deeor1ta, 

se encontr6 que en W eoluc1onee trntndne oon 2, 3 1 4 

ml. de la d1luo16n al 150 ~. se 1nnct1v6 toda la pcn! 

c111na, pues no apnreo1eron zonne de 1nhib1o16n al - -

cunntlf1enr ln pen1c111na activa ree1dual. Heoha la d!, 

term1nnc16n, el resultado obtenido fu~ de 75 000 un1~ 

dee 1nnot1vadne. 

Loe reaultndoe en la diluo16n al 100 % en lna e~ 

luo1onee tratadne con 3 y 4 ml. de la diluo16n de pen! 

c111naea, fueron totalmente 1nnct1vadae lae 100 000 -

un1dadeo de pen1c111na. En las eoluc1onee tratadas oon 

l y 2 ml. se obtuv1eron loe e1gu1entes resultados: 

DILUCION 

100 % 

100 % 

ml. DE DILUCION. 

l 

2 

UNIDADES INACTIVA~S. 

37 g15 

96 125 

En la d1luc16n al 50 % si oe enoontr6 pen1o111na 

activa residual y loe datos obtenidos eon loe e1gu1en-

tee: 

DlLUCION. ml. D.1: DILUCION. UNIDADES INACTIVADAS. 

50 % l 13 750 
50 % 2 33 750 
50 % 3 55 250 
50 f. 4 g9 250 



Para hacer el c'loulo de la poteno1a del oonoe~ 

trado de pen1c111na6il, ee repreeentaron gn{r1oamente 

l•• 4oa1e de l.A 0nst1na contra lao unldadea de pen1o1, 

11na G e6d1oa ~naotlvadflo, busonndo en tal gr8t1oa, 

el poro1ento de enz1.nla neooll0r1o para lnaotlvar - - -

5 000 U/ml/h 7 1 oote dato, oubotitu!rlo en la r6rmula 

para encontror el número do un1dndeo LeVJ 1e pen1o1l!. 

naaa por Ell.. do oonocntr;ado enti.mñt1co. As! oe enoon_ 

trcS que la cantidad necoonr1a para 1naot1var -

5 000 U/ml./b era do l..l ml, que es una d1luc16n al 

125 ~. 

Bate dato ae eubat1tu76 en la tónmula: 

'ONinA.DES LEVY/ml. S43 X l 000 
1.1 

En don4e S43 ea el taotor obtenido al dividir -

50 000 ~ntre 59.3 de acuerdo oon el siguiente raton!, 

•lento: si una unid.ad Levy lnactlva 59.3 unidades de 

pen1o111na, 50 000 unldadeo oerán 1naot1vndns por X !:!. 

nld.adeo de pen1c111nasa; l 000 eo la diluc16n, porque 

ae tom6 l.l ml del oonoontrado y oe llevó n lOO ml. -

con agua dest1lada, de aqu! oe tom6 l ml. y oe llevó 

a 10 ml. para llevar a oobo la reaoc16n; y 1.1 ea el 

volumen de enzima utilizada. 

Desarrollando la !6l"!llula se obtuvo como reoultado 

que en cnda ml. de ln soluc1ón enz1máti~R hay 766 363 -
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un1dadea LeYy. Por oonalguiente, un ml. de concentrado 

tiene le eaPao1dad de 1naot1Tar 45 455 325 unidades de 

pen1c111na. 

Pera ut111&ar la eng1na en la prueba de eateril! 

4ad de loe productos 1nyeotablee oon contenido de pen!, 

ollina, ee diluyeron 2 Ml. ~el concentrado a 100 ml. -

con Q€UG deet1lnda eot~r11, ee guard6 en rrnocoe &mp~ 

la eet~rllee, ee engargol..Rron y oe lee b1go prueba de 

ester111dod, dando oomo reeultado unn soluc16n eot~r11. 

Vn ml. de dicha ooluci6n 1naot1va 90S 906 unidades de 

penic111na. 

Para :a prueba de esterilidad de leo materias -

primas de pen1oil1na, ee diluyeron 5 ml. del oonoe!l.

trado a 100 ml. ~on ague destilada estéril. la poten 

ola de esta soluc16n es de 38 31S unidades Levy de pe 

nicilinaea por ml. Un ml. de la eoluo16n, inactiva 

2 272 266 un1dadee de pen1c1lina. 



R E S U N E N • 

Se de,'.laron denarrollar eoporao de Bacilluu oereue, 

de la variedad productora de penioilinaea, en un medio 

de cultivo eepcclal l!qu1do, ee oentr1t'ug6 y el líquido 

eobrenadante oe r-ao6 o tro.véo de un f1ltro bacter1ol6g1 

co para eeterilir.ar ln ooluo16n enz1m~t1ca, con la cual 

ae ?rocedi6 a lao pruebas de eeteril1dad y potencia. 

La prueba de eeter!lidad oe llev6 a cabÓ eembro.n. 

do la enzlma tiltnidn en tuboe de medio líquido de S!, 

bouraud 1 de t1ogl1colato. lncubÓndoloe durante eiete 

d!ao, como 1nd1cnn lne regulnc1onee of1oialee para es 

ta olaee de pruebae. 

Ln determinnc16n de 1n potencia se real1z6 haciea 

do actuar a la enzims en d1fe1•entee diluciones eobre 

una cantidad oonntnnte de unidndee de penicilina G e6di 

oo. en eoluoión ncuooa a pH 7 durante una hor'l. Deepuée 

de esto, oc procedió a lnnotivnr la enzima calentando a 

bnno mnr!n a una temperotura do SOº c. la pen1c111nn ª2.. 

tiva ree!dunl ee detPrM1n6 por el método del c111ndro--



placa 7 ee reet6 a la pen1o111na original. Se traz6 una -

cull"?a 7 ee oalcul6 la potencia. 
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e o N e L u 8 I o N E s • 

Lo1 reeultAdoa de este trabaJo, ee est1ma. tueron 

altaaente eat1etnctor1oe, demootrándoae: 

i•. La produoc16n de pen1o1l1no.oa por eate m&todo, 

ee prdctloa 1 ~l.At1vamente s~nc1lla. 

2•. 1.Ae c:'letem1nac1ones efectuadas probaron la o}?. 

tene16n de una soluo16n enz1~~t1on eet~r11, oon alto -

poder 1naot1vodor pare la pen1o1l1na. 

Jº• Siendo el método perfeotamPnte aooes1ble a las 

prlict1cne ununlea de laborntor1o, no ex1ote l1m1tac16n al., 

gunn a la generol1zno16n de producción de pen1o111naea en 

M~xioo. 

4°. Atentos al punto precedente, puede dec1ree, d~ 

&aparece la dt•oendenc1a que existe a rncrcndoe aj1moe, oon 



todos loa 1noonTen1entee que esto repreoentA, como son 

tiempo, 01etano1a, aranoelen, d1v1ons 1 otros. 
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