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Estudios sobre la penicilina V.

Influencia de la accion enzimatica sobre la produccion de
penicilina.

por P. Negroni e I. Fischer

En experimentos anteriores hablamos comprobado que ia fuen-
te nitrogenada tenia mucha importancia en la produccién de peni-
cilina y que en los medios peptonados se obtenia regularmente su
formacion. Indagamos, entonces, si las diferentes proporciones de
peptona modificaban el titulo de penicilina.

Estas experiencias fueron emprendidas el 20 de Mayo del co-
rriente afio y en esta oportunidad utilizamos el medio semisolido a
base de afrecho comunicado por los Dres. Modern, e Illa y Sr.
Arzeno, a quienes agradecemos los datos y el material suministrado.

Preparamos una serie de frascos de ginebra con un conteni-
do de 8o grs. de afrecho que esterilizamos en el autociave a 120°
y por otra parte una serie de frascos de Erlenmeyer cada uno de
los cuales contenia 200 ml. de solucién de fosfatos “buffer” ph 6,
8, adicionados de diferentes cantidadesde Bactopeptona Difco, 1%,
5% v 10%, por duplicado. Una vez {rios, se los sembro con una
suspension de esporos de un cultivo de Pencillium notatum, volcan-
do su contenido en los frascos con afrecho, agitindolo y haciéndo-
lo rotar para cubrir, lo mis uniformemente posible, todas sus pa-
redes con el medio de cultivo y se incubaron a una temperatura ve-
cina a los 24°C.

Al cabo de 5 dias adicionamos, a cada frasco de ginebra, zo0 ml
de agua destilada estéril, agitamos y dejamos extraer durante tres
horas, con el siguiente resultado: los liquidos obtenidos tenian un
pH vecino al original, de 6 a 6,6, la reaccidon de almidén (con yodo)
di6, en todos, una coloracion parde rojiza indicando una hidroélisis
parcial y la reduccion del licor de Fehling fué en todos positiva.
Queremos hacer notar que el afrecho es rico en almidén. Ninguno
de los liquidos contenian penicilina (inhibicion del crecimiento de lx
cepa 200 de Staphylococcus aureus).
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Como en experiencias anteriores habiamos comprebade que la
penicilina aumenta cuando toda la fuente hidrocarