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SENORES ACADEMICOS, SENORAS Y SENORES:

A Real Academia de Farmacia me ha abrumado con el honor de

concederme un puesto de académico de numero, y con ello me
proporciona la satisfacciéon de poder servir a mi Patria en aquel sector a
que preferentemente me llama mi vocacién, y creo que mis aptitudes,
tomando parte en la labor cultural y el desarrollo de la ciencia en Espaiia,
pilares fundamentales de su progreso y de su engrandecimiento.

Bien me hago cargo que ni mi preparacion, ni mi saber, han de
permitirme, a pesar de mi buena voluntad, aportar algo estimable a la
obra magnifica, plena de realidades, que esta Real Academia, en la que
figuran los mayores prestigios de la profesion farmacéutica, viene
llevando a cabo, para honra suya y gloria de la nacién que tiene la
fortuna de contarlos entre sus hijos beneméritos. No han de faltarme, sin
embargo -yo asi lo espero-, entusiasmo ni deseos de trabajar para,
dentro de mi modestia, ayudaros y, ya que no pueda formar parte del
cimiento que sostiene la obra, sea al menos una de esas piedras
pequefias que no son tan indispensables, pero que, no obstante, prestan
un servicio util para la consolidacion del edificio.

No vengo aqui, afortunadamente, a reemplazar a nadie que la
muerte haya arrebatado a la Academia, circunstancia siempre dolorosa y
triste, sino porque, con una vision clara de la enorme importancia y del
papel fundamental que la Farmacia tiene en la actualidad, y que
aumentaran, ciertamente, al correr de los afios, a propuesta del
excelentisimo sefior ministro de Educacion Nacional, cuya preocupacion
por los grandes avances de la cultura y de la investigacidn cientifica
nadie puede poner en duda, el Gobierno ha concedido a esta Academia



la categoria que le correspondia, asimilandola a las demas integradas en
el Instituto de Espafia y dando entrada en la misma a cultivadores de
ciencias afines a la Farmacia. Y uno de éstos -el ultimo, desde luego- soy
yo, dedicado modestamente a explicar en la Facultad de Ciencias de esta
Universidad de Madrid la asignatura de Quimica Industrial del
Doctorado, a la que tengo tal carifio que no he querido abandonar su
explicacion cuando la bondad del Caudillo me llevé a las tareas del
Gobierno. Por vuestra benevolencia y la circunstancia que acabo de citar,
estoy, sin duda, yo aqui, un tanto avergonzado de sentarme a vuestro
lado, como el pobre suele estarlo al lado de los nobles y los ricos, aun
cuando éstos le prodiguen, como vosotros me prodigais a mi, afectos y
atenciones, que es precisamente lo que distingue la nobleza auténtica y
el saber verdadero.

Escogi un tema sobre los "antibidticos" porque, aparte la importancia
de su estudio quimico y de su fabricacion industrial en Espafa, es quiza
en el que mas aparecen siempre unidos y mas se precisa la colaboracion
del farmacéutico con el quimico, y dentro de ellos me fijé en la penicilina
porque en Espafa se conoce poco de ella, en el aspecto de su
preparacion y de su estructura y propiedades. No seria posible tratar con
alguna extension este tema sin tener presentes los magnificos trabajos
del doctor BUSTINZA, gloria verdadera de la Farmacia y de la
Universidad espafiolas, y al que yo he seguido constantemente a lo largo
de este discurso. Las dificultades con que he tenido que luchar, a causa
de mi cargo oficial, para preparar el tema, con el fin de no retrasar mi
colaboracion activa con vosotros, y la escasa bibliografia existente en
Espafia sobre la penicilina, me hacen temer que defraude vuestras
esperanzas, pues hay en él muy poco de original y mucho de recopilacion
de trabajos extranjeros, especialmente de Inglaterra y Norteamérica,
paises en los que mas se ha estudiado el asunto en sus diferentes
aspectos.

Confio, sin embargo, en que él podra prestar alguna utilidad a los
jovenes que se decidan a investigar sobre la materia, especialmente des-
de el punto de vista de su fabricacion industrial y de las posibilidades de
mejora o descubrimiento de sustancias nuevas, y de todos modos no
olvido que vuestra benevolencia es mucha y mi voluntad muy grande, y
que por ello sabréis perdonarme y con vuestros consejos orientarme en
la labor futura que a vuestro lado me propongo realizar.

Y sin molestaros mas, entro en el tema.



Progreso de la Farmacia

Una parte numerosa de los medicamentos corrientemente utilizados
en la actualidad fueron conocidos en las Edades Media y Antigua. En la
moderna era cientifica los trabajos de muchos investigadores
permitieron descubrir los principios activos de medicamentos vegetales
que anteriormente s6lo se empleaban en el estado crudo o como
extractos. Estos principios activos, convenientemente purificados, tienen
sobre los medicamentos naturales la ventaja de su composicion
constante y de su accion fisioldgica invariable, y, al poder ser
administrados por inyecciéon subcutanea, intramuscular o intravenosa,
aseguran una rapidez mayor de accién y una mayor seguridad en la
absorcion. El jugo concentrado de las capsulas de diferentes adormi-
deras, conocido como opio, desde los tiempos mas antiguos encontré
enorme difusién como narcético, mencionandose su empleo en docu-
mentos asirios y egipcios, pero hasta el aflo 1816, en que Sertilirner
consiguié aislar su principal principio activo, el alcaloide morfina, no se
logroé la fabricacién en gran escala y su racional empleo en Medicina. La
corteza de las plantas del género Cinchona, que en 1638 curd las fiebres
padecidas por la virreina del Perd, Cinchén, no encontré6 empleo
generalizado hasta que Pelletier y Cavendou, en 1820, descubrieron su
componente activo, el alcaloide Quinina, tan utilizado modernamente
para combatir el paludismo.

La planta Ephedra vulgaris, de gran aplicacién en el tratamiento del
asma y en los procesos de elevacion de la tension sanguinea, encontré su
gran difusiéon después que Nagai aislé de ella su alcaloide activo,
Efedrina, y Manske, Johnsen y Skita realizaron de modo elegante su
preparacion sintética. Los progresos de la quimica organica en el
conocimiento de la constituciéon quimica de numerosas sustancias
medicinales, permitieron el desarrollo de los métodos de preparacion
sintética de gran parte de los medicamentos naturales, produciendo una
verdadera revolucion en el campo de la industria farmacéutica que
puede afirmarse surgié tal como hoy se la conoce con el perfecciona-
miento de los procedimientos de sintesis y de los estudios llevados a
cabo para determinar la constitucion de las combinaciones organicas.

Asi, por ejemplo, el mentol, que existe en la Naturaleza en la esen-
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cia de menta, se produce en la actualidad sintéticamente por
reduccion del timol, producto de degradacion de la mentona
existente en determinados aceites esenciales. Otro producto
natural, el alcanfor, en su modificacién dextrdégira, componente principal
de la esencia extraida del Cinnamomum camphora, y en la
levégira, constituyente de ciertos aceites esenciales, se obtiene
hoy en grandes cantidades por diferentes métodos sintéticos de
fabricacion que utilizan todos, como primera materia, el «
pineno, constituyente principal de la esencia de trementina, y no
solamente pueden producirse sintéticamente medicamentos naturales,
sino otros muchos que, no encontrandose en la Naturaleza,
reemplazan o suplementan a aquéllos. Asi sucede con el conocido
hipndtico cloral, introducido en Medicina por Liebreich vy
preparado a comienzos del siglo XIX por Liebig, y con el cloroformo, tan
utilizado en la narcosis, asi como en las industrias de resinas
y aceites, que se fabrican por sintesis en grandes cantidades. Numerosos
antisépticos, antipiréticos, anestésicos, analgésicos, etc., etc, se
producen partiendo del alquitran de hulla. La salicina, el
glucésido de la Sahgenina, existente en las hojas y cortezas de
determinadas clases de sauces, se ha sustituido modernamente por los
salicilatos, preparados por la conocida sintesis de Kolbe a partir del fenal.
El derivado acetilado del acido salicilico, la aspirina, con propiedades
analgésicas, antineuralgicas y antipiréticas muy superiores a las del
acido de partida, se fabrica actualmente en grandes cantidades; el
benzoato de bencilo, de gran aplicacion en la destruccion de los insectos
originarios de las plagas y en la sarna, y el p. p-diclorofenil-tricloro-etano,
utilizado contra los piojos, portadores del tifus, se han
fabricado en cantidades de gran importancia durante la
guerra pasada. El conocimiento de las relaciones entre constitucion
quimica y accién fisiolégica que ha sido alcanzado por el
quimico, en colaboracién con investigadores bioldgicos, ha facilitado la
obtencion de nuevos compuestos de constitucion definida
que  permiten lograr  determinados  efectos  medicinales.
El acido dietil barbitdrico (veronal), descubierto en 1898 por
Nebelthau, es un derivado alcohilado en el C del &cido barbiturico,
que se prepara por la condensacidon del éster malénico con la urea;
en el veronal pueden sustituirse uno o ambos grupos etilo
por otros radicales organicos y los productos asi preparados
diferir en el tipo de accion fisioldgica. Se obtiene de tal forma el luminal
(acidolenil-etil-barbiturico), el evipan (sal s6dica del N-metil C-metil C-
ciclo-hexil-barbitdrico) y otros muchos hipnéticos, algunos que actiian
con gran rapidez y producen periodos cortos de suefio, y otros mas
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lentamente absorbidos, produciendo suefio mas prolongado. Algo
parecido acontece con los anestésicos locales. Desde muy antiguo, viene
utilizindose para hacer insensibles al dolor los tejidos del cuerpo la
cocaina, como se sabe, el alcaloide obtenido de las hojas de coca. La
determinacién de la constitucion quimica de la cocaina condujo a la
produccién sintética de una serie de sustancias semejantes a ella en
mayor o menor grado, tanto en la estructura molecular como en la
facultad para producir la anestesia de los tejidos cuando es aplicada
localmente o inyectada. La novocaina (clorhidrato del éster p-
aminobenzoico del N-dietilamino-etanol), la estovaina, pantesina, etc.,
etc., todos derivados de complicados amino alcoholes, son ejemplos de
sucedaneos de la cocaina altamente interesantes y muy utilizados en la
actualidad en Medicina.

Las investigaciones llevadas a cabo por Faraday y Hofmann en el
alquitran de hulla nos pusieron en posesion de los importantes
antisépticos fenolicos, el primero de los cuales, el fenol tiene ain uso
muy generalizado como desinfectante, a pesar de que otros productos
obtenidos sintéticamente de diversas sustancias del alquitran de hulla
son mas activos y selectivos en su accion; tal ocurre con los cresoles,
menos toxicos que el fenal y dos veces y media mas activos; y el amilo
meta cresol, con un poder germicida 300 veces superior al fenal. La
introduccién de atomos de haldgeno en la molécula de los compuestos
fendlicos suministr6 a la Medicina antisépticos no tdéxicos muy
superiores en actividad al fenol, entre los que pueden citarse el para
cloro meta cresol y el para cloro meta xilenol. La dificultad de preparar
disoluciones estables de cloro de conocida eficacia limité6 su empleo
como antiséptico, hasta que la producciéon sintética de compuestos
organicos del tipo de la cloramina ha suministrado un método de
antisepsia con cloro que eliminé todos los inconvenientes del empleo
directo.

En el grupo de los colorantes, los acridinicos, cuyo
compuesto fundamental es la acridina (contenida en cantidad
pequeiia en el alquitran de hulla, pero que sintéticamente
puede obtenerse al calentar la difenil amina con acido férmico
y cloruro de cinc), figuran como antisépticos poderosos: la
acrifiavina, proflavina y euflavina, muy utilizadas en las heridas de
guerra como consecuencia de su poder de destruccidon de bacterias en
presencia de liquidos o gases sin dafio para el proceso normal de
curacion. El mercurio cromo, compuesto que combina las propiedades
antisépticas del mercurio con las del colorante flucresceina y la
penicilina, dela que después nos ocuparemos en detalle, han puesto de
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manifiesto su gran valor en tiempo de guerra debido a sus efectos es-
pecificos en la destruccion de bacterias.

Forman en la actualidad grupo importantisimo, entre los compuestos
medicinales sintéticos, los agentes quimioterapicos que, siendo se-
lectivamente téxicos para los organismos productores de infeccion, no
son dafiosos a los tejidos del cuerpo. Al comienzo del presente siglo,
Ehrlich y Shiga prepararon, calentando juntos acido arsénico y anilina, el
compuesto organico arsenical atoxilo, como sal s6dica del acido p-
aminofenil arsinico, utilizado en el tratamiento de la enfermedad del
suefio tropical, pero empleado cada vez menos a causa de su accién to-
xica secundaria; prolongadas investigaciones condujeron mas tarde
(1906) al descubrimiento del salvarsan 606 (clorhidrato del 3-3' diami-
no 4-4' dioxiarsenobenzol), utilizado en cantidades considerables en el
tratamiento de las espiroquetosis, tripanosomiasis, en determinadas
formas de malaria y especialmente como antisifilitico.

Recientemente aparecen como compuestos quimioterapicos impor-
tantisimos los derivados de las sulfonamidas cuando, en 1935, Domagk
encontré que el prontosil destruye los estreptococos hemoliticos, que
son responsables de la fiebre puerperal, escarlatina y erisipela. El pron-
tosil (como se sabe, la amida del acido sulfan ilico) es un colorante azo-
sintético rojo oscuro. Después se pasé a preparar otros compuestos del
mismo grupo, tales como la sulfanilamida y la sulfapiridina; la primera,
utilizada mas bien en infecciones estreptocdcicas, y la segunda, en las
neumocdcicas. La sustituciéon de unos grupos de atomos por otros llevd
finalmente a los quimicos organicos a la preparacién de compuestos
medicinales como la sulfadiazina, sulfatiazol, sulfaguanidina y otros, con
definidos usos especificos.

En el campo de las hormonas contribuyeron los quimicos a su mas
rapido desarrollo con el estudio de la constituciéon quimica y de la pro-
duccién sintética de las mismas; y asi, en 1901, Takamine y Aldrich
aislaron de las glandulas suprarrenales una sustancia cristalina, eleva-
dora de la presién sanguinea, llamada adrenalina, fabricada en la ac-
tualidad sintéticamente, en crecidas cantidades, a partir de la pirocate-
quina, el acido cloroacético y el oxicloruro de fésforo. De la misma
manera, la insulina, sustancia que Banting y Best, en 1922, reconocieron
en el tejido insular del pancreas, y a la cual se atribuye el control del
metabolismo del azucar, por aplicacién de los principios corrientes en la
industria quimica, pudo ser concentrada en tal forma que esta
siendo inyectada y utilizada como agente medicinal en la regulacién de
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la diabetes en el hombre. Partiendo de cuidadosas investigaciones bio-
quimicas, Abel logré separar del pancreas de las ovejas insulina cris-
talina, y puede confiadamente esperarse que la constituciéon quimica de
esta sustancia sea aclarada y llegue a ser posible la produccidon sintética
de la misma.

En el metabolismo del cuerpo humano tiene una gran importancia la
glandula tiroide, y su defecto produce serias enfermedades; antigua-
mente se administraba la glandula animal en forma de polvo seco o
como extracto, pero los trabajos bioquimicos han dado como resultado
que Kendall, en 1915, descubriera la sustancia activa de las glandulas
tiroides de los animales llamada tiroxina, cuya constitucién quimica ha
sido confirmada por sintesis, y por este medio se prepara hoy en grandes
cantidades.

Los factores alimenticios accesorios necesarios para el
mantenimiento de la salud, funciones de crecimiento y
corporales son las vitaminas, que adquieren cada dia mayor importancia
en el tratamiento de enfermedades deficitarias (avitaminosis) y en
profilaxis. Originariamente su nomenclatura era sencilla (A, B, C, D, etc,,
etc.), pero en la actualidad tiende a complicarse, como resultado
del trabajo de los bioquimicos. Muchas vitaminas se consideraron
al principio sustancias individuales, pero se vié mas tarde que estaban
formadas por mas de un compuesto. Se producen hoy sintéticamente
numerosas vitaminas: la vitamina A, promotora del crecimiento,
aislada del aceite de higado de peces, tiene gran analogia con la carotina
-el pigmento de las zanahorias- y podria designarse provitamina
A, ya que dentro del organismo animal se transforma en dicha vitamina,
que durante la guerra se acert6 a sintetizar quimicamente, sin que hasta
el presente se haya logrado seguir este método en la produccion
industrial.

La vitamina Bj;, antineuritica, existente en abundancia en la
cubierta de los granos de arroz, en la levadura, en el germen de trigo,
etc., se fabrica actualmente en grandes cantidades por métodos de sin-
tesis y se utiliza en Medicina con el nombre de aneurina. La vitamina B,
factor también de crecimiento, de un color amarillo intenso, muy
sensible a la luz, conocida como lactoflavina y muy difundida en el reino
vegetal y en los organismos animales. La vitamina C -factor
antiescorbutico, muy abundante en los frutos secos (naranjas, limones,
coles, habichuelas, etc.), se fabrica sintéticamente en grandes cantidades,
bajo la denominacion de acido ascdrbico, partiendo de la 1-sorbosa,
obtenida de lasorbita mediante oxidacién por el bacterium de la sor-
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bosa. La vitamina D, del aceite de higado de bacalao -vitamina anti-
rraquitica-, que modernamente se ha comprobado consiste en dos vi-
taminas, la D1 y la D2, ambas preparadas sintéticamente; la primera,
conocida con el nombre de calciferol, un isémero de la ergosterina, po-
seyendo, por tanto, la formula bruta Czs Hs3 O H. que contiene cuatro
enlaces dobles; la segunda. clerivada de la dehidrocolesterina, que puede
producirse a partir de ésta y se diferencia de la anterior en la cadena
lateral. La vitamina E, que influye en la fecundidad, idéntica a los
alcoholes del grupo del tocoferol (a tocoferol y P tocoferol), de
constitucion perfectamente conocida, y que se fabrica sintéticamente
por condensacion catalitica de la trimetilhidroquinona con el bromuro
de fitiJo obtenido a partir del fitol, La vitamina K, reguladora de la
coagulacion de la sangre, y cuya falta en el organismo conduce al em-
pobrecimiento en protrombina, y que hoy va siendo reemplazada por la
menaftona (2 metilnaftoquinona 1-4).

Debemos agregar a lo indicado hasta aqui que si la industria
farmacéutica utiliza ciertamente gran numero de productos quimicos
que otras industrias emplean también, se requieren para ella
extremados grados de pureza; asi, la farmacia emplea acido sulftrico,
carbonato sédico, sulfato ferroso, ioduro potasico, etc., etc., pero con un
elevado grado de purificacion que les prive de las impurezas
perjudiciales. Recientemente, se han introducido en farmacia las formas
purificadas de kaolin, el trisilicato de magnesia y otras sustancias
inorganicas.

El resumen que acabamos de hacer de la transformacion
que experimentd la industria farmacéutica en los ultimos afios,
pasando de sencillos materiales botanicos a complejos
compuestos  quimicos, conduce a pensar si no seria
conveniente la creacion de la ingenieria farmacéutica, toda
vez que los productos organicos, como los bioquimicos y
micolégicos, requieren una técnica muy compleja y grandes
aparatos, no siendo suficiente el ingeniero quimico para atender a esta
nueva industria, dado que la ensefianza de éste se hace con la vista
puesta en las necesidades de la pesada industria quimica y los procesos
de ésta son relativamente toscos, comparados con los de la industria
farmacéutica; cuyas técnicas obligan a tratar sobre una gran escala lo
referente a esterilidad y toxicidad y exigen que el ingeniero farmacéutico
sea una combinacidn de, ingeniero, cientifico, toxicélogo y farmacéutico.
Cualesquiera que puedan ser los puntos de vista sobre esta  observa-
cién. lo que si nos parece indudable es que en la batalla emprendida
contra los microbios los esfuerzos combinados del quimico desarrollan-



15

do nuevos compuestos, del ingeniero proyectando los métodos de pro-
ducirlos, del bacteridlogo, epidemiélogo y médico, se hacen absoluta-
mente indispensables, y esto, por si solo, justificaria el acierto de la
nueva composicion dada a esta Real Academia de Farmacia.

Simbiosis y Antibiosis

Los microbios crecen y efecttan muchas reacciones
metabdlicas en substratos naturales, tales como el suelo y estanques de
agua, de manera completamente diferente a como lo realizan en
cultivos puros donde ellos no participan de la influencia del crecimiento
de otros organismos. En medios artificiales y naturales, ya
sean éstos materiales sintéticos, masas organicas complejas e infusiones
utilizadas para la preparacion de productos esencialmente
industriales, o cuerpos de plantas y animales, los cultivos
puros de microbios se ven libres de los efectos de asociacién y lucha de
otros microbios que tienen lugar en substratos naturales. En
poblaciones mixtas se desarrollan reacciones que ordinariamente no
tienen lugar en cultivos puros. En el caso mismo de infecciones
mixtas, un patégeno puede ser precedido o seguido por uno o mas
saprofitos, con lo cual los procesos de destrucciéon realizados
en el cuerpo vivo del animal o de la planta son aplacados o acelerados.
En las poblaciones mixtas que se encuentran en substratos naturales,
las afinidades ecolégicas son en gran parte responsables de
muchas de las diferencias esenciales en el comportamiento y
metabolismo de los microbios, comparadas con las observadas en los
mismos organismos creciendo en cultivos puros. La mayor parte de
los microorganismos, habitando un medio natural, suelo o agua, estan
sometidos a numerosas interdependencias, tanto antagdénicas como
asociativas o aun simbidticas. Todo organismo es directa o
indirectamente influenciado por uno o mas de los otros
miembros constituyentes de la poblacion compleja. En los
comienzos se atribuyeron estas influencias a la lucha por los
alimentos. Pfeffer decia: "Que todo el mundo y todas las afinidades
amistosas y  antagdénicas de diferentes organismos son
fundamentalmente reguladas por la necesidad de obtener alimento."
Pero bien pronto se reconocié que esta explicacion no estaba comple-
tamente de acuerdo con todas las complejas afinidades que tienen lugar
en la naturaleza entre microorganismos. Quien primeramente acentu6
-1879- el significado delas afinidades antagénicas entre microorga-
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nismos fué De Bary, hablando del fenémeno de la antibiosis, por el
cual, cuando dos organismos crecen sobre el mismo substrato,
mas pronto o mas tarde, tino vence al otro y aun lo mata.
Afinidades simbidticas o mutualistas y antagénicas entre
microorganismos determinan si resultaran ventajas 0
desventajas para el organismo de la particular asociacion; las
primeras son beneficiosas y las segundas perjudiciales. Kruse afirmé que
cuando dos organismos son capaces de utilizar el mismo alimento
pero son afectados diferentemente por las condiciones cercanas,
reaccién, suministro de aire y temperatura, aquel que encuentra
condiciones mas favorables para su desarrollo crecerd mas
rapidamente, y con el tiempo serd capaz de suprimir al otro. Poter
sefiala que los efectos producidos por hongos en cultivo mezclado son
debidos al agotamiento de alimentos o a la formaciéon de
productos beneficiosos o dafiosos. E. F. Smith sefial6 que cuando
dos o mas organismos viven en estrecha proximidad pueden ejercer
efectos antagénicos, indiferentes o favorables uno sobre otro.
Estas potencialidades fueron mas tarde ensanchadas para incluir
efectos estimulantes, inhibidores, de sobrecrecimiento y no
influenciadores. En definitiva, se sabe que el antagonismo es un
fenémeno muy complejo, resultado de actividades numerosas y
frecuentemente poco conocidas. No puede trazarse una linea fina de
demarcacion entre efectos asociativos y antagénicos. Los micro-
organismos, habitando el suelo, viven en un estado de equilibrio.
Cualquier trastorno de este equilibrio se traduce en un
numero de cambios en la poblacion microbiana, a la vez cuantitativo y
cualitativa. La naturaleza ecolédgica de esta poblaciéon, descubierta bajo
ciertas condiciones especificas, asi como las actividades resultantes, tan
s6lo pueden ser comprendidas cuando las particulares afinidades entre
los microorganismos sean reconocidas. A consecuencia de su gran
complejidad, la poblacion del suelo no puede ser tratada
como un conjunto, pero algunos de los procesos, asi como
algunas de las relaciones entre grupos especificos de organismos pueden
ser examinadas como individualidades separadas. Algunas
han recibido especial atencidn, tales como las relaciones entre las
bacterias no formadoras de esporas y las formadoras de las
mismas, los actinomicetos y las bacterias, las bacterias y los mohos, las
bacterias y los protozoos (aquéllas, seres primitivos del reino vegetal, y
éstos, pertenecientes al reino animal) y las relaciones de las bacterias y
los mohos con los insectos. La vida en comin de dos organismos,
resultando un cambio de tal naturaleza que no pudiera ser
efectuado solamente por uno u otro de ellos aisladamente, constituye,
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segin se sabe el "sinergismo". Por ¢él, microbios viviendo en
asociacion suelen desarrollar caracteristicas que no poseen cuando
viven en cultivos puros. Asi, por ejemplo, cuando levaduras de
cerveza se colocan reunidas con bacterias causantes de la tuberculosis
en un medio libre de nitrégeno, conteniendo azucar, la levadura
desarrolla propiedades antagoénicas hacia las bacterias, utilizando estas
ultimas como manantial de nitréogeno; la levadura segrega una
sustancia bacteriolitica que causa no solamente la muerte de la bacteria
sino también su desintegracidon, que es también activa fuera de las
células. y de esta forma, determinadas bacterias son capaces
de matar las levaduras al ser inoculadas dentro de suspensiones
en agua destilada de esta ultima. El 4cido para-amino benzoico y la
sufapiridina ejercen también un efecto sinérgico sobre la penicilina,
elevando el titulo de dilucién en que la soluciéon de penicilina inhibe a
diversas bacterias.

Cuando Pasteur y Joubert describieron, en 1877, el efecto antagénico de
ciertos organismos contaminadores, en el crecimiento del bacilo del
antrax, se hallé la sugestion primera de que el fendémeno del
antagonismo microbiano fuere capaz de posibilidades terapéuticas. La
primera tentativa seria de emplear un antibidtico con propdsitos cura-
tivos fué la de Emmerich y Loew, en 188g. Utilizando el descubrimiento
de Bouchard de que el pseudomonas piocyonea es antagénico respecto de
otras especies de bacterias, demostrando que el medio de cultivo en el
cual el Ps. piocyanea habia estado creciendo durante largo tiempo tenia
la propiedad de inhibir o matar muchas bacterias patogenas.
Atribuyeron este fendmeno a la acciéon del fermento piocyanasa,
afirmando que el antrax experimental podia ser curado con esta sus-
tancia y sugiriendo su uso para tratar localmente la difteria y otras
infecciones. Al combatir el ataque de una infeccién microbiana, el re-
medio que destruya el microorganismo mismo serd claramente el mas
seguro en la accién. Si un medicamento capaz de hacer esto puede al-
canzar el area afectada en la sangre, penetrandola completamente, sera
logrado el ideal terapéutico. La mayor parte de los antisépticos son
enteramente inapropiados para tal fin: son mucho mas letales para el
hombre mismo que para los microorganismos que le atacan. Se sabe que,
por lo general, cuanto mas complejo es un organismo tanto mas
facilmente es intoxicado, y una sustancia que haya de ser relativamente
inofensiva para el organismo humano, pero letal para un microorga-
nismo unicelular, habrad de tener propiedades tan excepcionales que
no sera facil encontrarla. El afio 1935 tuvo lugar un descubrimiento que
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verdaderamente revoluciond la practica de la Medicina. Las infecciones,
agudas hasta entonces, casi siempre mortales en la juventud -meningitis,
fiebre puerperal, neumonia, etc.- constituian casos ante los cuales la
ciencia médica era generalmente impotente; y gracias a aquel
descubrimiento son ahora tan déciles al tratamiento, como antes eran
rebeldes. El descubrimiento a que nos referimos fué la sintesis, por
Mietzsch y Klarer, del medicamento conocido como "Prontosil" y la
revelaciéon por Domagk de sus propiedades terapéuticas. El prontosil
rubrum preparado por Bayer 1. G. 4 sulfonamida-2'-4’-diazo-amino-
benceno

se descompone en el organismo liberando su constituyente activo, la p-
aminobenceno sulfonamida,

H,N— > —SO,NH,

compuesto conocido casi'" universalmente como sulfanilamida,
al cual debe el prontosil su actividad terapéutica, hasta el punto de que
por su mayor solubilidad y su absorciéon mas rapida ha venido a
sustituir al prontosil en el uso terapéutico. Tomando como punto de
partida la sulfanilamida, se descubrieron innumerables compuestos
adicionales facilmente obtenidos por sintesis, y el mas importante de
todos ellos la z-p-aminobenceno sulfonamido-piridina, conocida como
sulfapiridina, muy utilizada en el tratamiento de la neumonia, en
fermedad definida por Sir William Osler como "capitana de los ejércitos
de la muerte". Mientras la sulfanilamida vencia la: mayor parte de las
infecciones producidas por estreptococos, era casi inactiva a los
neumococos, contra los cuales, por el contrario, la sulfapiridina ejercia
una accién impresionante, descendiendo con su empleo la mortalidad
debida a la neumania, desde el 25 % a un 5 %. También merecen citarse
la sulfanililguanidina, muy utilizada en la disenteria bacilar, y la sal de
sodio de la acetil sulfanilamida aplicada a determinadas infecciones de la
vista: En este campo, la farmacia inglesa ha preparado un medicamento
que puede ser tenido en las casas para tomarlo cuando surja
la enfermedad, aligual que puede hacerse con una tableta de aspirina;
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nos referimos a la suliametacina [2-(4' -aminobencenosulfonilamino) 4:
6-dimetilpirimidina], que, sin embargo, no ha encontrado
el campo extenso de aplicacion que se esperaba. La manera
de actuar todos estos compuestos es sumamente interesante,
pues no lo hacen destruyendo bacterias, en unos cuantos minutos, en el
tubo de ensayo, al igual que lo realizan los antisépticos
ordinarios; por ejemplo, el prontosil no tiene ninguna accién
sobre las bacterias fuera del organismo, y la misma sulfanilamida
actia impidiendo el desarrollo de unas pocas bacterias y no
aniquilandolas en grandes cantidades. El modo de actuar, por
tanto, en el organismo tiene que ser otro que el directamente
letal para las bacterias. Las dos escuelas extremas que tratan de
explicar tedricamente esta accion son la alemana, sostenida por
Domagk, y la inglesa, patrocinada por Garrod. La primera eleva a la
categoria de misterio impenetrable la accién de las sulfodrogas,
algo asi como si el desarrollo de los acontecimientos en un
area de infeccion del organismo vivo sometido a la
quimioterapia mantuviera secretos que no pudiéramos aspirar a
dominar con nuestros conocimientos actuales. Garrod, por el contrario,
sostiene que los compuestos de sulfonamida no tienen ninguna
accion oculta, misteriosa e indirecta, sino que detienen en el
organismo el desarrollo bacteriano obstaculizando el proceso
necesario para su multiplicacion. Esto es en si mismo bastante para
asegurar su destruccidon, ya que las bacterias, mantenidas a la
temperatura del organismo, tienen que crecer o morir, aparte de que
cualquier infeccion aguda solamente progresa por rapida
multiplicaciéon bacteriana, y si ésta cesara, la intensidad, cada vez mayor,
de las fuerzas defensivas del organismo la  venceria
inevitablemente. El estudio por Fildes, en el Hospital
Middlesex, del metabolismo bacteriano, determiné de modo exacto
cuales eran los requisitos necesarios para el desarrollo de los
estreptococos, y de ¢él dedujo Lockwood, de Filadelfia, que
la paralizaciéon del desarrollo bacteriano por la sulfanilamida in vitro es
impedida por la peptona, constituyente, como es sabido, de todos los me-
dios ordinarios de cultivo. Mas tarde, siguiendo estas investigaciones, se
demostré podia ser extraida de los estreptococos y otras bacterias una
sustancia antagdénica de la accién de la sulfanilamida sobre ellas en
medio sintético. Al fin, se alcanzé un éxito aislando dicha sustancia, que
identificada resultd ser el acido p-aminobenzoico, compuesto esencial
para el crecimiento de los estreptococos y algunas otras bacterias.
Ellas mismas pueden formarlo, pero su ulterior utilizacién depende de
una reacciéon enzimatica, la cual es Impedida por la sulfanilamida, que-
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dando de este modo interrumpida una etapa esencial en la formacién de
algiin constituyente necesario para la célula bacteriana. La concen-
tracion de sulfanilamida que por dosis ordinarias puede ser alcanzada en
la sangre logra este efecto en el medio nutritivo proporcionado por el
organismo mamifero infectado, y resulta asi justificado como la muerte
de las bacterias bajo la influencia de tales medicamentos es una muerte
por inanicién. Este descubrimiento ha tenido una profunda significacion,
cuyo efecto mas inmediato y practico ha sido fomentar la aplicacién local
de estos medicamentos en forma de polvo a las heridas, medida que
resultd ser de inmenso valor, particularmente en la cirugia de guerra. Es
indudable que algunos microorganismos producen sustancias altamente
nocivas para otros. La penicilina, formada por el moho Penicillium
notaium, poderoso antiséptico, y la Gramicidina, extraida por Dubas de
un bacilo aislado del suelo, con propiedades muy similares a aquélla, son
ejemplos clasicos de lo que venimos afirmando. La accién de la penicilina
no es obstaculizada por el acido p-amino-benzoico, como le sucede a las
sulfanilamidas.

El gran valor que tiene la cromatografia en la preparacion y ais-
lamiento de algunos antibidticos, especialmente de la penicilina, nos im-
pulsa a decir algo de este importante medio de andlisis quimico,
fundado, como es sabido, en la adsorcién diferencial en un proceso de
contra-corriente. La cromatografia es absolutamente indispensable en el
campo de la investigacion, y su radio de accién alcanza a todos los pro-
blemas relacionados con la separacion de sustancias mas o menas seme-
jantes. Asi como la destilacion fraccionada es equivalente a millares de
destilaciones corrientes, la cromatografia, con el ordenado movimiento
del liquido hacia el adsorbente, con el que se mantiene en todo momento
en equilibrio, equivale a una constante y continua agitaciéon del adsor-
bente seguida por filtracion. Es en muchos casos la velocidad diferencial
del movimiento la que permite, con un error infinitesimal,
llegar a la separacion de sustancias, de adsorciéon tan
semejante que no es posible lograr una util y adecuada separacion
mediante simple agitacion con el adsorbente. El cromatograma ideal se
realiza en un tubo en cuyo interior hay una columna de
material adsorbente y poroso, a través del cual fluye el solvente.
En todo el trayecto es constante la proporcion de liquido a
sélido, y la caida del primero es uniforme. Si en vez de un
solvente puro hacemos pasar a través de la columna la solucién de una
sustancia adecuada, y suponemos que en una delgada seccion
dela columnala proporcién de la sustancia disuelta en el solvente es ¢,
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se adsorbera en el material poroso la cantidad 1 - a. En este caso
ideal el equilibrio entre sélido y liquido es instantaneo y no tiene lugar
ninguna di fusién. Evidentemente, si una porcion a se mueve
con la velocidad del liquido y una porcién 1 - a permanece estacionaria,
la velocidad neta de la sustancia disuelta es a veces la velocidad del mo-
vimiento del liquido. La razén de las velocidades de la sustancia
disuelta y del solvente se la representa por el simbolo R De
hecho, el equilibrio no se alcanza instantineamente. La
sustancia disuelta debe pasar de liquido a sélido y viceversa, lo
cual tiene consecuencias practicas muy importantes. Para
lograr un equilibrio rapido hay que procurar que la distancia a través de
la cual la difusion ha de llevar la sustancia disuelta sea lo mas corta
posible. Siempre, y nuestras experiencias asi nos lo han confirmado, es
causa de apreciable error no emplear un adsorbente finamente
granulado.

Hasta aqui hemos supuesto que la isotérmica de adsorciéon
era lineal, al ser constante la razén de la concentraciéon de la
sustancia disuelta en el liquido y en el adsorbente en equilibrio,
pero de ordinario no es precisamente esto lo que ocurre, sino que
generalmente la proporcion de sustancia disuelta en la fase
liquida aumenta con la concentracion. El valor RF crece
con la concentracién; por tanto, el frente, anterior se mueve
mas rapidamente que el posterior, y da como resultado el
ensanchamiento de la faja. La adsorcion de una sustancia puede
a su vez modificar grandemente la adsorcién de otra, y es ésta
una nueva complicacion a tener en cuenta en los analisis. El
adsorbente mas cominmente empleado en los laboratorios es la alimina,
con un solvente no polar, tal como la bencina. Los grupos polares y
polarizables en la sustancia disuelta son un factor importante en la
determinacion del comportamiento de la adsorcion en esta clase de
adsorbentes, y de modo parecido la elucién es afectada por solventes
polares o polarizables. Si un solvente tiene afinidades con el hidrégeno,
es de ordinario un buen agente de elucion. Estos adsorbentes difieren
poco en selectividad y mucho en fuerza. El carbén también ha sido em-
pleado recientemente en la cromatografia analitica. Sus isotérmicas de
adsorciéon no son, ni con mucho, lineales, lo que es ventajoso en el
andlisis frontal y en el desarrollo por desplazamiento. En general, las
cadenas grasas, y muy en especial los anillos aromaticos, determinan la
adsorcion en el carbén, mientras que las agrupaciones polares son
menos importantes. Asi, por ejemplo, la adsorciéon de los aminoacidos
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tiene lugar en soluciones acuosas y pueden ser lixiviadas mediante el
fenal o la efedrina.

Desde tiempo atras vienen empleandose en el tratamiento
de las aguas duras materiales productores del intercambio i6nico, pero
en gran escala s6lo recientemente se utilizan en la cromatografia
analitica. Esencialmente, se trata de &cidos insolubles o bases
formadoras de sales insolubles. Primeramente se utilizaron los zeolitos,
que aun cuando inestables en solucién acida, son ttiles en el cambio del
Na+ por otros cationes. Adams y Holmes demostraron que
ciertas resinas sintéticas poseen propiedades que favorecen este
cambio idnico. Carbones sulfonatados o resinas que contienen grupos de
acido sulféonico estan en uso corriente hoy en dia, y mediante ellos se
consigue el cambio de los iones H* por otros iones. y es conocido existen,
a su vez, resinas basicas capaces de producir cambios de aniones.
Mas es preciso tener en cuenta que con estos adsorbentes las
moléculas adsorbidas son retenidas por fuerzas electroestaticas, de tal
forma que no es la estructura molecular, sino la carga, el
principio determinante de la adsorcion. Recientemente se ha
introducido en el analisis cromatografico el gel de silice
como adsorbente. La silice absorbe aproximadamente la mitad
de su peso de agua para formar el gel sin aparecer mojado. Asi, mediante
un gel de silice saturado puede obtenerse un cromatograma
empleando como solvente cualquiera que retna la condicion
de ser inmiscible, o poco menos, en el agua. Efectuando una
conveniente seleccion del solvente no hay adsorcion en el gel
de silice mismo, sino que el cromatograma depende exclusivamente de
la distribucion entre el solvente y el agua. En este
cromatograma de reparto, el valor RF derivado del coeficiente de
distribucion y de las cantidades de agua y solvente
inmiscible esta de acuerdo con el valor ya observado.
No hay inconveniente en el empleo, en vez de agua, de otros liquidos, asi
como el reemplazo del gel de silice por almidén,
celulosa y otras sustancias. En los procedimientos de purificacion de la
penicilina, complicados y dificiles, dada su inestabilidad
respecto de muchos compuestos quimicos, asi como las desfavorables
solubilidad es del acido libre y de sus sales, sin haberse encontrado un
compuesto organico cuyo cation forme con ella una sal
relativamente insoluble. adecuada para procesos de purificacion, la
cromatografia ha desempefiado un papel importantisimo, y de ella se ha
hecho uso extensivo para separar de la penicilina cruda el producto puro.
La adecuada distribucién entre solventes, varios métodos
de cromatografia yunproceso reductor por amalgama de aluminio
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(que sin afectar a la penicilina cambia las solubilidades y la reaccién
cromatografica de las impurezas) han permitido recientemente obtener
sales de bario con una actividad de 1.000 a 1.500 unidades Oxford por
miligramo, y hasta lograr preparaciones de sales de penicilina cristalinas,
con lo cual parece haberse alcanzado el limite de purificacion. Es ésta la
razén por la que nos hemos detenido brevemente a tratar de la
cromatografia analitica.

Las cuatro zonas siguientes 3e distinguen en la columna de adsorcidn.
Cromatograma, desde la parte superior.

1.2 La Capa anaranjada, pardo oscura, de espesor inversamente pro-
porcional a la cantidad de carb6n usado para la descolorizacion, contiene
algo de penicilina.

2.2 Ligera capa amarilla. Contiene la mayor parte de la penicilina.
Nada de pirdégenos.

3.2 Capa anaranjada. Contiene algo de penicilina. Algo o la totalidad
de los pirégenos; y

4.2 Capa pardo o rojo-violeta. No contiene penicilina. El pigmento
desaparece con exposicion a la luz.

Antibiéticos - Penicilina

Nuestro compafiero, el doctor Bustinza, tan destacado en el campo de
la Farmacia y de la Fisiologia, que ha estudiado con tanto carifio cuanto a
los antibiodticos se refiere, y esta reconocido hay en el mundo cientifico
como una autoridad en la materia, en su obra sobre la penicilina
recomienda que la palabra antibiéticos (empleada por Waksman, en
1941, como sustancias opuestas a la vida, por su demasiada amplitud, y
en casos determinados ser salvacidn de los enfermos) se sustituya por la
de "antibidticos selectivos antimicrobianos”. Acéptese o no la sugerencia
del doctor Bustinza, es lo cierto que existe un fenémeno
muy generalizado, el del "antagonismo microbiano”, segun el cual
numerosas especies de bacterias y hongos son capaces, en condiciones
favorables, de dificultar o impedir el crecimiento de otras especies
microbianas, y que esta accién inhibidora es debida en muchos casos a
las propiedades de ciertos productos metabélicos formados por el
antagonista; y es a tales productos a los que se designa con el término
antibidticos o antibiéticos selectivos antimicrobianos. Las sustancias
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antimicrobianas pueden ser de naturaleza quimica o bioldgica.
Las primeras, inorganicas u organicas; asi, por ejemplo,
metales pesados, halégenos, fenoles, compuestos arsenicales, colorantes,
etc. Las segundas incluyen una variedad de productos de
plantas superiores (quinina, proteinas de la harina de trigo, etc.),
animales superiores (lisozima, lactenina, etc.) y microorganismos, a los
cuales especificamente se aplica el término antibiético. La propiedad,
poseida por cultivos filtrados de muchas bacterias, de inhibir el
crecimiento de células bacterianas es conocido de antiguo, y se ha
llegado a hacer la sugestion de que todas las bacterias, ensayadas a la
edad conveniente y bajo condiciones propias de cultivo, son capaces de
producir sustancias antibacterianas. Hoy se ha establecido
definitivamente que esta propiedad es solamente caracteristica de
ciertas especies de bacterias especificas, mohos y actinomicetales, Las
sustancias antibiéticas de origen microbiano son fundamentalmente en
naturaleza bacteriostaticas mas bien que bactericidas; quiere decirse
que inhiben el crecimiento de la bacteria en vez de ocasionar
directamente su muerte. En su acciéon son selectivas. Algunas afectan
mayormente las bacterias gram-positivas; su acciéon sobre las gram-
negativas es mas limitada, por lo que toca a la vez a las clases afectadas y
a la concentracién requerida para llevar a cabo una completa inhibicion.
Otras sustancias pueden inhibir solamente el crecimiento de ciertos
miembros de ambos grupos de bacterias.

Esta, por tanto, perfectamente justificado hablar de un "espectro
caracteristico bacteriostatico " para cada sustancia antibidtica. El es-
pectro sefialard la distribucion de inhibicién del crecimiento de dife-
rentes bacterias para diferentes concentraciones de una sustancia an-
tibidtica. Y graficamente, las franjas del espectro representaran la con-
centracion de la sustancia. La produccién de sustancias antibiéticas por
microorganismos especificos aparece influenciada por la raza del orga-
nismo, la composicion del medio, la temperatura de incubacién, la edad
del cultivo, aeracion y otros factores. Las sustancias antibidticas varian,
por tanto, muy grandemente en su modo de accién sobre las células bac-
terianas, en su toxicidad sobre animales y en su utilizacion practica para
el tratamiento de enfermedades humanas.

Entre las mas importantes sustancias antibidticas se encuentra la
penicilina producida por el moho Penicilliun: notatum; soluble en alcohol
y en agua; soluble en éter, al pH2 Y en otros disolventes;
termolabil; contiene nitrégeno; actividad biolégica contra las bacterias
gram-positivas, aerdbicas y anaerobicas; activa in vivo con
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muy baja toxicidad y agente fundamentalmente bacterinstatico.
La mayor parte de los microorganismos patégenos no sobreviven
mucho tiempo en el suelo, incluso aunque ellos pudieran
sobrevivir en cualquier otra parte en condiciones similares de
alimentacién, temperatura y humedad. La muerte de los gérmenes
patégenos en el suelo es con frecuencia rapida y debida a armas
quimicas identificables, producidas por microorganismos
antagénicos que son habitantes naturales del mismo medio.
Este hecho indudable nos indica la gran aportacién de la naturaleza al
bienestar de la humanidad, ya que seria dificil imaginarse el
desarrollo y la supervivencia de nuestra raza si el suelo hubiese sido un
lugar apropiado para el contagio. Mientras los quimioterapeutas
de las anteriores generaciones, buscaban los remedios para las
enfermedades en extractos de plantas superiores, descubriendo
agentes tan valiosos como la quinina y la emetina, o
remedios fisioldgicamente tan potentes como la digital y el opio, las dos
ultimas generaciones de cientificos investigaron para
encontrar remedios antibi6ticos sobre cultivos de microorganismos.
Quien tenga curiosidad, como me ha sucedido a mi, de revisar la
literatura publicada durante los ultimos setenta afos, encontrara
referencias de hasta por lo menos veinte sustancias de origen
microbiano, que manifiestan alguna actividad contra el bacilo de la
tuberculosis, la gran preocupacion, entonces y ahora, en el campo de las
sustancias antibacterianas. Pero entre los antibiéticos descubiertos, sélo
dos han alcanzado, hasta el presente, una fase de desarrollo practico
para el tratamiento de las enfermedades humanas: la penicilina y la
estreptomicina. La ultima, producida por actinomicetales de una especie
del género Streptomices griseus, muy similar a la estreptotricina, aun
cuando esta ultima tiene un espectro mucho mas estrecho que la
estreptomicina, y es menos activa sobre ciertas bacterias, tanto
gram-positivas como gram-negativas, aparte de dejar la
estreptotricina un efecto toéxico residual en el cuerpo animal
que con la estreptomicina no aparece. En 1928 no habia
indicios de ningin agente quimico eficaz contra las infecciones comunes;
mas en este afio, cuando el profesor Sir Alexander Fleming
efectuaba, en su Ilaboratorio del Hospital de Santa Maria,
en Londres, investigaciones sobre la destrucciéon de bacterias por los
leucocitos, una espora de un hongo, con la que no se contaba, vino a caer
en uno de sus cultivos, produciendo ciertos cambios que llamaron la
atencion del sabio profesor e iniciaron el comienzo de la preparacion e
identificacion del agente antibacteriano mas poderoso que haya salido
nunca a la luz.
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Las cuatro variedades conocidas de penicilina responden a la férmula
molecular C9H1104N2SR, siendo la tnica diferencia entre ellas la
constitucidn del radical R. Hay asi la penicilina I o F en América, en la
cual R es el radical AZ pentenilo. La Il o G, en América, con R radical
bencilo. La IIT o X americana, en la que R es el radical p-hidroxibencilo, y
laIV o K, de América, con R radical n-heptilo.

A?pentenilo ; —CH,.CH=CH.CH,.CH,; * Bencilo ; —CH,.CsHj;

p-hidroxibencilo ; — CH,.C;H,OH ” n-heptilo— CH,(CH,);.CH,.

Todas las variedades son acidos monobasicos fuertes y tienen una
estructura p-lactamica, sin que los cuatro miembros del anillo p-lacta-
mico se hayan encontrado hasta ahora en cualquier material bioldgico.

(CHy),.C——CH.COOH

NH.CO.R

Por hidroélisis alcalina se forma un segundo grupo carboxilico, y el
acido dibasico resultante se llama acido peniciloico, que a su vez se
forma en la accion del enzima penicilinasa sobre la penicilina, lo que se
comprueba experimentalmente por el hecho de que la penicilina, des-
pués de destruida por la penicilinasa, tiene la misma curva de titulacion
que el acido peniciloico. Este paso de acido monocarboxilico a di-
carboxilico, es decir, el incremento de acidez consecuencia de la reaccion,
se mide nanométricamente en el conocido aparato Warburg por el
volumen de CO; desprendido de un sistema "tampdn o regulador” de
bicarbonato sédico. Como dentro de ciertos limites la mayor parte de las
reacciones enzimaticas proceden con velocidad proporcional a la
concentracion del enzima presente, puede utilizarse el experimento an-
terior para ensayo de la penicilinasa, y aun si el volumen de CO; des-
prendido fuere proporcional a la cantidad de substrato como método de
ensayo de la penicilina.
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(CHy),.C__CH.COOH (CHy, - C — |CH .COOH
| ’ .

| Alcali o
S N B S NH
X 2N penicilinasa N/
CH ¢€O CH
N/ |
CH CH.COOH
| | —
NH.CO.R NH.CO.R
Penicilina (acido monocarboxilico) Acido peniciloico (dicarboxilico)

En el paso se fijan, como se ve, los iones del agua (marcados en la
figura con -) y se rompe el anillo p-lactdmico. Es sabido que en la
disociacion quimica de los albuminoides, si ésta no prosigue hasta el
final, o si son gradualmente desdoblados por fermentos, se engendran
los péptidos, y que al proseguir la disociacién quimica o fermentativa
éstos cuantitativamente se transforman en aminodcidos. Ahora bien;
cuando el acido peniciloico, producto de la hidrélisis de la penicilina, que
es un péptido, se trata por solucién acuosa de cloruro mercurico se
descompone, dando un aminodacido, la penicilamina o B dimetilcisteina,
y el acido penaldico.

(CH,), .C —— CH.COOH CHO (CH;);: €~ CH . COOH
] He. C;,- | J}
\ e —> CH.COOH + !
S NH | SH  NH,
\ P NH.CO.R
CH Acido penéldico Penicil-amina
| |
CH.COOH ;
' i
NH.CO.R ‘
Acido peniciloico j
l CHO
o, + ]
CH,
|
NH.CO.R.

Penilo-aldehido

Debe, sin embargo, observarse que los aminoacidos obtenidos por
hidroélisis de las proteinas son invariablemente levdgiros, mientras la
dimetil-cisteina obtenida de la penicilina es dextrégira. Experiencias lle-
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vadas a cabo esterificando la penicilina y acido peniciloico han puesto de
manifiesto que el grupo —COOH en la penicilina y penicilamina es el
mismo. Recuérdese que la cisteina tiene la férmula:

2]
v
by

COOH . CHNH,— CH, . SH

Cuando se inactiva la penicilina tratdndola con acido clorhidrico a un
pH.2 y a 30° C,, el tipo de reaccion es otro; los productos obtenidos son
también acidos dicarboxilicos, pero diferentes de los acidos peniciloicos.
Son los acidos penilicos isdmeros con las correspondientes penicilinas,
pero tienen Un anillo de cinco miembros. Se forman en dos fases:
primero, abertura del anillo B lactamico de la penicilina; segundo,
ciclizacién para formar el nuevo anillo de cinco miembros. Los acidos
penilicos, al tratarlos por alcalis como el hidréxido de bario, dan acidos
iso-penilicos, formaciéon que tiene lugar adicionando agua para abrir el
anillo conteniendo azufre, seguida de la pérdida de agua del grupo OH
asi formado y el grupo H del carbono, llevando el grupo — COOH. Las
penilaminas se forman de modo analogo en el tratamiento de los acidos
penilicos con solucién acuosa fria de cloruro merctrico. Las penilaminas
pueden mirarse como acidos iso-penilicos menos CO».

(CHy), . € CH.COOH (CH,), C—CH..COOH
Sl ll\' Solucién H(L l_ ‘\|
W AN pH.2 a 30° C. NN\
CH €0 CH C.R
NoA [ I — s
CH CH—N
\
NH . gOﬁ R (6(0]0) H
Penicilina Acido penilico

(CHy), C — CH.COOH
| !

Fijacién iones SH N
""" —» H+ y OH- del agua ’ Y
Alcali HO.CH CR
i e (GO
Ba (OH), (2) HC—N

COOH
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Pérdida agua (CHy), C—CH.COOH CH,), C—CH.COOH
PO | Hg Cl, s
entre I y 2 SH N el TSR SH N
#%, 7
HC CR HC CR

Acido isopenilico— || || [
C—N HC—N

| Penilamina

COOH

La estructura de la penicilina es, como se ve, relativamente sencilla.
Deriva de dos aminodacidos; la penicilamina (B dimetil-cisteina) y una
serina acilada cuyo grupo alcohélico ha sido oxidado a aldehido.

(CHy), C—CH.COOH (CHy), C—CH.COOH CHO
| | e I | + |
S N HS NH, CH.COOH
\E,{I\LO Penicilamina (aminoacido) I\I*H CO.R
(% Acido pendldics
CH cido penaldico
__ NH.CO.R
Penicilina
CH, OH CHO CHO
3 Oxidando el | Acilando el |
CH.COOH — =~ , CH.COOH -———C°%,  CH.COOH
| grupo CH, OH | grupo NH, I
NHy, NH, NH. COB.
Serina Acido penaldico

La estructura péptida de la penicilina estd incorporada de manera
hasta ahora desconocida dentro del anillo 3 lactamico. Recordemos que
en los dipéptidos los dos aminoacidos se unen por el grupo amino de
uno y el carboxilico del otro, y no se efectia en esta forma en la penicili-
na, donde al ligarse el acido penaldico y la penicilamina se eliminan
cuatro atomos de hidrégeno y dos atomos de oxigeno. Esta particular
estructura y las reacciones de la penicilina ofrecen poco estimulo al
deseo de poder obtener comercialmente esta importantisima droga por
via sintética. Unicamente la penicilina III (para-hidroxibenzilo), que
tiene en la cadena lateral un grupo hidroxibenzilo, ofrece la posibilidad
de modificar dicha cadena y producir de tal forma penicilinas adicionales,
algunas de las cuales pudieran ofrecer ventajas sobre los compuestos
naturales. Hasta ahora, sin embargo, nada se ha realizado en este sentido.
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(CHy), C—CH . COOH

i
S N

AN

NH.CO | CH,CgH4 OB

Penicilina III

Con vista a encontrar un compuesto que de manera lenta se des-
componga en el organismo humano liberando penicilina, se han estu-
diado por diferentes investigadores los ésteres metilico, etilico y ben-
cilico de la misma. Por desgracia, el hombre no puede hidrolizar los
ésteres, y una inyeccién subcutanea (hipodérmica) de 50.000 unidades
emulsionada en engrudo de almidén fallé en dar un perceptible nivel
sanguineo, y muy poca penicilina fué recuperada en la orina. Sin em-
bargo, algunos experimentadores sefialan el hecho de ser el éster ben-
cilico altamente eficaz y no toxico, manifestando que la administracion
bucal di6, en determinadas enfermedades de la infancia, muy buen re-
sultado empleada en solucidn de aceite de sésamo. El éster bencilico se
prepara facilmente por la reacciéon del fenil-diazo-metano con la pe-
nicilina en un disolvente organico.

(CH4), C—CH.COOH

B N
S N +CoH;. CE |
NN N
CH €O

%

CH

|

NHCOR

(CHy), C —CH. COO Cg Hy
I |
— S N ~+ CH
\\ /\'\
CH CO
N/
CH

|
NHCOR
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Mediante el bicarbonato sédico se separa la penicilina no transfor-
mada, y evaporando el disolvente se obtiene una resina con escasa ac-
tividad antibiotica. Si ahora tratamos el producto con materias que den
lugar a una hidrolisis enzimatica (extracto de rifiones de ratén-suero de
conejillo de Indias o conejos), se obtiene una materia de gran actividad,
pudiendo afirmarse que el uso de ésteres en terapéutica solamente es
util cuando el cuerpo humano sea capaz de suministrar enzimas que
logren llevar a cabo la hidrdlisis de los mismos. Es también compuesto
importante el acido penicilénico, obtenido tratando en un disolvente no
polar a la temperatura atmosférica el éster metilico de la penicilina II
con cloruro mercurico.

(CHj), C—_CH COO CH, (CHy)s Cl—ClH -COO CH,4
[ Hg Cl,
S\/}\'\ —_——— HS lTIH Na OH (lle O Ng
—
CH CO C;:}H Hi(liréll.isis C—-CO —+
\/ alcalina ! \O
CH C—-Co N=C/
| I Mo [
NH.CO.CH,.CsHy Nle/ CH, Cq Hy
Ester metilico de la penicilina II s g
CH, C¢ H; Sal sédica del
4-hidroxi-meti-
Ester metilico del 4cido ~ leno- 2 -bencil-
penicilénico oxazolona
(CHy),.C.— CH.COO CH,4
! |
" HS NH,
Ester metilico de la penicilamina
Recuérdese que el oxazol es:
CH = CH\ (4) CH,—CO (5)
i /0 La cetona, oxazolona, serd: . 0a)
N - €H (3) N=CH /
Oxazol (2)
Oxazolona

y el 4 hidroximetileno . 2 benzil oxazolona es, por tanto:

CH OH

|

C—-CO
LN
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Después de habernos ocupado con algin detalle de la
constitucion y estructura de la penicilina, sacando la consecuencia de
que, hoy por hoy, hay muy pocas esperanzas en la posibilidad de su
fabricaciéon sintética, aunque la sintesis académica ya se haya
logrado, vamos a tratar, siquiera sea brevemente, de un proceso muy
interesante, el de su purificacidn. El cultivo crudo contiene, por término
medio, de 10 a 80 unidades Oxford por centimetro cubico. La
penicilina es, segin hemos visto, un acido, en solucién acuosa, muy
inestable; pero, en forma de sales alcalinas y alcalinas térreas, estable
entre los pH 5 y pH 7. Agitando el liquido de cultivo, después de
acidificado con acido fosférico, ajustando su pH a 2, es posible extraer de
él la penicilina con éter, pero al evaporar éste para obtener aquélla se
observé que perdia en gran parte la penicilina su actividad.
Es, no obstante, posible la reextraccion de la penicilina de los
disolventes organicos por agitacion con fosfato tampén o con
soluciones acuosas ajustadas a un pH entre 6 y 7. Para
obtener la penicilina en su forma de acido libre se sugirié el empleo de
otros disolventes organicos, tales como el cloroformo, acetato
amilico y la ciclohexanona. Siendo las sales de penicilina mucho mas
solubles en agua que en los disolventes organicos, puede separarse de
éstos con, aproximadamente, 1/5 a 1/10 del volumen de
solucion alcalina. Se logr6 asi concentrar la penicilina, y
repitiendo varias veces la operacién con diferentes disolventes y un pH
adecuado, se obtuvo una considerable purificacion de la
misma, reduciendo simultineamente el volumen de liquido.
Manteniendo las soluciones frias durante todo el proceso se consigue
reducir considerablemente las pérdidas de penicilina, y desecando
después en el vacio la solucién acuosa, partiendo del estado de
congelacion, se obtiene una sal de penicilina en polvo que conserva
durante mucho tiempo inalterada su actividad antibacteriana.
Se llega asi a 450 a 1.700 unidades de penicilina por miligramo de pro-
ducto seco. No obstante, desde el punto de vista quimico, este preparado
dista aun mucho de ser puro, conteniendo solamente pequefio tanto por
ciento de penicilina en tal estado. La destruccion de la
penicilina por acidos y alcalis diluidos, por alcoholes primarios,
agentes oxidantes, reactivos cetonicos, metales pesados; la
solubilidad facil en agua de las sales alcalinas y alcalinotérreas, sin
haberse encontrado ningin compuesto organico cuyo
cation dé con la penicilina lugar a una sal insoluble
adecuada para su purificacion con finalidad industrial,
dificulta extraordinariamente el aislamiento de la penicilina en estado
de pureza. Ya indicamos anteriormente la extensién con que se han apli-
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cado los métodos cromatograficos, que, combinados con un proceso de
reduccidon con amalgama de aluminio, permitieron a los investigadores
de Oxford la obtenciéon de penicilina de 1.000 unidades Oxford por
miligramo, capaz de inhibir el crecimiento de determinadas bacterias en
una dilucién de 1: 50.000.000 6 de 1: 100.000.000. También es in-
teresantisimo sefalar en este campo de la purificacion y en el del aisla-
miento y caracterizacién de los diversos tipos de penicilina, los valiosos
servicios prestados por el analisis infrarrojo. Se sabe que el espectro
infrarrojo de un determinado compuesto organico puede utilizarse para
caracterizarlo. Es una de las mas precisas constantes fisicas, y, como tal,
sirve ala manera de la impresion dactilar, pero en contraposicion a otras
muchas propiedades fisicas, el espectro infrarrojo de una mezcla de dos
compuestos, A y B, no esta situado en alguna parte entre A y B, sino que
consiste de una superposicion directa del espectro de A mas el espectro
de B. Y esto es exacto para una mezcla de cualquier nimero de
componentes, a condicion de que estos componentes existan
individualmente y no manifiesten cualquier accidon reciproca fisica o
quimica entre si.

De esta suerte, el espectro infrarrojo de una mezcla puede
ser utilizado para fines de analisis cualitativo y cuantitativo. Durante los
ultimos cuatro afios, el andlisis infrarrojo ha probado ser de
la mayor utilidad en conexién con muchos aspectos del problema de la
penicilina. Considerando que el agua, en cualquier apreciable
espesor, es opaca a la radiaciéon infrarroja en muchas regiones
espectrales, y puesto que aparece deseable utilizar la sal
sddica de la penicilina a lo largo del trabajo, ningun disolvente inerte
apropiado se encontro, prefiriendo efectuar el estudio sobre muestras
cristalinas en la fase sélida. Esto lleva consigo la introduccion de factores,
algunos de los cuales son ventajosos y otros perjudiciales. La cantidad de
muestra requerida es pequefia, pues resultados satisfactorios en el
andlisis cualitativo se obtienen sobre cantidades inferiores a un
miligramo, mientras el analisis cuantitativo requiere, por Ilo
general, cantidades hasta de 15 miligramos. La novedad
consiste  principalmente en que la mayoria del trabajo
analitico infrarrojo hasta este momento encontrado en la
literatura ha sido hecho sobre gases, liquidos y materias amorfas,
y no se han publicado, al menos que nosotros conozcamos,
resultados de andlisis cuantitativo sobre muestras en la fase sélida
cristalina.

El espectro infrarrojo de la sal sddica de las diferentes penicilinas
cristalinas se toma como tipo.Las muestras utilizadas para este fin,
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aunque las mejores capaces de obtener, son ciertamente impuras en
grados variables; pudiera, pues, parecer conveniente mirar las muestras
hasta ahora utilizadas como tipos puros, probablemente, como mas
impuras de lo que sospechamos. De esta suerte, las curvas tipo, junto con
los resultados cuantitativos hasta ahora obtenidos, deben ser aceptadas
por el momento como ensayo. Es posible que ellos deban de ser co-
rregidos muy severamente. Considerando que muchas de las bandas de
absorcion utilizadas san asociadas con la estructura cristal de las mo-
léculas, debe ser acentuado que los métodos descritos se aplican sola-
mente a materias cristalinas. Es, de otra parte, cierto que el cation de la
sal desempefia un papel importante, y, de conformidad con ello, todas las
curvas de calibrado deben ser hechas utilizando el mismo tipo de sal que
aquellas que mas tarde van a ser analizadas. El espectro infrarrojo de las
diferentes penicilinas muestra muchas coincidencias, pero existen
determinadas diferencias que pueden utilizarse para el analisis
cualitativo. Las frecuencias que hasta ahora estan siendo utilizadas son
las siguientes:

Penicilina Na G ... ... ... 703 cm—1 | 1423 u
( 1220 cm—1 |, 819 1
NGXar
( 831 cm—1 | 12,031
Naose Goass o o71 cm=~1 o 103
NaK ... 1.330 cm—1 |, 7524

El examen del espectro de una muestra dada, comparado con su
prototipo, descubre la extension a la cual estan presentes las materias
no-penicilinicas, y aunque éstas no puedan ser identificadas prontamen-
te, su presencia puede ser descubierta con el empleo de otras técnicas.

El método generalmente seguido en el analisis cuantitativo es el de
"tipo interno”, que se describe en las interesantes publicaciones del
Staniford Rescarch Laboratories. Se utiliza como patrén la d .1. -alanina,
como se sabe, aminoacido aislado de las proteinas. El espectrometro es
del tipo prisma y espejos o, mejor, de enrejado con superficie metalica. El
enrejado es giratorio. Llamando 6 al angulo que forman la normal a la
reja y la bisectriz del angulo que formar los rayos incidentes y
difractados, la longitud de onda es m A = K seno 6, siendo K la constante
del espectrometro.

Sin entrar a describir la practica de este método, pues no es
de este lugar, manifestaremos que con él puede analizarse cualquier
mezcla conuna precisiéon de 2 por 100 y qué, por tanto, en cuanto a
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su seguridad, es comparable a cualquiera de los mejores conocidos.
Un método de purificaciéon de la penicilina que conduce a la sal sédica
cristalina  utilizada en el andlisis espectral infrarrojo de
que nos ocupamos es el consistente en utilizar un
cromatograma de trisilicato magnésico. Una solucién de penicilina
(acido libre), obtenida afladiendo acido fosférico a una solucién acuosa
de la sal s6dica impura y extrayendo con éter u otro disolvente organico,
se pasa por una columna de trisilicato magnésico. Cuando el
cromatograma es desarrollado por medio de éter el tercio
superior de la columna contiene el material activo, que es recuperado
por lixiviacién con un tampdn fosfato de pH 7,5. La penicilina puede ser
obtenida como sal sédica de pureza de 60 a 65 por 100 por
acidificacion y transferencia a éter, seguida de extraccién con soluciéon
N/IO de hidréxido sédico. El tratamiento de la sal sédica impura can
alcohol isopropilico le quita la mayor parte del color,
dejando un producto que tiene una actividad de 1.400 a 1.500 unidades
por miligramo. Disolviendo en alcohol metilico, enfriando,
agregando alcohol isopropilico y permitiendo a la solucién
reposar en un refrigerador, se separan cristales de penicilina sédica en
gran estado de pureza. La penicilina comercial que corrientemente se
vende es la sal sodica o calcica, nunca, generalmente,
en estado de pureza. Su actividad estd entre 300 a 1.500
unidades por miligramo, y, naturalmente, sus propiedades
varian necesariamente con la naturaleza y cantidad de las impurezas
presentes.

Fabricacidn de la penicilina

Desvidndose de la matanza de la guerra, surgen de ella
frecuentemente progresos que hacen avanzar la civilizacion por décadas,
y, paraddjicamente, la ciencia de economizar vidas frecuentemente
alcanza su mas alto valor en el ejército cuando los campos de batalla
aparecen mas ensangrentados. Al crédito siempre vivo de las
sulfadrogas, plasma sanguineo, etc., se debe que en la reciente guerra
solamente un 2 por 100 de los heridos hayan sido perdidos, mientras se
alcanzé un 7 por 100 en la primera guerra mundial. El mas reciente y, sin
duda alguna, el mas firme de estos avances es el descubrimiento de la
penicilina, el "oro enmohecido"”, cuando no puro, pardo amarillento, des-
cubierto como subproducto metabélico del verde Penicillium notatum
por Flemingy mastarde investigado en Oxford por Chainy Florey.
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Nunca anteriormente en la Historia humana habia sido descubierta una
droga que pudiera realizar tanto y fuera, sin embargo, tan poco conocida.
Casi tan maravilloso como las sorprendentes propiedades curativas de la
penicilina es la extremada rapidez con la cual ha sido llevado a cabo el
programa de su fabricacion en gran escala en Inglaterra y Norteamérica,
habiéndose pasado de la clinica, preparaciones en laboratorio y planta
piloto a la fase de produccion industrial en un afio, aproximadamente. El
minimo de capacidad para hacer la industria rentable se estima en 40
billones de unidades Oxford de penicilina sédica mensualmente, y el
coste en Norteamérica de una fabrica para esta produccion estimase de
1.500.000 délares. En cualquier proceso de fabricacion de la penicilina
es esencial el mantenimiento de la asepsia, dado que numerosas
bacterias producen penicilinasa, enzima que, segiin indicamos, destruye
con gran rapidez la penicilina.

También repetiremos que, hoy por hoy, no es posible fabricarla con
métodos como los que se siguen en las sulfanilamidas, y hay que recurrir
a extraerla del cultivo del moho, proceso, desde luego, no econémico, en
el que los quimicos han logrado que este moho fabrique la sustancia en
gran cantidad y con un costo muy pequefio, y ya es bastante. Hay dos
métodos satisfactorios de producir industrialmente la penicilina; el de
cultivo superficial, que se emple6 mucho, sobre todo en Inglaterra, pero
que va siendo cada vez mas abandonado, por no poder econémicamente
competir con su rival, el método de cultivo sumergido o profundo.

Cultivo superficial-En  un numero muy grande de frascos
separados se efectta la propagacién del moho en un medio sintético, ge-
neralmente una modificacién del bien conocido Czapek-Dox!, con-
teniendo. nitrato sédico, fosfato acido de potasio, cloruro potasico, sul-
fato magnésico, trazas de sulfato ferroso y dextrosa; tiene la ventaja
sobre el medio nutritivo utilizado por Fleming, conteniendo solamente

1
Medio Czapek-Dox modificadc g
Medio de cultivo Czapek-Dox M [;Hfl‘(;l;(/zm :‘)';;]a’[’”;"‘a;;r;(i’ por
NOgNa... ... woo v e oo 3,00 gIs. NaNOs,... ... .. 3,50 grSs.
PO;H’;J{ 1,00 ? POJ’I’l{ \IKSO Ty
e S ! 2 D ;
(Q([7\\T "HO 0"2[' KCL... vos it v v et eee . 050 7
;’),li‘g;/H 20w oo i 0,50 SO,Mg,7H,0. ... ... ... 050 ”
SO ke, 7Hp0... oo o 00 SO, Fe,7H,0... ... ... ... o,015 ”
Glucosa... ... ... ... ... ... 4000 ” Azficar pardo... ... ... ... 20,00

Agua destilada hasta... ... 1.000 €.¢. | Agua destilada hasta... ... 1.000 . cC.
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azicar y muy pocas sales inorganicas, que da una mas alta
concentracion de penicilina y, por lo mismo, simplifica
considerablemente la extraccion. Los frascos utilizados pueden
ser de diversos tipos; lo esencial es que su forma permita colocar
facilmente varios millares de ellos en el incubador. Cada frasco
se carga con 500 centimetros cubicos de media de cultivo; se cierra con
un tapén de algodon en rama y se lleva al autoclave para esterilizacion
total. Frio el frasco, se inocula con wuna suspension de
conidios de Penicillium notatum y se lleva a un incubador, donde se tiene,
durante siete a once dias, a una temperatura de 25 grados
centigrados. Los conidios se obtienen lavando la capa superficial de un
cultivo del moho en agar nutritivo. Hay que evitar, sobre todo en los
primeros dias de la fermentacion, que la temperatura en el
incubador se eleve demasiado. No debemos perder de vista que el
incubador contiene, por lo menos, la produccién de una semana, que su
capacidad es, por lo mismo, considerable y que es dificil mantener una
temperatura uniforme en todas las partes de un espacio tan grande
sencillamente por control termostatico. Hay que dejar en el incubador
amplio espacio de aire alrededor de cada frasco 'y
mantener una circulacion perfecta del mismo. Las dificultades en el
proceso de fabricaciéon de la penicilina derivan de estas tres causas:
primera, la sustancia activa es inestable; segunda, se
encuentra en el medio de cultivo en muy pequefia proporcion, y tercera,
el moho se desarrolla mas favorablemente a un pH cercano a la
neutralidad, que es asimismo favorable al crecimiento de organismos
insensibles a la penicilina, algunos de los cuales son productores de
enzimas, como la penicilinasa, destructores de la penicilina en el mismo
momento de su formacién. Terminada la incubacién en los frascos, son
éstos vaciados sobre los coladores para privarles del "fieltro de micelio
que los cubre, enfriando a continuacién rapidamente el liquido del
metabolismo a tan baja temperatura como sea posible, sin congelacion,
para, de tal forma, reducir al minimo las pérdidas de actividad en el
tratamiento que sigue.

Se trata ahora de concentrar y de purificar la penicilina, y para esto
se siguen dos procedimientos. 1.2 Transferencia alternativa de la
penicilina, que es, como se sabe, un acido organico, a un disolvente
organico y a una solucién acuosa diluida de bicarbonato sédico o a una
suspension acuosa de cal, método en principio absolutamente idéntico al
tan utilizado por todos los farmacéuticos en los ensayos de alcaloides.
En elsegundo método se hace uso de un adsorbente, del cual, pos-
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teriormente, la penicilina es extraida. Para el primer proceso
se utilizan disolventes, como el cloroformo y el acetato de amilo;
el caldo debe acidificarse con acido fosférico a un pH 2-3 y
agitarlo con el disolvente. Este, con la penicilina en solucién, es
separado en una centrifuga de alta velocidad; la penicilina es
transferida a una soluciéon tampdn, tal como una mezcla de fosfato
disédico y fosfato acido de sodio, de la cual es extraida por
cloroformo; agregando solucién acuosa de hidréoxido o de
bicarbonato sédico se forma la penicilina, que pasa dentro de solucién
en la fase acuosa. Mas amplia purificacion es efectuada repitiendo el
proceso; la solucién de sal final se seca por congelaciéon, como mas
adelante indicaremos. Una de las dificultades en este método de
extraccion es la de poder asegurar la separacién adecuada del disolvente
organico de la solucién alcalina acuosa que contiene la penicilina. La
eficacia de la separacion en una centrifuga puede ser mejorada por la
adicion de un compuesto organico cuyo cation sea activo
superficialmente, tal como el bromuro del esteariltrimetil amonio.
También se ha indicado la posibilidad de adicionar un agente
emulsionante, o anidnico, o catidnico, en cantidad insuficiente para
producir emulsificacion.

Adsorcién.-Los investigadores de Oxford utilizaron como adsorbente
alimina de Brockman, pero mas tarde se vi6 que el carbdn vegetal
adsorbia rapidamente la penicilina del caldo, siendo efectuada la eluciéon
con una solucién acuosa de acetato de amilo o acetona. Por este medio se
logra una concentraciéon diez veces mayor. También se recomienda
utilizar una columna de adsorcién, con gel de silice, impregnada en
solucion acuosa de una base tampon a un pH 5-7, a través de la cual se
hace pasar la solucion de penicilina bruta en un disolvente organico. La
penicilina forma de esta manera una sal que es retenida por el
adsorbente mas fuertemente que la mayor parte de los contaminadores;
asi que éstos o son llevados por el disolvente organico, o adsorbidos en
la parte mas baja de la columna. La parte alta de la columna se separa
mecanicamente, y de ella se extrae la penicilina. Los métodos basados en
la técnica cromatografica no se han empleado hasta ahora en gran
extension en la practica industrial, porque la adsorcidon directa y la
lixiviacion son en la aplicacion mucho mas sencillos y se han
desarrollado a un grado favorable de eficacia. No obstante, en la
actualidad se emplea muy ampliamente el procedimiento de extraccion
por disolvente.

En elmétodo de fabricacion de la penicilina por cultivo superficial
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que acabamos de bosquejar, el medio de cultivo tiene una extraordinaria
importancia, y modificaciones del mismo se traducen en gran aumento
en la cantidad de penicilina obtenida. Asimismo, la seleccién en la clase
del moho empleado debe ser tomada en consideracion. Se descubri6
primeramente en las investigaciones realizadas la imprescindible
necesidad de la presencia de algunas trazas de elementos, especialmente
cinc y cobre, pero el resultado mas importante fué la observacion
deducida por Moyer en Peoria de que la adicién al medio del liquido
procedente de la infusién de maiz acrecentaba notablemente la riqueza
en penicilina. El liquido de infusién de maiz es un subproducto de la
industria del almidén, obtenido cuando el maiz es macerado en agua
caliente. Contiene esta infusién diversos constituyentes solubles, y su
efecto se debe a un nimero de compuestos cuya naturaleza no ha sido
hasta ahora descubierta.

Afiadiendo al medio esta infusibn y sustituyendo la
dextrosa por la lactosa se han obtenido titulaciones de ochenta y mas
unidades por centimetro cubico. Se ha hablado de la adicién al
medio del aminoacido cistina, obtenido, como es sabido, por hidrdlisis a
la ebullicion con A&cido clorhidrico o sulfurico, del cabello.
Se llegaron a obtener titulaciones de alrededor de 190
unidades por centimetro cubico, utilizando un medio conteniendo
fenilacetamida y cenizas de infusién de maiz.

< TN PN - %
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Cistina.

Secado por congelacion.-Durante el proceso de fabricacion
de la penicilina por el método de cultivo superficial hemos
hablado del procedimiento de secado por congelacién,
consistente en exponer a un alto vacio una disolucién congelada, con lo
cual el hielo se sublima sin pasar por la fase liquida, dejando el soluto
seco en un estado en que, debido a su estructura abierta
reticular, es muy rapidamente soluble en agua. En la forma en que este
secado se aplica a la penicilina, el material a tratar consiste
en una disoluciéon acuosa, concentrada y estéril, de su sal calcica o
sddica; cuanto menor sea el volumen a secar (quiere decirse
mas alta la concentracién), el proceso es mas rapido, pero la
exactitud de la subdivision se hace en consecuencia mas importante.
Sipor ejemplo hay que secar por congelacién 100.000 unidades de un
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centimetro cubico de concentrado, cometer tan sélo el error de
una gota en el volumen del liquido puesto en el frasco significaria en el
producto acabado un error de un 5 por 100, aproximadamente; es
decir, de cinco mil unidades, 1o cual, en producto caro como la penicilina,
es importantisimo para el fabricante, toda vez que un posible déficit en
la titulaciéon es cuestion muy seria para el enfermo. De aqui que el
quimico deba vigilar mucho la concentracién mas conveniente de la
solucion para someterla al secado. Se eliminan primeramente los
pirégenos haciendo pasar la solucién por un filtro de asbestos tipo
Ertel, y a continuacién las bacterias por filtracion Seitz. Seguidamente
se pasa la cantidad conveniente a los frascos, esterilizados en
condiciones asépticas, mediante una apropiada maquina de carga
trabajando debajo de una pantalla de vidrio. Los frascos ya llenos,
colocados en bandejas de acero inoxidable, esterilizadas, se
tapan con tejido de algodén estéril a fin de eliminar la contaminacion y
se trasladan a un refrigerador hasta que se congele la solucién.
Se colocan después sobre estantes que se hacen descender a la camara
de secado por congelacion, consistente en un cilindro en el que
se efectua el vacio hasta una presion cercana a un milimetro de mercurio,
y que lleva en su interior un serpentin de condensacién mantenido a
-50° C. Se cierra el cilindro, se hace el vacio, y al alcanzar un valor
suficientemente bajo, se sublima el hielo sobre el serpentin.
Para suministrar el calor latente de evaporaciéon del hielo, se
montan radiadores eléctricos debajo de los estantes en que los frascos
descansan y se regula el calor para mantener una temperatura de -20° C,,
aproximadamente, hasta la sublimacion de casi la totalidad
del hielo. Debe sefialarse la extraordinaria importancia que
tiene la regulacion de esta calefaccion, toda vez que es preciso
evitar que la temperatura se eleve nunca por encima del punto
de fusiéon de la disolucion de penicilina; de otra manera, la
evaporacion rapida del agua liquida determina que la penicilina
residual tome la forma de wuna espuma fea solidificada.
Una vez la penicilina seca, en cuyo estado es relativamente estable, no
hay inconveniente en elevar la temperatura para privarla del
resto de la humedad. Los frascos, protegidos hasta este momento
por el cierre que proporciona el tejido estéril de algoddn, se obturan
ahora con tapones de goma esterilizados mantenidos en su sitio
mediante cierre de aluminio, recubriendo seguidamente el cierre
completo con una capa de aquel metal en polvo. El secado por
congelacidon tiene, no obstante, en la practica un grave inconveniente,
el de que Unicamente puede aplicarse con sencillez a cargas pequeiias,
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tales como frascos conteniendo 100.000 unidades. Con cargas mayores,
la capa de material congelado es demasiado gruesa para permitir la
sublimacién rapida del hielo, a menos de emplear una solucién muy
concentrada, lo que tiene las dificultades que ya sefialamos en otro lugar
de incrementar el error. Los frascos dispuestos para la venta, con-
teniendo medio o un millén de unidades de penicilina, se cargan por
tanto utilizando penicilina ya seca, secada por congelacién a granel me-
diante una modificacién del procedimiento que acaba de describirse.
Para facilitar la carga del frasco suele a veces granularse la penicilina
finamente. La carga se efectiia unas veces a peso y otras a volumen. En
los Estados Unidos se desarrolla actualmente de manera extraordinaria
el método de secado por ondas de frecuencia de radio, patentado por la
Radio Corporation de América, pero en Inglaterra no ha tenido hasta el
momento aceptacion.

Cultivo sumergido o profundo.- En América, desde el primer
momento, se orientaron los fabricantes de la penicilina hacia un
procedimiento que fuera capaz de suprimir los gastos de limpieza,
carga, esterilizaciéon e incubacion de los muchos millares de
frascos, conteniendo cada uno sé6lo 500 centimetros ctbicos de liquido,
que era preciso realizar diariamente en el proceso de cultivo superficial.
Llegaron asi después de muchisimas experiencias e investigaciones,
a la conclusion de que el sistema ideal de llevar a cabo el
proceso de fermentacion seria en grandes cubas, y nacié de tal forma el
método de cultivo sumergido, con el cual se vid era completamente
incapaz de competir econ6micamente la técnica del cultivo superficial. A
éste, pues, hemos de recurrir seguramente en Espafia cuando se acometa
la fabricacion de la penicilina. Se sabe que el Penicillium notatum
produce la penicilina Ginicamente en condiciones aerobias; es por lo
mismo fundamental en la fermentacién sumergida suministrar
continuamente gran cantidad de aire esterilizado al moho. Podemos
dividir la producciéon de la penicilina por este procedimiento en cinco
etapas:

1.2 La Fermentacion sumergida; 2.2 Eliminaciéon de micelios y
adsorcion por carbon vegetal de la penicilina; 3.2 Purificacion por
disolvente y formacion de la sal sédica; 4.2 Secado por congelacién y alto
vacio; y 5.2 Embalaje, analisis y almacenaje. Como medio nutritivo se
utiliza el liquido procedente de la infusién de maiz adicionado de un 4
por 100 de lactosa, que ya hemos indicado es excelente para la fermenta-
cién, ignorandose la causa, asi como tampoco se conoce la razén por
la cuallainfusién de maiz proporciona resultados muy diferentes de
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unas variedades a otras. Las cubas de fermentacion son construidas de
acero al carbono y tienen una capacidad normal de 45 metros cubicos.

Cada bafio fermentador es inoculado con una pequefia cantidad de
cultivo puro de Penicilliutn notatum cuidadosamente criado sobre
agar en el laboratorio y desarrollado en tanques de siembra.
Incidentalmente, el Penicillium notatum se encuentra en el suelo,
pero los cultivos empleados en la fabricacion son cultivos
puros seleccionados previamente, que dan un gran rendimiento en
penicilina. Masa de los tanques de siembra se introduce en la carga
del fermentador, y el moho se desarrolla y produce penicilina hasta que
se forma la cantidad 6ptima. El ciclo de fermentacién dura unos
siete dias; la temperatura durante él se mantiene entre 23 y 24°
centigrados, mediante circulacion de agua fria en la camisa,
y por espacio de unas ochenta horas se sopla aire
completamente esterilizado a través del liquido de fermentacién. Por
esto se llama este proceso de fermentacién sumergida o proceso de
tanque profundo, y en él se obtiene como subproducto el anhidrido
carbdnico. Propiamente tratados y después de un trabajo de una
semana, aproximadamente, estos tan despreciables mohos
producirdan una cantidad pequefia de penicilina. Si no obstante
la coccion del medio de cultivo con vapor, indispensable para
esterilizarla, no es la exactamente apropiada, casi nada de
penicilina es obtenida, asi como tampoco se obtiene si se presenta una
infeccion bacteriana, por pequefia que sea. Debe tenerse
presente que a una temperatura de 37,8° C. el moho, en todo caso, no se
desarrolla, y que por bajo de un cierto nivel del pH pudieran formarse
otras sustancias antibacterianas, disminuyendo grandemente el
rendimiento en penicilina. Un exceso, por pequefio que sea, de acidez,
alcalinidad o calor causa la descomposicion de la penicilina. La
carga del fermentador conteniendo grandes cantidades de micelios y
trazas de penicilina es dejada caer, por gravedad, a una
centrifuga abierta, teniendo la cesta, de acero inoxidable de 1,20
metros, en la cual los micelios son eliminados. Aun cuando el
caldo sea expuesto al aire en esta operaciéon, los
peligros de contaminacién son muy pequefios a causa de la velocidad de
filtracion. El  caldo  filtrado, muy  ligeramente  alcalino,
se envia por medio de una bomba a un tanque de adsorcion
cerrado de acero inoxidable con paletas helicoidales, donde por espacio
de quince minutos se agita con el 2 a 2,5 por 100 de carb6n activo.
La penicilina y determinados constituyentes del caldo son adsorbidos
porel carbdnvegetal, operacion ésta, sin embargo, que no debe ser
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innecesariamente prolongada, pues en otro caso seria excesiva
la destruccion de la penicilina. La masa negruzca de caldo-carbdn es
trasladada por medio de bombas a unas centrifugas con cesta de
acero inoxidable de 1,20 metros. El filtrado se envia a la
alcantarilla, mientras la  penicilina-carbéon es rapidamente
pasada, por gravedad, a un tanque de lixiviaciéon con fondo cénico y
agitadores laterales. Comienza en esta fase la purificacion de la
penicilina bruta utilizando disolventes organicos, y comprende
las operaciones siguientes: 1.2 Extraccion de la penicilina del
carbon activo y eliminaciéon del carbén; 2.2 Eliminacién parcial de las
impurezas por un tratamiento del concentrado de penicilina,
junto con un ajuste del pH con acido; 3.2 Separacion de los disolventes
y segundo tratamiento del extracto con una sal de sodio y
regulacion con fosfato; 4.2 Separacion y recuperacion de los
disolventes por destilaciéon; y 5.2 Filtracion de la solucién
acuosa de penicilina sb6dica anteriormente a las operaciones de
carga. El equipo usado en esta preparacion se compone de
pequefios tanques con agitadores laterales y revestimiento
de vidrio, pudiendo observarse que el equipo empleado
hasta este momento era, en la mayor parte, de acero inoxidable. El
disolvente principal es el acetato amilico, aun cuando sean también
utilizados otros disolventes organicos. Como filtro se emplea una
cantidad pequefia de tierra de infusorios, que ayuda a eliminar el
carbon lixiviado. Las centrifugas usadas para este proposito
son del tipo corriente, probadas a vapor y de cesta de acero
inoxidable de 1,20 metros. E;. carbéon agotado es descargado
por medio de un transportador de hélice. La solucién procedente
de esta lixiviacion del carbon alcanza aproximadamente a
900 litros. Para la primera extraccion de ella del concentrado de
penicilina, se agrega una pequefia cantidad de un Aacido
inorganico, con el fin de ajustar bien el pH. La emulsiéon procedente de
esta operacion es llevada a wuna supercentrifuga con una
concavidad de acero inoxidable de 15 centimetros,
girando aproximadamente a 15.000 revoluciones por minuto.
El refinado de esta operacion conteniendo alguna de las
impurezas es, destilado a unos 100 milimetros de presion, y asi, al final
de la extraccion, el volumen, que progresivamente decrece,
no pasa de 60 litros. En la segunda extraccién, solucion
acuosa de bicarbonato sédico y wuna soluciéon reguladora de
fosfato son afladidas desde un pequefio tanque de alimentacién. La
penicilina reacciona rapida y completamente, formando una sal sddica,
muy soluble en agua, que es pasada a una segunda supercentrifuga,
similar a la yadescrita,yel disolvente es enviado a un alambique
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recuperador y purificador, pudiendo asi volver a utilizarlo. La
penicilina sédica disuelta, de la extraccién final, es pasada por un
filtro debastidor, bioldgico, tipo Seitz, construido de acero inoxidable,
en el que 24 placas mate de un papel especial, de 45
centimetros cuadrados, aproximadamente, eliminan las bacterias y
sustancias pirégenas (productoras de fiebre) que atn pudieran
estar presentes. Esta operacion, que se realiza en muy pocos
minutos, se lleva a cabo en un lugar esterilizado, y el filtrado es
recibido en un contenedor de acero inoxidable, asimismo esterilizado, de
60 litros de capacidad aproximadamente. Destaquemos, como problema
poco corriente en la industria, que en esta fase de purificacion
de la penicilina, 45.000 litros de caldo de fermentacion
han de ser concentrados, por extraccion con disolvente, a 60
litros de solucion de penicilina sédica, que aproximadamente, después
del secado, daran de 2 a 2,5 kilogramos de producto seco. Pasa
en este momento el concentrado de penicilina a la superficie
esterilizada de la fabrica, pues de hecho las operaciones de
filtracion pirégena, lavado de frascos y esterilizacion, carga,
congelacion, deshidrataciéon a elevado vacio, cierre de los frascos,
etiquetado y empaque deben ser llevadas a cabo bajo las condiciones
mejores de esterilizacién, en orden a evitar toda posibilidad de
contaminacién. Se trata de edificios que alcanzan en su conjunto,
ordinariamente, Un volumen de 850 metros cubicos. El aire en ellos debe
ser esterilizado, y Dbancos con 250 lamparas ultravioleta,
aproximadamente, destructoras de gérmenes, estan distribui dos por
toda la superficie, constituyendo la mas grande instalacién de esta clase
en el mundo. Todas las personas que deban entrar en esta area
superesterilizada deben primeramente penetrar en una habitacion
también esterilizada y pasar entre una densa cortina de rayos
ultravioleta, lavar sus manos con jabén quirdrgico y cambiar sus ropas
por tunicas esterilizadas, guantes, zapatos y caretas que no deben nunca
sacarse de este lugar. Las mascaras son utilizadas para evitar la posible
contaminacién al hablar, mientras las defensas plasticas transparente.,
evitan el ataque a los ojos por la luz ultravioleta. Como remate de estas
precauciones, todas las operaciones de carga de los frascos, taponado,
etc., se realizan protegidos con defensas de vidrio, y todo se ha dispuesto
de tal forma que los frascos llenos, destapados, estan expuestos a la
atmosfera esterilizada solamente cuestion de segundos. Las paredes
interiores de estos edificios son de vidrio, y semanalmente se lavan con
una solucion antiséptica.

Operaciones de carga.- El liquido procedente del filtro biolégico es
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conducido a dos maquinas de carga que extraen la solucién acuosa
de penicilina so6dica, y automaticamente vierten por una pipeta
una cierta cantidad dentro de los frascos esterilizados. Agua
destilada libre de pirégenos es utilizada para lavar los frascos y
para la dilucion del producto. La operacion de carga se lleva a
cabo en una de las habitaciones superesterilizadas protegida
por una pantalla de vidrio, y las bandejas estin de tal forma
dispuestas que solamente una hilera de frascos queda expuesta
a la atmdsfera en cualquier tiempo. Actualmente, es tan rapida la
operacion de carga que las botellas son expuestas tan sélo
cinco segundos aproximadamente. Estos frascos, que son los
contenedores finales, tienen una capacidad de 22 c. c., pero
aproximadamente tan s6lo 5 c. c. de soluciébn son inyectados.
El exceso de capacidad es para disponer de soluciéon idénea del
producto seco en el frasco al tiempo de tener que usarla en el
campo. La velocidad de carga es de 50 a 60 frascos por minuto, y la
exactitud en la cantidad introducida cae dentro de 0,05 c. c. En
este  momento, la solucion contiene aproximadamente 20.000
unidades Oxford por c. c; asi que cada frasco contiene un total
aproximado de 100.000 unidades, aproximadamente sesenta !
miligramos. Las bandejas, revestidas de cobre, con los frascos cargados,
son rapidamente transportadas a otra habitacion superesterilizada
y colocadas en un refrigerador; todos los operadores que trabajan en
este lugar frio llevan traje apropiado. Incidentalmente,
una gran cantidad de amoniaco es requerida por dia para la
refrigeracién, acondicionamiento del aire, abastecimiento y
operaciones de tratamiento en frio a lo largo de la planta.
Después de haber sido enfriadas a baja temperatura, las bandejas son
rapidamente colocadas en los secadores y deshidratadas a muy baja
presion.

Secado por sublimacion.- Nos hemos ya ocupado de él con algun
detalle al tratar del cultivo superficial; agregaremos ahora que la parte
mas interesante de la planta es el equipo de secado a alto vacio. Dado
que la inestabilidad al calor de la penicilina sédica es grande, la des-
hidratacién es menester realizarla en el estado de congelacidn; en otros
términos, el hielo debe ser evaporado directamente sin pasar por el
estado liquido, y esto se realiza con el uso de bombas de difusién de alto
vacio, semejantes a las que se emplean actualmente en la produccién de
magnesio por el proceso al ferrosilicio. Cada secador contiene
doce bandejas o aproximadamente 1.200 frascos de solucidn de peni-

1

Una unidad por c. c. equivale a 0,0006 miligramos por c. c.; por tanto, 100,000 unidades en 5 c. c.
equivalen a 60 miligramos.
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cilina, y en la fabrica productora de 40 billones de unidades Oxford por
mes, econdmicamente la minima para ser rentable, es menester dis-
poner de una bateria de 15 secadores. La deshidrataciéon a menos de 1 a
2 por 100 de humedad requiere pocas horas. Por medio de bombas se
lleva a cabo un alto vacio, que determina un empuje de 10 toneladas
sobre la puerta del secador; los vapores pasan a condensadores de baja
temperatura, y una vez que la penicilina so6dica ha sido deshidratada se
retira a una habitacién superesterilizada, en la cual tapones de goma son
insertados dentro de los frascos por el uso de pinzas; la operacién se
realiza debajo de una pantalla de vidrio. A continuacidn, una tapa de
aluminio es colocada y fijada a maquina, y se le pone por ultimo un
casquete para el polvo, después de lo cual el producto queda dispuesto
para el etiquetado y empaquetado final. El producto seco, amorfo y
pardo amarillento en color, contiene, seglin indicamos, 1 a 2 por 100 de
aguay un 20 a 30 por 100 de la sal sédica de penicilina. El remanente, 70
a 80 por 100, siendo en mayor parte sustancias organicas desconocidas,
pero no dafiosas. No obstante, tan fuerte es la sustancia que todavia
titula 500 unidades Oxford por miligramo. La unidad Oxford es dificil de
visualizar; Florey la define como "la mas pequefia cantidad de penicilina
que, cuando disuelta en 50 centimetros cuibicos de un caldo de
extracto de carne, justamente inhibe el crecimiento completo de
la raza de prueba Staphylococcus aureus. Por tanto, material
conteniendo una unidad por miligramo inhibe el crecimiento
de este microorganismo a la dilucion final de 1:50.000 en
el cultivo medio. La planta de 40 billones de unidades por mes trata
anualmente 35 a 40 millones de litros de liquido de fermentacién, y, sin
embargo, el rendimiento anual en producto seco es inferior a una
tonelada, menos de 500 kilogramos en penicilina pura. Los
40 billones de unidades de penicilina sédica producidas por
la planta mensualmente son suficientes para suministrar tratamiento
completo a un minimo, aproximadamente, de 8.000 enfermos y a un
maximo de 350.000, dependiendo, como es natural, del tipo y gravedad
de la infeccién.

Nos parece oportuno, después de habernos ocupado de los procesos
mas en uso actualmente para fabricar penicilina, profundizar en la teoria
de algunas fases importantes de esta industria. Hemos detallado ya como
la penicilina puede recuperarse de los caldos superficiales y sumergidos
de infusiones de cereales por dos procedimientos: 1.°
Adsorcion con carbodn y lixiviacion; 2.° Extraccion directa por disolvente.
En el deadsorcidonse utilizael carbdn vegetal activo y el lavado por



47

lixiviacion con un agente conveniente. El quimico al frente de
una industria de este género debe profundizar en los
siguientes problemas: Examinar una serie de carbones de
madera activos, con respecto al volumen, a la facultad de
mojar, penicilina adsorbida 'y extraida por lixiviacion,
velocidades relativas de filtracion; pH y temperaturas de
adsorcion y lixiviacion, tiempo de contacto, estabilidad de la
penicilina en el carbén, métodos de filtracién, reducciéon en el
consumo de carbon, métodos. mecanicos de lixiviacidn,
agentes de lixiviacion, tales como la acetona acuosa, mezclas de
ésteres yagua, butanol acuoso y metiletilcetona, estudios cuya
finalidad no es otra que la mejora de rendimiento y la pureza
del producto. Hasta ahora, entre todos los agentes de lixiviacién, el
mejor parece ser la acetona acuosa, pues proporciona un
tiempo de contacto mas reducido, altas velocidades de filtracién con
filtrados libres de carb6n, una mayor reduccién general en el volumen,
mayor eficacia y disminucién en el tiempo de manejo del carbdn. Tiene,
sin embargo, algunos inconvenientes, tales como la precision de manejar
grandes volimenes, alta volatilidad y necesidad de eliminarla antes de
continuar la manipulacién, pero no son ninguno de ellos de gran
importancia.

Lixiviacion estdtica de adsorbatos.-En los primeros tiempos, el
procedimiento de lixiviaciéon exigia, después de la primera filtracion,
sacar el carbon del filtro, agitarlo con el agente de elucion, volver a filtrar,
y asi varias veces en cada operacion, dependiendo en gran parte el
numero, del disolvente organico utilizado. Como se comprende, se
consumia mucho tiempo en el manejo del carbon. Se desarrolld, por
tanto, con fines practicos, la lixiviacién estatica, en la que el carbdn es
lavado directamente sobre el filtro, y a continuacién arrojado, pudiendo
utilizarse sin inconveniente los filtros de placa, asi horizontales cama
verticales. En los filtros de placa horizontal, la eficacia media de la li-
xiviacidn, determinada en una serie de veinte experiencias, con un total
de 1.500 litros de caldo, es de 90 por 100, y el promedio de recuperacion
de la penicilina, 85 por 100. Un filtro horizontal muy utilizado es el
fabricado por la compafiia norteamericana Sparkler, con tres placas
horizontales, 35 centimetros de diametro y cinco centimetros de espesor.
El caldo (50 a 100 litros), con un pH 5 - 6, se agita durante cinco
minutos, a temperatura de 5 a 10° C.,, con 2,5 por 100 de su peso
de carbodn, preferentemente agregado como fango acuoso, y se-
guidamente, con agitaciéon continua, es lanzado por una bomba sobre
el filtro, previamente revestido de silice pura. Después de la filtracion,
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el carbon se lava con unos 10 litros de agua para privarle del
caldo, y a continuaciéon se seca haciendo pasar aire a través
del filtro, evitando de tal forma la dilucién innecesaria de la acetona.
Este paso de aire durante quince minutos no causa destruccién de la
penicilina. A velocidad de 2,5 litros por minuto, relativamente baja,
se hace pasar por el filtro la acetona acuosa. Con un agente de lixiviacion
de 80 por 100 de acetona, el paso repetido del mismo por el filtro
no solamente no aumenta la recuperacion, sino que puede disminuirla;
conviene entonces emplear una pasta gruesa de carbdén. Si la
acetona utilizada fuere de 90 por 100, el paso repetido es
indudablemente ventajoso. El volumen del agente de elucién por
volumen de caldo puede reducirse en un 50 por 100 por el uso de un
procedimiento de lixiviacibn en contracorriente, de dos fases,
consistente en utilizar el segundo lixiviado de una fase como primer
liquido de elucion de la fase siguiente.

Evaporacién instantdnea de los lixiviados de acetona.- En las
primeras experiencias, todos los esfuerzos se dirigieron a efectuar a
baja temperatura los diferentes procesos de fabricacion de la
penicilina, dada su sensibilidad al calor. Sin embargo, los
estudios realizados sobre la estabilidad térmica de los lixiviados de
acetona y de los concentrados acuosos obtenidos, después que la
acetona se ha eliminado, pusieron de manifiesto que la
descomposicion de la  penicilina es relativamente lenta,
y como consecuencia se ha introducido recientemente la
evaporacion directa y continua de los liquidos procedentes
de la lixiviacién con acetona. Naturalmente, ha de ser conveniente
que la calefaccion a que se somete el concentrado sea lo mas baja
posible.

Un tubo de vidrio con camisa de vapor lleva en la parte superior un
dispositivo que esparce el liquido sobre la superficie interna del mismo.
El liquido es alimentado a velocidad constante y de manera continua al
dispositivo, y al desparramarse en el interior del tubo la acetona, destila,
mientras el concentrado acuoso corre a través de un condensador de
enfriamiento situado en la parte inferior y como prolongacién del tubo,
al receptor. De esta manera, es cuestion de segundos el tiempo de
exposicion del lixiviado de acetona y del concentrado a altas
temperaturas. Todo el aparato es de vidrio. Existen también
evaporadores directos de este tipo utilizados bajo presion reducida;
pero estudios serios en esta direcciéon no se han realizado. También hay
evaporadores con tubo metalico, cuyos concentrados, en general,
contienen menos acetona que los de tubo de vidrio.Se recomiendan
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en este caso, para seguridad de no destruccién de la penicilina, los tubos
de acero inoxidable.

Proceso de disolvente.- En el curso de las investigaciones para
la recuperacion de la penicilina de los caldos sumergidos se
han estudiado muy extensamente los métodos y condiciones para la
extracciéon de la misma de los caldos con disolventes organicos y el
subsiguiente paso de la penicilina de los disolventes a disoluciones
acuosas. Esta operacion en dos pasos puede repetirse hasta
que la solucién acuosa final tenga la pureza deseada de penicilina
(unidades por miligramo de sé6lidos totales), asi como la concentracién
deseada (unidades por centimetro cubico). Esta fase de la fabricacion
también lleva consigo numerosos estudios: coeficientes
reales de distribucion a pH 2,5, 6 y 7; comparacidon de las disoluciones de
disolvente y  reguladoras;  destructores de emulsion vy
centrifugacién;  purificacion de disolventes para volver a
utilizarlos; condiciones de extraccién, tales como pH, tiempo de
contacto, temperatura y relacién de disolvente a agua; procedimiento
especial de purificacién aplicado a soluciones de penicilina en disolven-
tes organicos; comparacion de diversos procesos de recuperacion.
El objetivo general siempre es mejorar el rendimiento y la pureza de la
penicilina terminada. Dos circunstancias hacen, sin embargo,
dificil la operacion discontinua: La Es preciso manipular
grandes cantidades de caldo para obtener una cantidad apreciable de
producto final; 2.° El proceso de recuperacién lleva consigo la extraccion
de penicilina a un pH bajo, al cual es inestable. Para fines practicos es,
por tanto, menester emplear un proceso continuo para pasar la
penicilina de una solucién acuosa a otra, acuosa también, empleando
como soluciéon intermedia una organica. Esto lleva consigo dos
operaciones de extraccion separadas que pueden ser aplicadas al
proceso posterior. Hoy se realiza una extracciéon continua para estos dos
pasos, y el proceso posterior lleva consigo la repeticiéon de estos, dos
pasos. hasta que siendo los volimenes demasiado pequefios para el
trabajo en instalacién continua sea preciso manejarlos por via
discontinua.

Extraccion continua del caldo, directa.-EI caldo, acetato de amilo y
acido fosférico al 10 por 100, contenidos cada uno en un recipiente y a la
temperatura de 3° C., son alimentados continuamente al tubo de
extraccién a baja presion y velocidad constante, sirviéndose de con-
tadores de corriente, se agitan vigorosamente y pasan a una centrifuga.
El tubo de extraccion desempefia, pues, el papel de una bomba
mezcladora en el trayecto que conduce a la centrifuga. Una porcion pe-
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quefia del caldo se analiza, utilizando el acido fosférico al 10 por 100, a
fin de conocer la cantidad de acido por volumen de caldo que es preciso
agregar para bajar el pH de este Ultimo a 2. Una vez esto conocido, se
ajusta el contador de acido can el contador de caldo en la debida relacidn.
Los contadores de acetato de amilo y de caldo son ajustados de tal forma
que la relacion volumétrica de acetado a caldo sea igual a 0,4. La
velocidad de corriente del caldo es aproximadamente de 25 a 30 litros
por hora, asi que el tiempo de contacto para la total extracciéon es de
unos veinte segundos. De esta forma, la penicilina es rapidamente
extraida por el acetato de amilo al pH critico de 2. Desde el punto de
vista del coeficiente real de distribucién, solubilidad en agua y
volatilidad de todos los disolventes estudiados, el acetato de amilo
resulto ser el mejor. De unos datos recogidos de las publicaciones de F. C.
Whitmore y colaboradores, del Pensylvania State College, publicamos el
cuadro siguiente de los coeficientes de distribucion real de la penicilina
G (1.650 unidades por mg.) a la temperatura de 0° C. y pH 2,5, entre agua
y nueve disolventes. Se determinaron los coeficientes por dos métodos:
el volumétrico, de titulacion, y el de ensayo con Staphylococcus cureus. El
de titulacién se realiza pesando una muestra aproximadamente de 50
mg, de penicilina sédica y distribuyéndola entre una soluciéon reguladora
(acido sulftrico-sulfato acido de potasio) con pH 2.5 y en cantidad de 30
centimetros cubicos, y el disolvente organico en cantidad de tres
centimetros ctibicos y a 0° C. A continuacioén, partes alicuotas de las dos
capas se titulan con solucién valorada de hidréxido soédico para
determinar la cantidad de penicilina en cada capa. A la vez, se tomaron
muestras para ensayos con los estafilococos. Los resultados concuerdan
muy bien.

Coeficientes reales de distribucién para la penicilina G a pH. 2,5 y 0° C.
J 5 o

Relacién orgdnica / Reguladora acuosa

Disolvente orgdnico ——— ——
Staphylococcus

PR
Por titulacién aureus

Acetato isopropilico 63/1 67/1
N. acetato butilico... ... ... ... ... ... ... 30/1 35/1
Acetato amilico ... ... ... ... . .. .. 27/1 30/1
Cloroformots, o o s o5 6. 24/1 37/1
Eter etilico ... ... ... ... ... e wese weel vas 14/1 14/1
Cloruro 'de etilenos:s = v’ cis 155 5ov sos 7,8/1 8,6/1
Eter diisopropilico ... ... ... ... ... ... 1/8,4 1/9,4

Tolueno ... ... ... ... ... ... S 1/10 1/17

Tetracloruro de carbono... ... ... ... .. 1/30 1/66
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Extraccion continua por contracorriente. - Es relativamente bajo
coeficiente efectivo. de distribucién de la penicilina entre la disolucion
reguladora (pH -7) y el acetato de amilo impide las reducciones de gran
volumen en la transferencia de la penicilina del acetato amilico a la
solucion reguladora, excepto que se hagan multiples extracciones.

La reextraccion discontinua es costosa y lleva mucho tiempo por lo
cual se prefiere utilizar una torre continua de extracciéon en contraco-
rriente. El extracto de acetato amilico fluye a presién constante al fondo
de la torre. Simultaneamente, la solucion reguladora (pH-7,4) entra, en la
cantidad calculada, en la parte alta de la torre. La velocidad de los
agitadores se ajusta en forma que la solucién reguladora se esparce en
finisimas gotas que descienden lentamente a través de la disolucion de
penicilina en el acetato amilico, continuamente ascendiendo. Hay seis
obstaculos en la parte superior y dos en la parte inferior de la torre; los
primeros recogen las gotas de la solucién reguladora, que tienden a ser
arrastradas por la corriente de acetato amilico; los inferiores facilitan la
separaciéon del extracto de la solucion reguladora. La disolucion de
acetato amilico llega a la torre a velocidad de 10 a 15 litros por hora, y la
de disolucién reguladora, a la de dos a tres litros también por hora. Con
estas velocidades de corriente hay una reduccién de volumen del 15-20
por 100 del original y una recuperacion de penicilina superior al 90 por
100. La eficacia del aparato de extraccion se calcula con toda facilidad
por la ecuacién de Underwood para la extraccion liquido-liquido,
continua y en contracorriente. Sabido es que esta ecuaciéon supone que
los disolventes no son miscibles y que la constante de distribucién no
varia en el campo de las concentraciones que intervienen. Se aplica la
ecuacion a la extraccion de la penicilina del acetato amilico por una
solucion reguladora.

Xn E—1
X,  EN+z—
X ,, = Concentracién del refinado en unidades por centimetro ctbico,
X, = Concentracién de la solucién alimentadora en unidades por centimetro
ctibico.
E = Factor de extraccion = SD/H.
S = Volumen de extractor (solucién reguladora), en litros,
H = Volumen del alimentador (acetato amilico), en litros,
D = Coeficiente de distribucién (solucién reguladora/acetato amilico).

N = Nomero de pisos tedricos del extractor (generalmente — 1,66).
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Generalmente, las dos fases de la extracciéon forman una unidad en la
industria de extraccion de la penicilina.

Efecto de los fosfatos sobre la estabilidad de la penicilina.-Son
bien conocidos los problemas practicos que presenta la inestabilidad de
la penicilina en soluciones acuosas. Su importancia crece por la
tendencia actual hacia la produccién comercial y distribuciéon
de sales cristalinas de la penicilina G, desde que se sabe
que, bajo condiciones comparables de almacenaje parecidas a las
utilizadas clinicamente, soluciones preparadas de
penicilina G cristalizada pierden su potencia antibacteriana
mas rapidamente que soluciones preparadas de sales de pureza algo
inferior.

Los estudios de fermentacidon con diferentes estirpes de Penicillium
notatum. sefialaron que una positiva correlacién, independiente de la
accion reguladora, pudiera existir entre la concentracion de K Hz P 04
inicialmente presente en el liquido de cultivo y el mantenimiento de un
relativamente alto grado de actividad antibacteriana en la penicilina
bruta (filtrado libre de moho obtenido de los cultivos de Penicillium)
producida en él. Y tal correlacion existe lo mismo en las penicilinas
crudas del cultivo superficial que en las del sumergido. Se habia reco-
mendado ya hace tiempo por diversos investigadores (Challinor, Mac
Naughton, Dimond y Peltier) la conveniencia de emplear en los medios
de cultivo altas concentraciones de fosfatos, con el fin de ayudar a
retener la actividad de la penicilina bruta, pero el apoyo para esta
recomendaciéon lo fundamentaban en la gran capacidad reguladora de
las soluciones de fosfato; es decir, se trataba de suministrar y mantener
cierta concentracion de iones hidrégeno, favorable al sostenimiento de
la actividad antibacteriana en la penicilina, siendo los mas favorables pH
para ello entre 5,5 y 7. Experiencias recientes han mostrado, sin
embargo, que si efectivamente la destrucciéon de la penicilina en so-
luciones acuosas esterilizadas aparece retardada por la adicién de pe-
quefias cantidades de mezclas de sales fosfatadas, este efecto no de-
pende, en su mayor parte, si es que depende algo, de la capacidad
reguladora en iones hidrégeno de los fosfatos. Las experiencias com-
probatorias de lo que venimos afirmando pueden realizarse en la si-
guiente forma: Soluciones acuosas de mezclas apropiadas de KH2 P Os y
de K2 H P O4, 0 bien de Na H, P 04 y Naz H P 04 se diluyen con agua
destilada esterilizada y se preparan soluciones acuosas estériles de
penicilina s6dica de material seco con potencia, aproximadamente,
de 900 a1.100 unidadespor miligramo. Ultimamente se utilizé por
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Robertson Pratt, en los laboratorios Cutler, de California, penicilina
sédica y potasica cristalina de gran pureza, de potencia superior a Ir500
unidades por miligramo. Las experiencias se preparan con con-
centraciones de fosfato, extendiéndose de cinco milimoles a cero mili-
moles (agua destilada) por litro, y la concentracion inicial de penicilina,
6.240 unidades por centimetro cubico. Las soluciones no conteniendo
fosfato aparecen perdiendo el 50 por 100 de su potencia inicial en tres
dias, mientras aquellas conteniendo tan pequefia cantidad de fosfato
como un milimol por litro pierden el 50 por 100 a los seis dias. Diez dias
se precisaron para una pérdida equivalente en soluciones conteniendo
cinco milimoles de fosfato por litro. No existe, por tanto, duda que las
soluciones de fosfatos ejercen una accidn protectora contra la pérdida de
actividad.

Se estudié también la relacion entre la concentracion de fosfato
por 100.000 unidades de penicilina y el efecto estabilizan te del
mismo a cada una de varias concentraciones molares. Se hicieron
variar las concentraciones molares de fosfato desde cero a
0,005 milimoles, y las concentraciones de fosfato con relacion
a la penicilina, entre cero y 0,314 milimoles por 100.000 unidades.
La concentracién inicial de la penicilina variaba entre los limites 862 y
3.560 unidades por c c¢ La mayor proteccion parece ser
suministrada por una solucién conteniendo 0,005 milimoles de
fosfato por litro y 0,184 milimoles por 100.000 unidades. Y
todas las numerosas experiencias llevadas a cabo coinciden
en que la mas favorable concentraciéon de fosfato es esta de 0,005
milimoles, mientras la concentracion mas favorable con relaciéon a
unidades de penicilina varia ampliamente desde 0,0525 a 0,184
milimoles por 100.000 unidades de penicilina sddica o potasica. Una
semejante accion protectora de los fosfatos sobre las soluciones de
penicilina calcica ha sido observada, y la concentracién mas favorable
de fosfato para proteccion de esta sal de penicilina estd probablemente
en 0,005 milimoles, y la mas favorable en relaciéon a las unidades de
penicilina, en las proximidades de 0,15 a 0,18 milimoles de fosfato
por 100.000 unidades. Sin embargo, concentraciones de fosfato
satisfactorias para un lote de penicilina calcica pueden no serlo para otro,
y esto se debe a que tal vez la naturaleza cualitativa o cuantitativa de las
impurezas presentes sea muy importante en lo que se refiere a la efecti-
vidad del tratamiento con fosfato para determinado lote de sal calcica.
La tendencia a la formacién de un precipitado blanco de fosfato calcico
se ha observado con ciertos lotes de penicilina calcica, entanto que
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otros lotes se conservaban transparentes. A qué pueda atribuirse la ac-
cién protectora de los fosfatos sobre la penicilina no puede afirmarse de
manera exacta en el momento presente; se abre aqui un amplio campo a
la investigacion. Tal vez sea debido a una esterificacion de parte de la
molécula, semejante a la sefialada para gran numero de otros
compuestos de interés biolégico por Kumler y Eiler, con el consiguiente
bloqueo de un enzima comprometido en el proceso de destruccién. De
las publicaciones del Laboratorio Cutter, de California. insertamos las
tablas de las interesantes experiencias realizadas por Robertson Pratt
sobre las pérdidas de potencia de las soluciones acuosas de penicilina
sédica a los 50 grados centigrados y a 23 grados centigrados.

CUADRO A
TaBLA I

Pérdida de potencia de las soluciones acuosas de penicilina sédica a 50° C.

Milimoles de Dias requeridos para pérdida del 50°/, de potencia inicial cuando milimoles de
fosfato por litro fosfato por 100.000 unidades es igual a
0,085 0,184 0,314 0,0
5,0 3,1 3.4 2,7 =
215 1,0 2:T 1,6 -
1,0 0,0 2,0 1,6 .
0,5 0,6 0,7 0,6 —
0,1 0,0 = _ =
0,0 (H,0) S - 0,3
TasLa II
Pérdida de potencia de las soluciones acuosas de penicilina sédica a 23° C.
Milimoles de Dias requeridos para pérdida del 25°/, de potencia inicial cuandg milimoles de
fosfato por litro fosfatos por 100.000 unidades es igual a
0,085 0,184 0,314 0,0
5,0 12,2 18,6 12:2 -
2,5 10,7 16,2 10,7 —
1,0 10,9 10,0 10,9 -

0,0 (H,0) — — — 6,6
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El arma, amarilla (cuando no pura) de defensa contra la muerte.-
Todos conocen lo que es el moho, y asi, se habla del pan mohoso
y del queso mohoso; todos habran visto alguna vez la vegetaciéon
verdosa que aparece sobre los alimentos cuando, durante
tiempo suficiente, se los deja expuestos al aire en un lugar
himedo. En tales casos se elimina y arroja con disgusto, pero en la
industria de fabricacion de la penicilina sucede lo contrario:
expertos cientificos y numerosos obreros cultivan el moho, lo
alimentan con lo que mas le gusta, lo tienen al calor, lo
protegen de dafios y lo tratan con el mayor carifio, como a un
huésped ilustre. En la industria del -cultivo superficial, que
hemos descrito, crece en frascos redondos de fondo plano,
como los quesos holandeses, y lo hace en la parte alta de un
caldo nutritivo constituido por azuicar y sales. No se cultiva cualquier
moho viejo, sino una clase seleccionada especialmente de Penicillium
notatum, y aun esta clase no se cultiva por si misma, sino por lo
que excreta en el caldo. Al moho se le separa después, y del caldo se
extrae la penicilina, el mas poderoso y seguro, hasta ahora, de los
medicamentos conocidos, para el tratamiento. de infecciones de
bacterias y gérmenes. Nada seria suficiente para pagar los enormes
servicios que en la pasada guerra la penicilina presté combatiendo la
gangrena mortal, propensa siempre a presentarse en las heridas de
guerra. El efecto sobre pacientes que sufren enfermedades crénicas en
los huesos es casi milagroso, pues enfermos llevando afios en el hospital
han podido .levantarse y salir después de varias semanas de tratamiento.
En las infecciones de la sangre, pulmonia y meningitis ha logrado
grandes éxitos.

Breve historia del descubrimiento de la penicilina.- Hay que
retroceder al ano 1929 para situarnos al comienzo del
descubrimiento de la penicilina. El personaje de la historia
es una pequefia espora de moho que llegd por una ventana abierta
del hospital de Santa Maria, de Paddington, en Londres,
sin que se la invitara, y se llegé a una placa o cubeta de cultivo
en la que el profesor Fleming, el bacteriélogo del hospital, cultivaba
algunos estafilococos -es decir, las bacterias productoras de
fortinculos, carbunclo, infecciones crénicas de los huesos y algunas veces
el envenenamiento mortal de la sangre-. Al depositarse sobre el medio
de cultivo comenzd a crecer, y, a medida que crecia, excretaba algo que
ocasionaba la muerte de las bacterias y las mantenia a respetable
distancia. Entre la colonia de millones de bacterias que se desarrollaban,
con el aspecto de una pelicula lechosa, sobre el vidrio y la mancha
creciente de moho verde, aparecia un halo claro.
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Parece, a primera vista, que fué la fortuna la que favoreci6 al
profesor Fleming y que éste, en realidad, tomé bien pequefia parte en el
descubrimiento. Nada mas lejos de la realidad; cualquier otro,
sin las facultades de gran observador que él tenfa y sus vastos conoci-
mientos en el campo de los cultivos bacterioldgicos, habria ciertamente
tirado el cultivo contaminado, sin interesarse por él, como lo hizo Fle-
ming, de manera extraordinaria. Utiliz6 un alambre de platino y, es-
terilizandolo al rojo en la llama de un mechero Bunsen, tomd unos
esporos del moho y los hizo desarrollarse en un caldo nutritivo conte-
nido en un tubo de ensayo. A medida que el moho crecia producia en el
caldo una sustancia que el profesor designé "penicilina”, derivado del
nombre del moho, que ya dijimos habia sido identificado como Pe-
nicillium notatum. Las experiencias realizadas sobre placas de ensayo
demostraron que esta sustancia evitaba el crecimiento de determinadas
bacterias.

Hasta aqui, el primer capitulo de la historia. Hay que dejar pasar
diez afos. Sugiri6 Fleming, pero nadie crey6 entonces pudiera ser
posible, desinfectar la misma corriente sanguinea sin perjudicar
al paciente, y la extraordinaria labilidad de la soluciéon de
penicilina determiné que los primeros intentos para su aislamiento y
purificacion fallaran. Por ello, se emplearon solamente los extractos
crudos para la separacion de las bacterias insensibles de las sensibles en
los cultivos mixtos. En 1939 el profesor Florey y el doctor Chain, de
Oxford, iniciaron sus trabajos para el aislamiento y purificacion de la
penicilina, y, ayudados por un equipo de quimicos, bacteridlogos,
experimentadores y clinicos, después de un aflo de experiencias muy
duras, y en muchos momentos desoladoras, obtuvieron un polvo
amarillento de extraordinaria actividad, que creyeron era penicilina
pura.

La mayor parte de nosotros hemos oido hablar de la historia
dramatica de las primeras experiencias satisfactorias con este
nuevo medicamento; de cuantos pacientes, a las puertas de
la muerte después de haber fracasado todos los demas medios,
fueron arrancados de aquélla por la penicilina; con cuantas
increibles  dificultades habia que producir la penicilina;
de coémo el profesor Florey y el doctor Heatley, principales
descubridores de la técnica de extraccion de la penicilina. llegaron en
avion a Ameérica con algo del moho para ayudar a fabricar el
medicamento, toda vez que estando Inglaterra en aquellos momentos en
una lucha muy intensa con sus enemigos, no existia posibilidad
de que ninguna industria inglesa de productos quimicos emprendiera la
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fabricacion en gran escala de penicilina. El rendimiento del moho
era tan escaso que habifa que cultivar enormes cantidades de él
para tener lo suficiente para un solo caso. Fué menester en
muchas ocasiones, en la cura de enfermos, suspender el tratamiento a su
mitad, por no disponer de producto, con la consiguiente
muerte de pacientes que acusaban los mejores signos de recuperacion.
Esta fase ya se ha vencido, yen diferentes instalaciones,
especialmente de Inglaterra, Estados Unidos y Canada, se lleva a cabo la
fabricacion de penicilina en escala industrial. Aquella lamentacién de un
cientifico inglés, al visitar un museo donde existia una coleccion
magnifica de mohos: "jNo sé para qué los hizo Dios!", ya no
tendria sentido en la actualidad, después que la pequefia espora de
Penicillium notatum salté por la ventana del Hospital de Santa
Maria para revolucionar la ciencia médica. Sin embargo, existe
aln, ésta es nuestra opinién, un capitulo que escribir en la historia
de la penicilina; es menester llegar a la produccién ilimitada del
medicamento, y esto no se logrard mientras no se sepa
producirla sintéticamente; las grandes esperanzas que, con
razén, en ella se han despertado hay que evitar se
conviertan en desanimo si los pacientes, cuando la necesiten, no logran
encontrarla. Hay que luchar, por tanto, por la produccion en escala
industrial de penicilina sintética. La pequefia espora ya hizo cuanto
pudo; ahora, los investigadores deben unirse en la batalla de lograr
industrialmente, por sintesis, obtener esta arma, empleada en cantidad
tan pequena y sin embargo en sus efectos tan grande, de defensa contra
la muerte.

La dindmica de la accion bactericida de la penicilina y la
significacién terapéutica del nivel de penicilina en la sangre.- Las
cantidades en que los estreptococos, neumococos, estafilococos, etc., son
matados por la penicilina in vitro varian notablemente dentro de un
reducido espacio de concentraciones de penicilina. Asi, en el caso del C-
203, raza de Streptococcus y Pyogenos, una concentraciéon de 0,006
microgramos por centimetro cubico tiene una definida, aun cuando baja,
accion bactericida; mientras una proporciéon maxima de muertes se
alcanza a 0,064 microgramos por centimetro ctibico. Por encima de este
nivel, un incremento en la concentraciéon de penicilina ocho mil veces
superior, hasta 512 microgramos por centimetro ctibico, no tiene ningiin
efecto significativo sobre la cantidad de los organismos que mueren in
vitro. Estos dos valores, la minima concentracién a la cual los organismos
son matados, y la concentraciéon a la cual la cantidad de muertes
es maxima, comprende aparentemente el espacio util, terapéuticamente,
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de concentraciones de penicilina. Mas altos niveles, aplicados al
foco de infeccién, representan grandes pérdidas de penicilina,
y mas bajos niveles tienen muy poco, si es que tienen alguno,
efecto terapéutico. El mantenimiento del maximo nivel efectivo en el
sitio de la infeccién constituye el mejor uso de la penicilina, y la
serie de inyecciones debe ser ajustada a asegurar la permanencia
de este nivel en los tejidos liquidos. Si el nivel sanguineo es
permitido caer por bajo del nivel dptimo, la proporcién a la cual los
organismos son matados decrece correspondientemente; y si el
nivel es permitido caer por bajo de la concentracién efectiva
minima, los organismos pueden multiplicarse suficientemente en el
espacio entre inyecciones para afectar al éxito del tratamiento.
La proporciéon a la cual los organismos se multiplican in vivo
es de manifiesta significaciéon en este sentido. Asi, si es demasiado
largo el espacio entre inyecciones, resulta un perjuicio mucho
mayor en las infecciones neumocécicas de ratones blancos que en la
sifilis experimental de conejos. El efecto del método de
administraciéon sobre la eficacia terapéutica de la penicilina en
infecciones  experimentales es cuantitativamente consistente
con el mecanismo de accion de la penicilina que acabamos de
bosquejar. Uno anticiparia, a la vista de las consideraciones
anteriores, que wuna sola inyeccion grande de penicilina
en soluciébn acuosa seria relativamente ineficaz. Desde que
hay un nivel 6ptimo de penicilina mas alld del cual un ulterior
incremento no afecta a la proporcion de accion
bactericida, la Unica ventaja de la inyecciéon grande es el tiempo
prolongado durante el cual aquellos niveles efectivos son
mantenidos; y en este respecto, dosis pequefias repetidas de penicilina
son mucho mas econdmicas que unas pocas inyecciones
grandes. Asi, por ejemplo, la dosis total curativa de penicilina
en sifilis experimental con wuna sola inyeccién fué mayor
que 300.000 unidades por, kilogramo de peso del animal; con ocho
inyecciones a intervalos de cuatro horas, bastan 80.000
unidades por Kkilo; y con 50 inyecciones a cuatro horas de
intervalo, un total de solamente 360 unidades por kilo son necesarias.
Semejantemente, en infecciones neumocoécicas de ratones blancos la
dosis curativa en una inyeccion de penicilina G fué de 113
miligramos por kilo; en cuatro inyecciones a una hora de intervalo,
de 6,8 miligramos por kilo; y con diez inyecciones, también espaciadas
una hora, de 1,18 miligramos por kilo. La dosis curativa de
penicilina en la sifilis experimental, en conejos, se ha determinado por
Harry Eagle en el laboratorio de terapéutica experimental del servicio
de Salud Publica de los Estados Unidos, primero en diferentes tratamien-
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tos, empleando penicilina en soluciéon acuosa y después con una
suspension de penicilina en cera de abejas o aceite de cacahuet.
En cada caso, la dosis curativa se ha encontrado de acuerdo con
la tesis, que la accion terapéutica de la penicilina esta
primariamente determinada por la longitud del tiempo que ella
permanece a niveles efectivos en los tejidos. En infecciones
experimentales de ratones y conejos, el tiempo minimo que el organismo
debe ser expuesto a niveles efectivos de penicilina, en orden a efectuar la
cura, ha sido encontrado; varia con el tamafio del inoculado, edad de la
infeccion y proporcion a la cual el organismo en ensayo es matado por la
penicilina.

Efecto inhibitorio del 4' carboxifenilmetasiosulfonanilida sobre las
pérdidas de penicilina, por eliminacién renal- Una de las mas
grandes desventajas de la penicilina como agente terapéutico
es la rapidez con la cual el rifién, humano y animal, excreta la droga
desde el plasma dentro de la orina. A causa de ello, dosis relativamente
grandes deben ser suministradas al paciente cada pocas horas si se
quiere mantener una concentracion apreciable en el plasma.
Para obtener mas altas concentraciones de penicilina en el
plasma mucho. mas grandes cantidades son requeridas. El
acido para-amino-hiptrico aplicado simultaneamente con
la penicilina se utiliz6 mucho para disminuir la excrecién urinaria
del medicamento, pero tenia el inconveniente de que
debia el suministrado en grandes cantidades por continua infusion
intravenosa. El compuesto 4'carboxifenilmetanosulfonanilida, llamado
corrientemente caronamida, manifiesta Beyer ser un agente
utilisimo en el decrecimiento de la excrecion urinaria de la
penicilina. Diferente al acido paraamino-hipurico, que
contiende con la penicilina sobre la base de accién de masa en el
mecanismo de transporte de aquélla del epitelio tubular renal, la
caronamida no aparece ser excretada por les tubitos renales vy,
por tanto, se cree suprime la eliminacion de penicilina bloqueando el
sistema de un especifico enzima responsable del transporte de la misma
a través de las celdillas tubulares. A causa de que la eliminaciéon
tubular no es aparentemente un factor en la excrecion de la caronamiela,
permanece ésta en la sangre un periodo de tiempo mucho mas largo que
el acido para-amino-hipurico. Por tanto, es posible administrar
intermitentemente la caronamida con el fin de reducir la excrecién de la
penicilina. Para este proposito, la administraciéon por via bucal de la
caronamida es efectiva. puesto que es rapidamente absorbida desde la
region gastrointestinal. Los experimentos farmacolégicos de Beyer de-
mostraron que la administracién intravenosa o bucal de caronamida su-
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primiria la excreciéon tubular de penicilina cuando este agente antibié-
tico fuere también suministrado por via intravenosa o bucal. Aunque
estos experimentos claramente indican que una mayor actividad tera-
péutica pudiera ser esperada, el incremento actual en el efecto bacte-
riostatico in vivo, producido por las prolongadas concentraciones de
penicilina en el plasma, no queda determinado por esta clase de expe-
rimentos, que Beyer llevo a cabo usando perros. Fué, por tanto, con-
siderado deseable realizar experimentos en los cuales a los animales se
les infeccionaria con dosis mortales de microorganismos y se tratarian
después con cantidades crecientes de penicilina, tanto sola corno con
caronamida. El nimero de supervivientes en los grupos de animales que
habian recibido varias dosis de penicilina, con y sin la caronamida,
nos ofrecia un medio de calcular la equivalencia en dosis bacteriostatica
de la penicilina sola y la penicilina con el medicamento.
La relacion de estos equivalentes en dosis de penicilina
pudiera mas tarde ser utilizada como una estimacion de la ventaja
bacteriostatica in vivo, derivada de la supresion dé la excrecion de
penicilina a causa de la administraciéon de la caronamida. Realizados
numerosos experimentos en esta forma, se llegd a la siguiente
conclusion: que la accidon bacteriostatica in vivo puede ser lograda a
mucha mas baja dosis de penicilina si se combina este tratamiento con la
administracién bucal de caronamida. En adicién a esto puede sefialarse:
que la administraciéon de caronamida ocasiona niveles mas altos de
penicilina en el plasma del ratén, asi corno la permanencia en él mas
largo tiempo que cuando la misma cantidad de penicilina es
administrada sola. Que la explicacion de este efecto de la caronamida
estd en la supresion de la excrecion tubular de la penicilina. Desde que la
caronamida por si propia no tiene acciéon bacteriostatica comprobada y
no causa cualquier subida de valor de la accion bacteriostatica in vivo de
la penicilina, no puede ser admitido que acttie sinérgicamente con este
agente antibiotico. Se cree, por tanto, que la creciente efectividad de la
penicilina administrada intramuscularmente resulta de la influencia de
la caronamida sobre la duracién y aumento de concentraciéon de
penicilina en el plasma y tejidos. Por tanto, la administracién bucal del
4'carboxifenilmetanosulfonanilida aumenta considerablemente la
efectividad terapéutica de la penicilina administrada intra-
muscularmente a ratones infectados experimentalmente, ya con neu-
mococos ya con E. typhosa (del grupo de bacterias de la tifoidea).
El aumento fué de 6 a 16 veces en el caso del neumococos, y aproxima-
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damente cuatro veces para el E. typhosa. Estos efectos pueden explicarse
sobre la base de una mas alta y prolongada concentracion de penicilina
en el plasma cuando la caronamida es administrada, y que no existe
sinergia entre la caronamida y la penicilina. Este incremento en la
concentracion de penicilina en el plasma y decrecimiento de la excrecion
tubular tiene lugar para las cuatro clases de penicilina, y su modo de
accion, la detencion del mecanismo de transporte tubular en la excrecion
de penicilina. Como resumen de cuanto venimos exponiendo, seflalamos
que la caronamida proporcionara una considerable ventaja terapéutica
en el uso de la penicilina, y que muy pronto ésta ird asociada con el
empleo como auxiliar de aquélla. Recordaremos que la eliminacion renal
de la penicilina se efectia a la vez por filtracion glomerular y excrecion
tubular, y que las dos se combinan para dar lugar al serio inconveniente
de su rapida eliminacion por la orina. En el hombre se estima que el 20
por 100 del desagiie renal del plasma es filtrado por los glomérulos y,
por tanto, el 80 por 100 de eliminacidn renal de la penicilina se efectua
por excrecion tubular. Si conseguimos altas concentraciones en el
plasma de determinadas sustancias, bastaria ello para reducir la
excrecion tubular de la penicilina, pues siendo estas sustancias
excretadas por el mismo mecanismo de transporte tubular que la
penicilina, intervendria la accion de masa, consiguiendo el efecto
deseado. Este principio ya hemos indicado se aplicé en la practica -caso
del acido para-amino-hipurico-, pero ya sefialamos los graves
inconvenientes, desde un punto de vista practico, de tener necesidad de
emplear grandes cantidades del medicamento y su administracion
intravenosa. Entre las formulas estructurales de la caronamida y de la
penicilina G hay, en apariencia, una cierta semejanza; no obstante, no
debe fundamentarse en ella la importancia de la caronamida como
auxiliar de la penicilina, pues aquélla inhibe la eliminacién renal de otros
tipos de penicilina, aun a mas grande extensién que lo hace con la G, y, de
otra parte, estd demostrado que la caronamida inhibe asimismo la
eliminacién renal del acido para-amino-hiptirico y de otras sustancias
que no tienen estructuralmente relaciéon alguna con ella. De antiguo se
habia estudiado el efecto de la caronamida sobre la actividad
hacteriostatica del sulfatiazol, interesante porque, como se sabe, en la
clinica practica, a veces son combinadas las terapéuticas de la penicilina
y sulfonamida. Experiencias realizadas en el Departamento de Far-
macologia y Bacteriologia de la Division de investigaciéon médica, Sharp
and Dohme, Inc., utilizando como germen suspensiones diluidas de
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Escherichia coli, en tubos de ensayo conteniendo un medio
sintético con cantidad constante de caronamida y variables de
sulfatiazol, para medir después de la incubacién el crecimiento, por
estimacién de la densidad turbidométrica, mostraron que la caronamida
tiene un débil efecto antagdnico sobre la actividad bacteriostatica del
sulfatiazol, poniendo los calculos de manifiesto seria preciso utilizar
1.000 miligramos de caronamida para antagonizar la acciéon de un
miligramo de sulfatiazol. Esta cantidad (un miligramo) de sulfatiazol fué
antagonizada por solamente 0,3 miligramos de para-amino-benzoato
bajo las mismas condiciones. La inhibicion de actividad de la
sulfonamida causada por la caronamida es, por tanto, de pequefia
significacion practica.

Cardcter variable de la penicilina comercial- Durante la
guerra no se ha dado a conocer la informacién quimica respecto a la
penicilina. La constitucion quimica del medicamento
aparecié6 por primera vez. en la comunicacion publicada en
colaboracion, en diciembre de 1945, por el Colegio Inglés y
el Comité americano, ambos de investigaciones médicas, y
en ella se suministraban datos relacionados con la existencia de cuatro
tipos diferentes de este antibidtico. Ya indicamos que todos
ellos son compuestos quimicos que se distinguen uno de otro por los
grupos laterales, unidos a una estructura nuclear comun.
Desde el primer momento se observd que las penicilinas de los
diversos fabricantes diferian en las proporciones relativas de fracciones
G, X, F y K que la de un mismo fabricante podia también
diferir a este respecto de tiempo en tiempo, y de que
en realidad se presentaban cambios considerables en
las proporciones relativas de estas especies presentes en
la penicilina comercial, probablemente como, un fendémeno
gradual, durante 1944. Anteriormente a esta fecha, la penicilina
comercial era predominantemente penicilina G, o una mezcla de G y F.
Después disminuyé considerablemente en el producto, de la mayor
parte de los fabricantes, el contenido en G, aumentando
relativamente las fracciones F y K, especialmente la
ultima. Estos cambios en el contenido relativo de las
especies de penicilina han tenido lugar por el empleo en la producciéon
comercial de varias clases de penicillium, notatum o penicillium
chrysoqenum, y también a causa de las distintas técnicas empleadas en el
crecimiento del moho y purificacién del producto final. Pero ademas de
este cambio en el contenido relativo de fracciones de penicilina, también
ha existido otro en el caricter de la misma, en el sentido de aumentar su
pureza. Todos los industriales han prestado gran atencion
enla fabricaciéon de penicilinaa aumentar su pureza en unidades por
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miligramo, con una correspondiente disminucién en la cantidad
de impurezas presentes. La penicilina de que se disponia al
principio tenia una potencia aproximada de 200 unidades por
miligramo, y ha ido aumentando hasta llegar al nivel actual
de 900 a 1.400 unidades por miligramo. Dunham y Rake,
entre tanto, habian indicado que la penicilina comercial de que se
disponia contenia impurezas, de las que algunas poseian
propiedades treponemicidas, y sugirieron que cuanto
menos pura, dentro de ciertos Ilimites, fuese la penicilina en
unidades por miligramo, mas eficaz resultaria en la profilaxis
de la sifilis en los animales de experimentaciéon. De la misma
manera, Lewis habia mostrado que la penicilina impura tenia
un efecto inhibidor sobre el crecimiento de las células del
sarcoma en cultivos de tejidos, mientras que no era apreciable
tal efecto con productos mucho mas puros. Hobby advirti6 a
su vez que las penicilinas de baja potencia en unidades por
miligramo son aparentemente mas eficaces en las
infecciones estreptocécicas de ratones que los productos mas puros.
Estos estudios sugieren, mucho mas que prueban, que las impurezas
que permanecen en la penicilina comercial, prescindiendo de la
actividad atribuible a la penicilina, pueden, por si mismas, ser
terapéuticamente eficaces. En la actualidad comienza a aparecer
informacién sefialando que las distintas especies moleculares de
penicilina varian de modo notable, y que no puede predecirse nada
respecto a su actividad in vitro frente a una variedad de bacterias,
deduciéndose de ello que en ciertas infecciones la actividad in vitro no
puede ser una medida adecuada de la actividad in vivo. Resulta
conveniente indicar que la potencia de la penicilina se expresa en
numeros de su actividad in vitro frente a una clase especial de prueba de
staphylococcus aureus, asi como que los estudios de absorcion y
excrecion se realizan por medio de ensayos biolégicos frente a una
variedad de organismos, generalmente el Staphylococcus aureus o el
sireptococcus pyolgenes, y que hasta el momento actual estos dos ori-
genes de informacién se han relacionado con la actividad posible de la
penicilina frente a otros organismos patdgenos; por ejemplo, el trepo-
nema pallidum, y que de esto no es posible deducir consecuencias
precisas.

En febrero de 1946 tuvo lugar en Washington una conferencia
de investigadores dedicados a estudiar el efecto de la penicilina en la
sifilis. La actividad relativa, en la sifilis experimental de los conejillos, de
las penicilinas G. F, X y K, se sometié a una organizada investigacion
en diversos laboratorios.  Se utilizaron penicilinas Gy X cris-
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talinas puras, y preparaciones impuras de F y K. Los conejos
se infectaron con la clase Nichols de treponema pallidum, y se
trataron seis semanas después de la inoculacidn, siguiendo
un plan consistente en 24 inyecciones intramusculares dadas a
intervalos de cuatro horas durante cuatro dias. Cada
fraccion se comprobdé estaba en el dominio 500-16.000 unidades
por kilo de animal ensayado. En la semana siguiente a la
conferencia llegd una informacién perturbadora. Uno de los
investigadores, Chesney, que habia estudiado por el método
descrito la penicilina K, comunicaba que en su laboratorio
las recaidas clinicas habian comenzado a aparecer, a los dos o
tres meses de tratamiento, en un nimero notable de los conejos tratados
con todos los tipos de dosados, incluso con la maxima dosis: 16.000
unidades por Kkilogramo de peso del animal. y analogamente se
mani festaba a los pocos dias su compafiero Mahoney, que
trabajaba en otro laboratorio igualmente con penicilina K. Mientras
tanto, los laboratorios en que investigaban Earley, Fleming vy
Mahoney informaban que la dosis C. D. 50 de penicilina
comercial (dosis requerida para curar el 50 por 100 de los animales
tratados), empleada con un sistema de tratamiento casi idéntico al
seguido con las penicilinas puras, estaba en el orden de 1.500 a
2.000 unidades por kilogramo de peso del animal. Fleming W. L.,
a quien se habia encomendado el estudio de la penicilina G,
informé también que las dosis C. D. 50 y C. D. 95 de G se aproximaban
mucho a la de la penicilina comercial fabricada hacia dos afios. Parecia,
por tanto, que habia, por lo menos, una diferencia décuple entre la
actividad de la penicilina G y la de la K in vivo, y que las dltimas especies
de penicilina eran por lo menos relativamente ineficaces en la sifilis de
los conejillos. No transcurrié mucho tiempo sin que Shaffer, de Detroit,
indicara que en una sifilis temprana de hombre era menos eficaz un plan
de tratamiento, comprendiendo la administracion de 2,4 millones de
unidades de penicilina comercial en quince dias (enfermos tratados des-
pués de diciembre de 1944) que otro de 1,2 millones de unidades (la
mitad) dados en la mitad de tiempo, siete y medio dias (la mayor parte
de éstos tratados antes de diciembre de 1944). En cada uno de los planes
seguidos por Shaffer, la penicilina sdédica se administr6 por via
intramuscular en disoluciéon acuosa o de suero, cada tres horas, dia y
noche, durante el tiempo total especificado. Estos dos origenes de in-
formacion exigian un examen inmediato de los resultados obtenidos en
el Hospital de Hopkins con 2,4 millones de unidades de penicilina
comercial en quince dias. Los resultados en 64 pacientes, con sifilis tem-
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prana, tratados mediante este plan durante el periodo
noviembre de 1944 a julio de 1945, se compararon con los de 106
pacientes escogidos al azar entre el material existente en toda la
nacion, y que fueron tratados con 1,2 millones de unidades en siete dias
y medio, entre junio de 1943 y marzo de 1944. Aunque el plan
de 2,4 millones de unidades en quince dias resultaba favorecido, por
haber sido seguido un tiempo mas corto que el de 1,2
millones de unidades durante siete dias y medio, los resultados
fueron mucho mas pobres con el primero, tanto con respecto a la
recaida como con relacion a la serorresistencia. También la
marcha de las curvas de respuesta seroldgica de las dos series indicaban
que 2,4 millones de unidades en quince dias daban resultados
menos satisfactorios que la mitad de dosis en la mitad de tiempo.
Ademas de contrastar esta paradoja quimioterdpica la central de
estadistica de la Escuela de Higiene y Salud Publica de
Hopkins, determiné sobre una amplia base nacional, y en una escala
mucho mayor, la cantidad acumulada de recaidas y Ila
cantidad acumulada de seronegatividad en 1.280 pacientes con sifilis
temprana tratados con un plan idéntico (1,2 millones de
penicilina comercial en siete dias y medio), en tres periodos: a) Desde
junio de 1943 a mayo de 1944; b ) Desde mayo a octubre de 1944; y e)
De noviembre de 1944 a febrero de 1946. En los pacientes
tratados antes de mayo de 1944, la cantidad de recaidas fué
notablemente menor, y la proporcién de pacientes llegando a ser
seronegativos, notablemente superior a la de los pacientes tratados
desde esta fecha. Los resultados quimicos, menos satisfactorios,
obtenidos en la sifilis temprana desde mayo de 1944 sugirieron varias
consideraciones:

1.2 Se ha producido un cambio repentino en la biologia de la infeccion
sifilitica, hipdtesis que parece muy improbable.

2.2 Se ha desarrollado una raza de T. pallidum resistente a la pe-
nicilina. También parece improbable, puesto que la resistencia a la pe-
nicilina, lo mismo que la resistencia al arsénico-bismuto, no ha sido
comprobada de modo convincente en ninguna de las clinicas colabora-
doras de los Estados Unidos; y

3.2 Ha habido un cambio en el caracter de la penicilina comercial.
Actualmente se sabe con toda certeza que es esto ultimo lo ocurrido. El
cambio ha tenido lugar en dos sentidos: a) Un cambio en las cantidades
relativas de especies de penicilina con una probable disminucién
sustancial de la cantidad de penicilina G, y un igual aumento
compensador enlas cantidades de penicilina F y K, especialmente de
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la dltima, presentes en la penicilina comercial; y b ) El aumento de
pureza de la penicilina en unidades por miligramo y la correspondiente
disminucién de impurezas, probablemente activas terapéuticamente. La
demostracion por Chesney y Mahoney de la ineficacia de la penicilina K
en la sifilis experimental de los conejillos ha estimulado otros estudios
inmediatos sobre el comportamiento farmacolégico de distintas
penicilinas en el cuerpo. Todos estos estudios han sido realizados por los
investigadores de mayor fama en Inglaterra y en los Estados Unidos y
concuerdan al indicar que la penicilina K da niveles de sangre mucho
menores y mucho menos sostenidos que las otras tres penicilinas: G, F o
X. También estan de acuerdo en sefialar, sobre la base de la cantidad de
penicilina recuperable en la orina, que la penicilina K, en contraste con
las otras tres, se destruye mucho en el cuerpo. De otra parte, conforme
con estas observaciones, Eagie y Muselman han indicado que la
penicilina K es 1/6 a 1/15 tan eficaz en las infecciones neumocécicas y
estreptocécicas de los ratones como las penicilinas G, F y X; y Hobby,
empleando una preparacion diferente y un método distinto de
administraciéon, ha encontrado que K es la mitad de activa que
G en el tratamiento de las infecciones estreptocdcicas de los
ratones. Parece pues inmediata la conclusion de que ciertas
especies comerciales de penicilina producidas en los tltimos meses son
menos eficaces para el tratamiento de la sifilis que lo eran las
preparaciones de que se disponia hace dos afios. Es probable que
algunos de los efectos terapéuticos disminuidos sean debidos al
aumento en penicilina K de las preparaciones comerciales de muchos
fabricantes. La existencia de otros factores, tales como la disminucién de
la cantidad de impurezas, probablemente activas terapéuticamente,
debe también ser considerada. La influencia de estos factores esta
actualmente en estudio en varios laboratorios de Inglaterra y Estados
Unidos.

En resumen, la penicilina comercial no es una sustancia sencilla sino
una mezcla de varias. Por lo menos, se han identificado cuatro especies
diferentes de penicilina que quimicamente difieren en las cadenas
laterales, unidas a la estructura nuclear basica: son las penicilinas G, X, F
y K.

En una misma industria puede variar, de tiempo en tiempo, el con-
tenido relativo de G, X, F y K en la penicilina fabricada. En los ultimos
tiempos, algunas penicilinas comerciales contienen una proporciéon
sustancial de penicilina K.

La penicilina Kesrelativamente ineficaz en el tratamiento de va-
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rias infecciones, segiin se ha comprobado experimentalmente. La in-
eficacia parece ser debida al hecho de su destruccion rapida en el cuerpo.
La penicilina comercial sufri6 también un cambio en el sentido de
aumentar la pureza (en unidades por miligramo) con una disminucién
consiguiente de impurezas que probablemente pueden poseer actividad
terapéutica.

Hemos creido oportuno llamar la atenciéon sobre extremo tan inte-
resante, para hacer ver como las industrias en que se prepare la peni-
cilina deben cooperar en los trabajos de investigaciéon para corregir los
muchos inconvenientes que en la actualidad se encuentran todavia en la
fabricacion del producto comercial.

Métodos de ensayo de la penicilina,.-En todos los métodos bacte-
riolégicos de ensayo lo desconocido debe compararse con un tipo;
las variaciones en la naturaleza de los constituyentes del medio,
las pequefias diferencias en los detalles de manejo o técnica y otros
factores pueden tener influencia considerable sobre los resultados.
Los familiarizados con los ensayos de penicilina saben que se
encuentran frecuentemente diferencias en los resultados obtenidos a
partir de una misma muestra, incluso en el mismo laboratorio.
Sometiendo al tipo exactamente al mismo tratamiento que el problema,
los factores variables afectan generalmente lo mismo y con la
misma amplitud a uno que a otro. Debe tenerse siempre el mayor
cuidado en la pesada y medida de las muestras tipo y problema y en sus
diluciones. Dada la gran actividad de la penicilina frente a los
organismos de prueba, la comparacion hay que realizarla a diluciones
muy elevadas. En el método de dilucién en serie se comparan, tipo y
problema, a una concentracion aproximada de 0,5 unidades por
centimetro cubico, aproximadamente equivalente a 0,0003 miligramos
de penicilina por centimetro ctbico. Si, por ejemplo, el problema es una
solucion conteniendo 20.00.0 unidades por centimetro cubico, se
ensayara a una dilucién de uno en cuarenta mil, lo que indica que
pequeiios errores en la medida ocasionaran grandes errores en los
resultados, Si en vez de este método de dilucion en serie se utiliza el de
placa cilindrica, la dilucién puede ser todavia mayor, aumentando las
probabilidades de error.

El principio del método de dilucién en serie consiste en la compa-
racion de los volumenes de disolucion problema y de una disolucion tipo
de penicilina que justamente inhiba el crecimiento de un cultivo de caldo
de una clase conveniente de estafilococos, generalmente el staphy-
lococcus aureus. E1 caldo debe permitir diferenciar entre cantidades de



68

penicilina que varien en no mas de un 10 por 100. Se
preparan dos soluciones: a) Una disolucién tipo de penicilina que
contenga cinco unidades por centimetro cubico; y b ) Una disoluciéon
esterilizada de la muestra que va a probarse a concentracién que
permita esperar contenga aproximadamente la misma
proporcién de penicilina. El disolvente para cada solucién sera una
solucion reguladora esterilizada de fosfato a un pH 7. Las soluciones se
diluyen con caldo esterilizado hasta una concentracion de 0,5 unidades
por centimetro cubico, afiadiendo cantidades crecientes de
cada una a las dos series de tubos que contienen caldo esterilizado, una
serie para el problema y otra para el tipo, Cada tubo puede
contener 20 centimetros cubicos de calcio esterilizado y volimenes
convenientes, de las diluciones con caldo; de las soluciones tipo y
problema se agregan por veces en cantidad de 0,1 centimetro cubico
hasta. un total de 0,8 a 1,5 c. c. El volumen final de 20 c. c. se forma
teniendo en cuenta la cantidad particular de diluciéon de caldo que se le
aflade. Los tubos se inoculan con un cultivo de Staphyllococcus aureus 'y
se incuban a 37° C. durante quince a dieciocho horas. Se examinan y
comparan los grados de dilucién en los tubos que denotan el crecimiento
minimo, lo que indica la presencia de un ligero depésito que desde el
fondo se levanta cuando los tubos se sacuden. Si el método se aplica a
una disolucién de penicilina de concentracion completamente
desconocida hay que hacer una prueba preliminar sustancialmente en la
misma forma que se ha indicado al determinar las diluciones que son
necesarias para obtener una disolucién de 0,5 unidades por centimetro
cubico aproximadamente.

En el método de la placa cilindrica necesita disponerse de un gran
numero de placas Petri, todas del mismo diametro y de fondo plano. La
composicion del medio tiene un importante efecto sobre la nitidez de la
circunferencia del anillo. El medio puede prepararse a partir de agar,
cloruro sddico, peptona yagua, en proporciones convenientes, se ajusta a
un pH 6,8-7, filtrandolo y después vertiéndolo en frascos con-
venientemente tapados con algodén en rama esterilizado, que se alma-
cenan en un refrigerador hasta que sea preciso utilizarlos.

Siembra de las placas.-El organismo de prueba es el Staphylococcus
aureus, generalmente la dase H de Oxford, nim. 6.571 de la colecciéon
nacional de cultivos, si bien actualmente suelen los distintos
laboratorios emplear sus propias estirpes. Se conserva la clase principal
en caldos ordinarios nutritivos de agar, haciéndose el menor nimero
posible de subcultivos. Las placas  sellenan previamente hasta una
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altura de 3 a 5 milimetros y se siembran con los organismos de prueba,
vertiendo sobre la superficie de la placa de agar ya preparada, utilizando
la pipeta Pasteur, tres centimetros cubicos de un cultivo de caldo del
organismo incubado durante dieciséis a veinticuatro horas. Se balancean
convenientemente las placas hasta obtener una distribuciéon uniforme y
completa, se las filtra y se secan después durante una a dos horas, a
37°C., en un incubador, quitando las tapas o reemplazandolas por una
cubierta porosa. Las placas asi preparadas son almacenadas durante
unos dias en un refrigerador. Las placas, una vez vertido el caldo y
balanceadas para obtener una distribucion uniforme, se colocan algo
inclinadas con el fin de lograr la acumulacidon, en una zona pequefia del
borde, del caldo sobrante, pudiendo de tal forma aspirarlo con una
pipeta estéril y después se marca el lado por donde se aspiré el inocu-
lado, ya que en él la zona de inhibicién es propensa a variaciones que no
sirven para predecir nada. Para evitar este efecto, si hay en cada placa
cuatro cilindritos A, B, C y D y se emplean por cada muestra cuatro
placas, deben colocarse los cilindritos de la muestra en rotacién con
respecto a la marca de cada una de las placas. En la primera placa se
coloca en el cilindro A una dilucién particular del problema; en la placa
segunda, en el cilindro B, y asi sucesivamente.
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Dimensiones de los cilindros.-Los cilindros son de vidrio, porcelana o
aluminio; tienen una altura de 8-10 milimetros aproximadamente y un
didmetro interno de 5 milimetros. El borde inferior del cilindro esta
biselado suavemente hacia el interior, y asi, cortando la superficie del
agar, se logra un cierre perfecto entre cilindro y agar; los cilindros deben
calentarse ligeramente antes de emplearlos, con la finalidad de que el
calor sea suficiente para romper la superficie del agar; no conviene que
el cilindro penetre demasiado, pues podrian formarse falsamente
pequeiios cilindros de inhibicidon.

Asi quedan las placas preparadas para recibir las disoluciones de
prueba: la muestra que va a examinarse se diluye con solucién regu-
ladora de fosfato 0,1 M, de pH 7, hasta concentraciones aproximada-
mentede 0,5, 1, 1,5 y2unidades por centimetro cibico, y con el
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mismo disolvente se prepara también una disolucién tipo
de potencia comparable. Estas diluciones dan diametros
satisfactorios del anillo. La disolucion reguladora de fosfato no necesita
estar esterilizada ni tampoco las disoluciones de prueba, toda
vez que las bacterias o células que el liquido pueda llevar
quedan retenidas en el cilindro; sin embargo, no es aconsejable una gran
contaminacion, pues si las bacterias son destructoras de la
penicilina, ésta se irfa inactivando en el transcurso del ensayo.
Por medio de una pipeta Pasteur se pasan las disoluciones a los cilindros,
cuidando de evitar la formaciéon de burbujas de aire en la
cubeta, lo que daria lugar a la no difusion de la penicilina en
el medio. No es fundamental el volumen de la disolucién afiadida, y la
costumbre es llenar simplemente los cilindros hasta la
parte alta. Una placa tan sdlo no es suficiente para asegurar la exactitud
de la prueba. La media de los diametros de los anillos de cuatro placas,
por lo menos, para cada muestra debe ser calculada.
Otra precaucién mas es que debe comprobarse una muestra de prueba
de la diluciéon final, diluida todavia a 1:1. Asi, por ejemplo,
si la muestra Original que hay que ensayar contiene aproximadamente
mil unidades por centimetro cubico, debe diluirse hasta que
contenga dos unidades por centimetro cubico, dando la disoluciéon A.
Esta, a su vez, debe diluirse para dar la disolucion B, que
contiene una unidad por centimetro cubico. Las concentraciones
bajas de disolventes organicos, tales como el éter, cloroformo,
etc., en las muestras de prueba no afectan a la exactitud
del ensayo.

Incubacién.-Cuando todos los cilindros se han llenado con la
muestra tipo y los problemas, se incuban a 37° durante la
noche, y entonces se inician por separado dos procesos: a)
La penicilina se difunde desde la disoluciéon hacia el exterior
atravesando el agar; y b) Las bacterias comienzan a crecer.
En diez horas aproximadamente rodea a los cilindros una zona circular,
clara, que pone de manifiesto céomo la penicilina ha inhibido el
crecimiento de las bacterias. Fuera de esta area las bacterias crecen
rapidamente, formando como una capa densa sobre el agar; los anillos
de inhibicion aumentan ligeramente a medida que el periodo de
incubacién avanza; éste, a fines de comparacion, debe ser siempre el
mismo. Para leer las placas hay que darles vuelta y medir con
calibradores los didmetros; pero cuando es preciso leer muchos
numeros, este proceso es demasiado laborioso. Un método excelente
consiste en colocar las placas Petri sobre un vidrio ahumado, que lleva
una escala claramente iluminada en el centro: sin fatigarse, se pueden
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hacer numerosas lecturas. Aun se tiende a dar mayores facilidades
proyectando la imagen del anillo sobre una pantalla graduada.

La curva tipo.-Esta curva es la traduccion grafica de la relacion
entre el didmetro del anillo y la concentracién de las disoluciones
tipo. Se parte para ello de tres a cuatro placas, cada una con cuatro
cilindros conteniendo disoluciones del tipo de concentraciones
2-1-0,5-0,25 unidades por centimetro cubico, utilizando Ila
solucion reguladora de fosfato pH-7. Estas placas se preparan al
mismo tiempo que aquellas otras en que se examina la muestra
problema, y se incuban conforme hemos indicado. La grafica
correspondiente relaciona los diametros de los anillos (ordenadas) con
la concentraciéon (abscisas). En aquellos laboratorios en que
continuamente se realizan ensayos de penicilina debe construirse
diariamente la curva tipo, y si los ensayos no se realizan tan
frecuentemente, preparar una curva para cada grupo de prueba. Es
preciso tener presente que el didmetro del anillo no es directamente
proporcional a la concentracion de penicilina, sino al logaritmo de-la
concentracion. Aparecen en la literatura técnica informes asegurando no
deben tomarse en consideracién las pequefias variaciones en el dia-
metro del anillo. Esto nos parece equivocado, toda vez que una diferen-
cia en el diametro del anillo de un milimetro, por ejemplo, a la con-
centracion de 0,5 unidades por centimetro ctbico, puede suponer una
diferencia de potencia del orden del 25 por 100.

Correccion de las variaciones.- Aunque corrientemente se emplea
una curva tipo para leer la concentracién de la muestra problema, hay
un perfeccionamiento que asegura mayor exactitud. Cuando diariamente
se construyen las curvas en los laboratorios en que se realizan los
ensayos de penicilina, pueden presentarse variaciones ligeras siempre, y
durante un periodo de tiempo, el didmetro del anillo para la concen-
tracion de una unidad por centimetro cubico variar hasta 2 6 3 mili-
metros; y con concentraciones superiores, la variacién puede aun ser
mayor.

No hay que suponer que la placa de prueba dé resultados exacta-
mente comparables a los obtenidos a partir de placas empleadas para la
curva tipo, y si se desea exactitud hay que aplicar una correccién. Un
cilindro que contenga una dilucién tipo, por ejemplo, una unidad por
centimetro cubico, se coloca en cada placa con diluciones diferentes de la
muestra problema. Supongamos que en el dia en que se obtiene la curva,
el diametro del anillo con una diluciéon de la muestra problema
es 22 milimetros, mientras que la cubeta que contiene la dilucion tipo
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de una unidad por centimetro cibico da en la misma placa un
didmetro del anillo de 20 milimetros en lugar de 20,4 milimetros que es
el que, segin la curva tipo, corresponderia a esta concentracién. La
concentracion que corresponde a un diametro del anillo de 22
milimetros es, segtn la grafica, de 1,25 unidades por centimetro ctibico;
pero la concentracion correspondiente a un didmetro de 20 milimetros
es 0,75. La verdadera concentraciéon del problema es, por tanto,

1.4 1,25 ¢
= 1,00
0,75 unidades por centimetro cubico.

Heatley ha suministrado particularidades de un examen estadistico
de los resultados obtenidos por el método de placa-cilindro. Cuando se
hicieron ensayos por cuadruplicado, sdlo uno por cada veinte diferia del
valor verdadero en mas del +17,6 por 100, mientras que los ensayos
hechos por triplicado y duplicado mostraron limites mas amplios de
error, a saber, +20,3 por 100y +24,9 por 100, respectivamente. Schmith
y Mayer son de opinion de que el error es de 15 a 20 por 100.
Suponiendo que se utiliza una curva tipo y que cada cilindro de cada
placa contiene una disolucién tipo, el error probable no excede de +10
por 100.

Procedimientos  nefelométricos.-El ensayo de la penicilina
por los métodos nefelométricos es parecido al de los métodos de
dilucion en serie. Se incuba durante un tiempo dado una
dilucién de penicilina en caldo nutritivo, inoculada con un organismo de
prueba, y se mide fotoeléctricamente el crecimiento bacteriano.
Como organismo de prueba se utiliza el Staphylococcus aureus.
Mc. Maham recomienda emplear un medio compuesto de caldo
nutritivo Difco Bacto (16 gramos), extracto de levadura
(4 gramos), completado con agua a un litro. Se omite la glucosa, pues se
supone no da resultados satisfactorios. Para la prueba Se escogen
tubos de ensayo uniformes de 18 por 140 milimetros y se
colocan en bastidores, en filas de a nueve. Con rigurosas
precauciones asépticas se lleva, mediante wuna pipeta, el
medio a cada tubo; en cantidades tales como 9,6, 9,5 9,4
y 9,3 centimetros cubicos, etcétera, para cada conjunto de
tubos. Se prepara en el momento una disolucion a partir de
la penicilina tipo en una mezcla reguladora de fosfato. esterilizado,
empleando cantidad suficiente para dar una disolucion final que
contenga 0,5 unidades por centimetro cubico. Para asegurar la
esterilizacion de la disolucién debe hacérsela pasar a través de un filtro
Seitz. Se afiaden después cantidades de este tipo a una serie de los
tubos que contienen el medio nutritivo hasta alcanzar un volumen final
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en cada tubo de 9,6 centimetros cubicos; por tanto, en el primer
tubo no habra penicilina. De modo analogo se preparan
muestras de los problemas en mezcla reguladora de fosfato
esterilizada, de tal manera que la concentracion final sea préxima a las
0,5 unidades por centimetro cubico, afiadiendo las cantidades necesarias
a una segunda serie de tubos conteniendo el caldo. Es muy practico tener
un tubo central en el cual se vierten 9,3 c.c. de caldo y 0,7 c.c. de
dilucién de penicilina, toda vez que da una mejor comprobacion de la
densidad de los otros. La prueba se realiza afiadiendo a cada tubo 0,4 c. c.
de un cultivo reciente de dieciocho horas de Staphylococcus
aureus, incubando los  tubos a 37°C. durante cuatro
horas, o sumergiéndolos parcialmente en un bafio de agua a
la misma temperatura durante igual tiempo, procedimiento que segin se
afirma da mejores resultados. Al sacar del incubador los
tubos se exponen al vapor libre, en un autoclave, durante diez
minutos, con lo cual se detiene el crecimiento y disminuye el
peligro de que se extienda la infecciéon mientras se mide la densidad
optica del contenido de los tubos. Una vez enfriados, se mide
con un colorimetro fotoeléctrico, provisto de filtro rojo, Ila
opacidad de cada tubo. A partir de los resultados suministrados
por los tubos de disolucidon tipo se construye una grafica en la
que se llevan como ordenadas las densidades y como
abscisas las unidades de penicilina. La densidad optica de los
problemas se lleva sobre ella, dandonos la curva las unidades
de penicilina. Los métodos nefelométricos son menos costosos que los
de placa, que precisan gran niumero de placas Petri y cilindros; pero el
ahorro se reduce parcialmente para los laboratorios pequefios con el
elevado gasto inicial del nefelémetro. Mientras que la prueba
nefelométrica se realiza en pocas horas, el método de placa-cilindro
precisa veinticuatro horas; sin embargo, la esterilizacion absoluta que el
primer método requiere hace su empleo sélo conveniente para técnicos
especializados.

Foster y Woodruff recomiendan emplear como organismo de prueba,
en lugar del Staphylococcus aureus, el B. subtilis, que crece
mas rapidamente que el primero; esto exige que las placas
sembradas con él se almacenen en un refrigerador hasta que
sea preciso emplearlas, y que la incubacién durante la prueba
se efectte a 30°C. en vez de a 37°C. Tiene este empleo
del B. subtilis la ventaja de poder obtenerse los resultados
en tiempo mas corto: diez horas, y que el organismo es mas
sensible a la penicilina que el aureus, pudiendo sembrarse las placas a
temperatura superior, afirmandose que es mas neta la
definicion del anillo y la curva tipo mas uniforme. De otra parte, la curva
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tiene tendencia a aplanarse y dar por lo mismo resultados menos
exactos. Los resultados de los ensayos en los que se emplean
organismos de prueba distintos seran sdlo comparables si la
sensibilidad de dichos organismos para cada una de las cuatro
variedades de penicilina que puedan existir en el producto comercial es
la misma. Esta sensibilidad uniforme no es probable tenga lugar, y si una
de las muestras contiene mas de una variedad de penicilina, los
resultados del ensayo dependerdn completamente de las
sensibilidades relativas de los organismos de prueba para cada variedad
presente.

Métodos quimicos de ensayo.- Se ha sostenido durante
bastante tiempo que el ensaye quimico de la penicilina
no era practicable; pero en la actualidad se reconoce que esto
es solo verdad cuando se trata de penicilina relativamente impura, de
potencia  aproximada a 300 unidades por  miligramo.
Mas tarde se desarrolldé un método basado en la inactivaciéon de la
penicilina por la penicilinasa, con la consiguiente liberaciéon del acido
peniciloico, que directamente puede valorarse. Diez centimetros cibicos
de una disoluciéon de la muestra problema, conteniendo de 5.000 a
20.000 unidades de penicilina, se ajustan a un pH -8. Se agrega
disolucion de penicilinasa, manteniendo el pH a 6,8, y afiade
disolucion de hidréxido sédico, 0,02 N. Cuando el pH se hace constante,
la penicilina se ha inactivado completamente, habiéndose liberado todo
el acido. Se completa la valoracidon pasando el pH otra vez a 8. Grandes
cantidades de sustancia reguladora interfieren naturalmente la prueba;
pero con las muestras comerciales de penicilina de alta calidad de que
ahora se dispone se han encontrado resultados de exactitud de hasta el
98 por 100. No nos parece aventurado afirmar que con la mejora de la
técnica y de los detalles, este método conseguira reemplazar al ensayo
bioldgico. Toda vez que la descomposiciéon hidrolitica que da el acido
peniciloico puede producirse también con un acido, sugerimos la idea de
un ensayo quimico basado en la hidroélisis acida y en la titulacién de
retorno.

Determinacién colorimétrica- Se forma un compuesto colorante por
reaccion de la penicilina con el N-(1-naftil-4-azobenceno)-
etilendiamina, y se ha dado a conocer un método basado en ella para la
determinacién colorimétrica de la penicilina. Se asegura que el método
es mas exacto que los microbiolégicos corrientes, y que es aplicable a
todas las variedades de penicilina y a todas las preparaciones comer-
ciales de la misma. También recientemente se ha dado a conocer
un micrométodo basado en la combinacién con el 2-metoxi-6-cloro-9-
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(B-aminoetil)-amino-acridina. Se afirma que de esta manera pueden
determinarse cantidades de 0,0625 a 0,625 ug.

Frecuencia de la dosis.-La curva indicadora de la desaparicion de los
medicamentos en el organismo es frecuentemente de modo aproximado
exponencial; la concentracion desciende rapidamente al principio y
después cada vez mas lentamente. La disminucién se mide
convenientemente por el tiempo de hemirreduccién, que es el
que tarda la concentracién en descender a la mitad de su valor inicial. Si
administramos  intravenosamente penicilina, el tiempo de
hemirreduccion se mide en minutos; en cambio, para las
sulfodrogas o los salicilatos, en horas; para la digital, en dias, y para el
mercurio, en semanas. Si deseamos, por tanto, que la
concentracion se mantenga casi constante, la frecuencia de la dosis no
debe nunca ser inferior a dicho tiempo de hemirreduccion.
Naturalmente que también pudieran administrarse, durante
intervalos mas largos, dosis mayores, y de esta forma mantener la
concentracion por encima del nivel eficaz; pero esto equivale a de-
rrochar el medicamento y, generalmente, a producir efectos tdxicos.
Cuanto mas frecuentes sean las dosis, mas constante serd la concen-
tracion, pero también mayor el trabajo, dependiendo por tanto la fre-
cuencia 6ptima del equilibrio de estos dos factores. Lo ideal seria la
administracién continua, asi desde el punto de vista de la economia del
medicamento como de la constancia de la concentracidon; y ella puede
lograrse bien sirviéndose de un aparato que produzca un flujo constante
de solucidn, bien mediante la liberaciéon, mas o menos constante, del
medicamento desde un depésito mas o menos insoluble. Ya ante-
riormente hemos tratado de los dispositivos que retrasan la desapari-
cién del medicamento y que poseen dos ventajas: disminuir la cantidad
necesaria y hacer mas facil el logro de una concentracion constante. El
método apropiado depende de la forma o motivo de la desaparicién. Por
ejemplo, la acetilcolina es destruida por la colinesterasa, y asi, su
desapariciéon puede ser diferida mediante una sustancia que inhiba a
esta enzima, tal como la eserina. Cuando un medicamento se excreta en
la orina, como sucede a la penicilina, puede retrasarse su desaparicion
administrando otros medicamentos que excretindose del misma modo
sobrecargan el mecanismo de excrecion; asi sucede, como en otro lugar
manifestamos, con el acido p-amino-hipurico en la penicilina. Al
administrar de modo continuo o con frecuencia dosis reducidas de un
medicamento se va gradualmente acumulando en el cuerpo y llegan
a igualarse el tiempo de hemiacumulacién y el de hemirreduccion. Cuan-
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do, como en el caso de la penicilina, el tiempo de hemirreducciéon es muy
corto, la concentracién se eleva rapidamente al nivel eficaz; pero
cuando el tiempo de hemirreduccion es mas largo la concentraciéon pue-
de elevarse demasiado lentamente, y es necesario administrar
grandes dosis al principio y luego reducirlas cuando se ha alcanzado la
concentracion eficaz. Esta técnica es la seguida con la digital,
salicilatos, sulfonamidas y  muchos otros medicamentos
administrados de modo general. La dosis necesaria para producir en la
sangre una concentracion inicial dada depende del volumen de
distribucién. El colorante azul Evans se usa para medir el volumen de
plasma que iguala a su volumen de distribucion. Con los cloruros,
bromuros 'y tiocianatos, el volumen de distribucion es,
aproximadamente, igual al del liquido extracelular. Muchas

sustancias, tales como el alcohol, la urea 0 la
sulfanilamida se distribuyen por igual en toda el agua del organismo.
Algunos medicamentos, tales como la mepacrina, se

concentran rapidamente en determinados tejidos, y el aparente
volumen de distribucion es mucho mayor que el volumen total del
organismo. Sin embargo, la importancia de estos hechos es
principalmente tedrica y la dosis inicial apropiada se determina
empiricamente.

Vamos a poner fin a este modestisimo estudio sobre la penicilina, que
no responde, y bien lo sentimos, a lo que deberiamos ofrecer a esta Real
Academia de Farmacia, que nos acoge tan bondadosamente en su seno, y
en el que no hay otro mérito que el de haber efectuado un delicado y
penoso trabajo de seleccion para recoger todo lo mas saliente publicado
sobre la materia en los Estados Unidos, Inglaterra, Canadd, Argentina y
Espana.

De una manera general, todos los descubrimientos, incluso los mas
revolucionarios, deben mucho a los sucesos que les han precedido. El
aeroplano, inventado por los hermanos Wright en el estudio de las po-
sibilidades ele vuelo de una maquina mas pesada que el aire, llegé a
tener realidad gracias al descubrimiento previo del motor de combus-
tion interna. La penicilina lleg6 a ser descubierta merced al desarrollo de
la ciencia bacteriolégica y al continuo progreso de la quimica y de la
medicina, Ciertamente que muchos discuten todavia la casualidad de su
descubrimiento, y se extienden sobre la serie de coincidencias que
condujeron a él, olvidandose de lo mas importante, el hombre que exa-
minaba la placa contaminada por la espora errante de un moho, que
otros muchos seguramente, con anterioridad, habrian arrojado para
librarse de cosa tan molesta. Ya Pasteur hizo notar que la fortuna fa-
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vorece a las mentes preparadas. Los afios de estudio y de
investigacion son, en definitiva, los que hacen posibles descubrimientos
como el de la penicilina. Por todas partes nos rodean los microbios:
en el aire que respiramos, en los alimentos que comemos, en el
agua que bebemos; y a pesar de ello, no hace ain un siglo que
comenz6 a pensarse que algunos de estos microbios eran portadores
de graves enfermedades. Muchos, por fortuna, resultan utilisimos para
la humanidad. Asi, el alcohol y los vinos son el producto de la
fermentacion de los azicares de los frutos ocasionada por
microorganismos. Muchas de las sustancias que la planta toma del
suelo son devueltas al campo merced a los microbios que
originan la putrefaccion de las plantas muertas. En el hombre
mismo tiene lugar una putrefaccion de tipo analogo, que
ocasiona la llamada "sepsis”, que el gran Pasteur descubrié ser
originada por microbios, y cuyo descubrimiento desarroll6
mas tarde Lord Lister, hijo del que sacé el microscopio de la
situacion de inferioridad en que se encontraba al papel principal
que hoy tiene en el laboratorio. Lord Lister era cirujano, y con
uno de los microscopios de su padre se pasé mucho tiempo
estudiando los tejidos inflamados, preocupado de las malas
condiciones en que tenia que trabajar y que ocasionaban,
a veces, un desenlace fatal en operaciones por lo demas
muy triviales. Pensaba acertadamente al apreciar la verdad
de lo dicho por Pasteur, que la tendencia del cirujano debia
ser evitar que los microbios tuvieran acceso a las heridas
operadas, y que el camino a seguir para lograrlo era matar los microbios
antes que penetraran en el cuerpo y ejercieran su accidn
perjudicial. Lister intentd6 primeramente reducir el numero
de  microbio que pudieran aproximarse, y lo logré
mediante la limpieza de las heridas, y después matar los microbios
restantes, utilizando el mejor de los antisépticos de que entonces se
disponia, acido fénico, no ofreciendo duda que llevé a cabo
una reforma completa en los métodos quirdrgicos de sus dias.
Limpieza de los instrumentos, vendas, las mismas salas de
operaciones tratadas completamente con acido fénico, todo lo que ha
abierto el camino a la cirugia moderna, y que aun actualmente
se aplica, con el unico cambio real de sustitucion del calor al antiséptico,
y asi, en la actualidad, en las salas de operaciones con aire adecuado
y la esterilizacion por el calor de los vendajes, instrumentos,
guantes y batas puede estarse seguro de que la herida tratada por el
cirujano no Se infectara, sin necesidad de emplear acido fénico o
cualquier otro antiséptico. El acido fénico tenia el gran inconveniente
de ser muchomdas destructordelas célulasdel cuerpo que de
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los microbios, mientras el 1ultimo antibidtico descubierto, la
penicilina, destruye rapidisimamente los microbios sin ejercer accion
alguna perjudicial sobre los tejidos del cuerpo. Como vemos,
Lister, aplicando el descubrimiento de Pasteur, tuvo éxito destruyendo
los microbios y evitando de tal manera la infecciéon de las
heridas operadas, pero no logré un éxito parecido en la cura de
heridas ya infectadas, toda vez que el acido fénico, antiséptico
de que disponia, era venenoso en extremo. Se investigd muchisimo
en el campo de los antisépticos no venenosos, y, en 1909, Pablo
Ehrlich descubrié el Salvarsan, primera sustancia que reunia tal
propiedad. Ehrlich habia empleado en el tratamiento de
determinadas enfermedades tropicales el "atoxil", medicamento
arsenical, que fracasé completamente por ser muy venenoso y destruir
el nervio del ojo, ocasionando la ceguera. Estudiando su
estructura  quimica llegd  Ehrlich al salvarsan, también
arsenical, de efecto en el tratamiento de la sifilis mucho mayor que el
atoxil y mucho menos venenoso. Propiamente hablando, el
salvarsin no es un antiséptico perfecto, ya que solamente
es util en el tratamiento de la sifilis y de un reducido nimero de
enfermedades ocasionadas por organismos analogos; pero en el trata-
miento de la sifilis se lograron resultados tan satisfactorios que
rapidamente sustituyé por completo al mercurio. Se llegd, pues, a
disponer de un antiséptico mas venenoso para los microbios que para
las células del cuerpo, y durante veinte afios el salvarsan estuvo solo en
este aspecto.

Desde aquellos tiempos en que Lister tuvo éxito, como ya
indicamos, evitando. la infeccién ele heridas operadas, se logré una gran
mejora en los métodos por él utilizados, siendo la mas importante la
sustitucion del acido fénico por el calor. Generalmente, en los
tiempos ele paz, las heridas ya infectadas no forman parte del
trabajo del cirujano; no constituyen, por tanto, un problema
acuciante y por lo mismo se progresa muy poco en el campo de su
tratamiento. Pero la guerra iniciada en 1914 puso en manos de los
cirujanos miles de combatientes cuyas heridas se habian infectado, y una
corta experiencia de las condiciones de la lucha fué suficiente para
descartar toda ilusiéon de que esta sepsis podria curarse por antisepsis
quimica. Ante la urgencia del problema se introdujeron muchas nuevas
sustancias, pero todas fracasaron; la mayor parte, por ser demasiado
venenosas, y otras, como los antisépticos de mercurio, que van bien en
varias heridas, por lo ficilmente que son destrui dos en otras por el pus
y algunas sustancias. De otra parte, el progreso de la cirugia, siguiendo
las directrices de Lister, no era apropiado para su empleo en el campo; la
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esterilizacion al calor, excelente en un hospital bien equipado, no
era de facil realizacion en el terreno. Habia que tratar de otra
forma la herida séptica, y Sir Almroth Wright, director entonces
de los laboratorios del hospital general de Boulogne, que tenia
en su equipo al futuro profesor Fleming, el descubridor de la
penicilina, se ocup6 de este problema. Se parti6 para el nuevo
tratamiento del principio de no ser necesario un antiséptico si se
trataba la herida de tal manera que diera posibilidad al cuerpo
de vencer la infeccion por si mismo. Esto se hizo lavando la
herida con wuna disolucion salina que teniendo un efecto
absortibo sobre la misma llevaria los liquidos frescos desde los tejidos
subyacentes, eliminandolos de la superficie dafiada. Esto no solamente
serviria para lavar la herida, sino que suministraria también las
sustancias defensivas, que se encuentran normalmente en la sangre, al
lugar donde fueren necesarias. Al propio tiempo, los cirujanos
empezaron a adoptar formas mas drasticas de tratamiento, y
la combinacion de estos dos procederes di6 un resultado
satisfactorio. Terminé la guerra y se redujeron los casos de
este tipo, y con ello no sélo la necesidad urgente sino también la
oportunidad de una solucién. Declind gran parte del interés
por estos estudios, que la guerra habia provocado; sin embargo, la
escuela de Sir Almroth Wright continu6 investigando la
sepsis. Un vistazo a la tragedia de la primera guerra mundial
nos hace ver como muchas de las vidas perdidas y de las
incapacidades permanentes producidas podian haberse
evitado de disponer entonces de un antiséptico como la penicilina.
Sin embargo, no perdamos de vista que si la penicilina se
hubiera introducido en el tiempo de Lister, ciertamente habria
sido un fracaso en el estudio cientifico de los microbios,
pues no estaban entonces la medicina y la bacteriologia en fase de
desarrollo para reconocer y comprender las posibilidades ele la
penicilina. Practicamente, no se habria hecho nada sobre la naturaleza
de los microbios en una herida séptica; algunos de ellos habrian sido
sensibles a la penicilina, y entonces los éxitos se tendrian casi por
milagrosos; pero también podrian haber pertenecido al grupo de
microbios insensibles a la penicilina, y en tal caso sé6lo se registrarian
fracasos, con lo cual, como nadie seria capaz de comprender la razén ele
ellos se descartaria la penicilina, y probablemente el acido fénico
volveria a reemplazarla.

Resumiendo; vemos como aprendimos ele Pasteur que la putrefac-
ciéon se debe a los microbios; como Lister al matarlos evitaba que
tuvieran acceso a sus heridas operadas; como fracasé en sus intentos de
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destruirlos una vez que habian entrado en la herida, asi como en detener
su crecimiento, debido a que los productos quimicos a su disposicion
eran muy venenosos. Como este problema no se venceria hasta el
descubrimiento de la penicilina; y por ultimo, como Ehrlich habia de-
mostrado con el salvarsan que podia existir un agente quimioterapico no
Venenoso.

Es sabido que la inmunidad natural es el proceso mediante el
cual el cuerpo vence a los microbios perjudiciales, con los que se
pone en contacto, y que solamente cuando esta inmunidad
natural fracasa sobreviene la infeccion. Pues bien: Florey,
profesor de Patologia en la Universidad de Sheffield, llevado de su
interés por la inmunidad natural, comenzé una investigacion
sobre el descubrimiento de Fleming en 1922 -la lisozima-,
existente en las lagrimas, en la saliva, en la secrecidon bronquial, etc., que
es un fermento que defiende la conjuntiva, al encontrarse en las lagrimas
en la mayor cantidad, presentandonos un caso bien patente de
inmunidad natural. En el curso de su extenso trabajo, asociado con un
bioquimico, el doctor Chain, consider6 interesante realizar una
investigaciéon sistematica sobre las sustancias producidas por
microorganismos que fueran capaces de destruir a los microbios
perjudiciales, escogiendo la penicilina como la materia de estudio que
mas prometia, siendo la razén principal, sin duda, que ella podria
destruir el estafilococo, que, como es sabido, no es atacado por el grupo
de las sulfonamidas.

No podemos detallar la marcha y el éxito de sus magnificas inves-
tigaciones, ni tampoco las enormes dificultades con que luché para ob-
tener el producto en grandes cantidades, siendo la principal que muchos
ele los microbios corrientes en el aire pueden destruirla y, por tanto, que
no basta en la fabricacion de la penicilina el cuidado ordinario que pueda
tenerse en una industria corriente, sino que es preciso, para evitar la
contaminacioén, proceder lo mismo que en un laboratorio bacteriolégico,
ya que un solo microbio es suficiente para destruir en pocos dias toda la
produccion de penicilina de la fabrica,

Casi nos parece increible el poder de accidon que la penicilina, ab-
solutamente pura, tiene sobre los microbios peligrosos; decir que puede
destruir al estafilococo cuando una parte de penicilina se diluye en
cincuenta millones, no sera tan claro como manifestar que esto equivale
a una gota de penicilina pura en 2.500 litros. En poder ya de esta
maravillosa sustancia, queda abierto, sin embargo, un vasto campo
a los investigadores, y en él correspondera el principal papel a la clase
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farmacéutica y a esta Real Academia de Farmacia. Es menester despertar
en nuestro pais un gran interés por el estudio de los mohos, que estan
llamados a ocupar un lugar muy preferente en la industria de los
medicamentos. Investigar muy especialmente estos mohos como
productores de antibiéticos para comprobar su efecto destructor sobre
los microbios, a la vez que su falta de accién sobre los tejidos y las célu-
las de la sangre; e investigar con fe, ya que no es probable que la primera
sustancia de esta clase descubierta sea la mejor.

Hay tres terribles enfermedades -célera, tifus y peste- sobre las
cuales la penicilina no tiene efecto. Tal vez un dia se encuentre un
producto quimico destructor de estos microbios; hoy no lo tenemos.
Pero, afortunadamente, esas tres enfermedades pueden evitarse, y se
evitan por inmunizacion.

Establecida la infeccion, para muchas terribles enfermedades la,
penicilina es Unica, y no hay nada mejor. Evita la reproduccién de los
microbios y, sin ser venenosa, capacita al cuerpo para destruirlos.

(Quiere esto decir que nos conformemos y no investiguemos mas?

De ninguna manera. Hemos de seguir trabajando con el mismo entu-
siasmo y la misma fe, como si la penicilina no existiera, con la esperanza
de que el futuro nos proporcione un perfeccionamiento de la misma o
una sustancia completamente nueva, ain mejor que ella, que no
disminuira la grandeza de su conquista, pero si sera un paso mas en la
contribucion de los hombres de ciencia al bienestar de sus hermanos.

En ese camino de trabajo, dentro de las grandes limitaciones de mis
fuerzas, me tendra siempre a su lado, como el mas modesto de sus
miembros, la Real Academia de Farmacia, a la que una vez mas en este
dia hago ofrenda de mi admiracion, mi gratitud y mi respeto.

He dicho.



CONTESTACION

POR EL

EXCMO, SR. D. LUIS BLAS y ALVAREZ



EXCMO. SR.; EXCMOS. SRES; SENORAS y SENORES:

EGUN el precepto estatutario que obliga a uno de los miembros de esta

Real Academia a contestar el discurso de ingreso de los nuevos
académicos, tengo el honor de cumplir esta obligacion, que, ademas, en
este caso, constituye para mi un motivo de particular satisfaccion por las
relaciones de amistad que desde hace afios me unen con el nuevo
académico, Excmo. Sr. D. José Maria Fernandez-Ladreda y Menéndez-
Valdés.

Costumbre es en estos actos recordar la figura del predecesor del
nuevo académico; pero hoy, y como ya ha indicado el doctor Fernandez-
Ladreda, ninguna honra flnebre se precisa hacer, afortunadamente; su
plaza y sillén no estaban vacios por muerte alguna, pues se trata de una
vacante de nueva creacion. Llega, por tanto, el doctor Fernandez-
Ladreda a nuestra Real Academia sin tristezas de recuerdos de ausencia,
y los negros crespones de los funerales estan completamente sustituidos
por los blancos tejidos que adornan los desposorios, Fiesta especial de
jubilo y alegria es la que hoy corresponde a esta solemne recepcion.

La biografia del nuevo académico, para muchos, es de sobra conocida.
Asturiano de origen, es, ademas de artillero, doctor en Ciencias
Quimicas, catedratico de la Universidad Central, presidente honorario
del Instituto de Estudios Asturianos, consejero del Instituto de Inves-
tigaciones Cientificas, etc., etc. Durante su vida cientifica ha sido pen-
sionado multiples veces: en la Universidad de Columbia (Norteamérica),
Bureau of Standard (Washington), Laboratorio  Teddington (In-
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glaterra), Laboratorios Poulenc- Freres (Francia), etc.,, y ha dirigido di-
versas fabricas, tales como la de Armas de repeticiéon (Corufia), Armas
automaticas (Oviedo), Pélvoras y explosivos (Cayes), Metales y alea-
ciones ligeras (Lugones), Laboratorio del Taller de Precision de Artilleria
(Madrid), etc.

Sus libros y publicaciones cientificas son muy numerosos, destacando
entre los primeros Pélvoras y explosivos modernos, Quimica teérica y
experimental, Andlisis quimico de hierros y aceros, Carbon, Aire y agua y
Recuperacion de explosivos. La lista de otras publicaciones cientificas
aparecidas en revistas nacionales y extranjeras haria interminable esta
relacion. En la actualidad, el doctor Ferndndez-Ladreda es académico
electo de la Real de Ciencias exactas, fisicas y naturales, catedratico de
Quimica Industrial en la Universidad de Madrid, vocal del Patronato Juan
de la Cierva, presidente honorario del Colegio de Farmacéuticos de
Asturias, presidente del Instituto de Mecanica elastica y, ... renuncio a
seguir enumerando sus cargos y méritos para no herir la modestia de
nuestro nuevo compafiero de Academia.

Mi amistad y relacion con el doctor Fernandez-Ladreda se
remonta a aquellos tiempos en que juntos estudidbamos las asignaturas
del doctorado en Ciencias Quimicas; él ya era en aquella época
comandante de Artilleria, director de la Fabrica de Lugones y una
destacada autoridad cientifica en diversas ramas de la quimica industrial.
Desde entonces, por extrafia casualidad y curiosa coincidencia, los dos
hemos tenido gustos parecidos en el desarrollo de nuestras vidas. El
artillero, general de division ahora, catedratico de Quimica Industrial,
eminente autoridad en Quimica de Guerra y una de las figuras mas
destacadas de la Ciencia Quimica espafiola; quien os habla, farmacéutico,
catedratico de Quimica Técnica, aficionado a la Quimica de guerra y
hasta comandante honorifico de Artilleria en la pasada cruzada. Es un
paralelismo curioso, aunque, como todo paralelismo, con la debida sepa-
racion entre las dos rectas de nuestras vidas; la distancia que nos separa
puede compararse graficamente con la que media entre un general y un
comandante,

El doctor Fernandez-Ladreda ingresa hoy en esta Real Academia
leyendo su magnifico discurso sobre un tema de enorme actualidad
cientifica y gran interés farmacéutico: Los antibiéticos; y como no es mi
propésito hacer una glosa del fondo de su contenido cientifico, séame
permitido presentar un breve psicoanalisis de su forma.

El tema basicode todo sudiscurso es lasimbiosisy la antibiosis,
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es decir, la paz y la guerra entre esos minusculos seres que juntos viven
y se desarrollan en los medios naturales de cultivo, Tema eminen-
temente bélico cual corresponde a la vocacién principal de su autor.

Habéis oido de sus labios la relacién histérica de las principales
armas terapéuticas que el hombre ha empleado en el transcurrir
del tiempo para la lucha contra la enfermedad, hasta la tltima gran
guerra, en que, simultdneamente con el descubrimiento de nuevas armas
de lucha, surgid el “arma amarilla, si no es pura, de defensa contra la
muerte."

Sin querer, en todo el discurso del doctor Fernandez-Ladreda se
pone de relieve la actividad militar de nuestro general. Primero,
en la parte histérica, y luego, en la visién conjunta de la asepsia y la anti-
sepsia; mas que una leccién de higiene, es una leccién de tactica
militar aplicada a la lucha del hombre contra los diminutos seres
que pueden asaltar su, fortaleza por la brecha de una herida. Mas
tarde, cuando entra de lleno en el estudio de la penicilina, se adivina
en todo el trabajo al artillero, que con deleite estudia la nueva
arma de exquisita precision que ha de permitirle la inverosimil
proeza de herir solamente al agresor sin perjuicio alguno para las
células vecinas del organismo atacado. Para él, el fenol de
Lister y los viejos desinfectantes son algo comparable a los
proyectiles que se arrojan sobre las poblaciones sin objetivo
determinado, los cuales matan y destrozan todo lo que en su
proximidad encuentran, sin distinguir amigos de enemigos;
por el contrario, la penicilina y los modernos antibidticos son
proyectiles obedientes que s6lo saben destruir y atacar los gérmenes
patdégenos sin perjudicar jamas al ser humano que los soporta; son el
ideal de los proyectiles, algo asi como esas minas magnéticas de
profundidad que sdlo explosionan cuando en sus cercanias hallan barcos
con poderosas estructuras metalicas, y sin embargo quedan en reposo
cuando las débiles barcas de madera de los pescadores navegan por sus
proximidades.

Cuando, en otro capitulo de su discurso, nos hablaba de las dosis
6ptimas y continuas a emplear en el caso de la penicilina, también se
mostraba su personalidad militar de un modo acentuado. Recordar cdémo
insistia en la innecesidad de emplear dosis macizas y discontinuas del
medicamento, sino, por el contrario, recomendaba su empleo a pequefias
dosis, lo necesario nada mas y su administracién continua, para evitar el
despilfarro de tan costoso medicamento. Cuando le escuchabamos,
alguno habra queridorecordar esecasi dogma del arte militar
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que obliga a los jefes, en los combates, al ahorro maximo de las mu-
niciones.

Aquella espora errante que impurificé el cultivo ele bacterias
de Fleming en el Hospital de Santa Maria, de Londres, el afilo 1929,
di6 lugar a uno de los descubrimientos mas sensacionales de este
siglo: el aislar la penicilina y abrir un nuevo campo de
investigaciéon extraordinariamente amplio en el grupo de los
medicamentos antibiéticos. Pero del estudio del por qué de esto,
deducimos que las guerras no son so6lo patrimonio de los
hombres, y, ademas, lo que es mas sorprendente: que los
métodos de guerra humana ya eran conocidos y practicados
por los pequefios seres desde que el Creador los sacé de la nada.
En los microscopicos abismos donde pululan las Dbacterias,
hongos, etc, también existen continuas guerras y enconadas
luchas por la existencia; sus armas, mucho mas refinadas que
las de los hombres, estin dotadas de gigantesca actividad,
y sus métodos de lucha diriamos, por paradoja, que se parecen a los
de los hombres. El bloqueo quimico, por ejemplo, es idéntico a lo
que en el arte militar se llama sitio de una fortaleza. Aquel viejo
aforismo militar de que "plaza sitiada, plaza tomada" se viene
practicando desde los origenes de la Creacidn en las continuas luchas de
los hongos contra las bacterias; los hongos no las matan sino que las
inmovilizan, impiden su reproduccién y desarrollo; y esto, en la vida
animal, es sin6onimo de muerte, pues la tunica defensa de estos
microscopicos seres es solamente eso, su enorme y casi lujuriosa
proliferacion.

Los antibidticos han transformado profundamente el concepto te-
rapéutico de las medicinas. Antiguamente, toda la terapéutica en la lucha
contra la invasion microbiana se polarizaba a estimular o ayudar las
propias defensas humanas. La perspicacia de los antiguos definia la
enfermedad infecciosa por los cuatro sintomas de calor, rubor, tumor y
dolor; y en efecto, éstos eran la expresion visible de la gran batalla
celular que se estaba librando en esos momentos de indecision de la
lucha. Luego en el pus, inmenso osario de combatientes, se amontonaban
leucocitos y bacterias, toxinas y antitoxinas, armas deshechas y anuladas
después de la derrota. La vieja terapéutica empleaba, por ejemplo, los
antitérmicos para disminuir la temperatura, pero no atacaba los
gérmenes, de cuyas toxinas protestaba el organismo con su elevaciéon
térmica. Ahora, los antibiéticos son atacantes directos del
microorganismo que causa la elevacion de temperatura, y el éxito es
inmensamente superior, pero también esto nos descubre que aquel viejo
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aforismo militar de que "la mejor defensa es el ataque”, era ya conocido
y practicado por los hongos muchos siglos antes que el hombre lo
pusiera en practica.

No quiero prolongar mas, por culpa mia, la duracién de este acto; mis
compafieros estan ya impacientes por felicitaros. Excmo. Sr. don José
Maria Fernandez-Ladreda: la Real Academia de Farmacia os da su
sincera y amistosa bienvenida.

He dicho.





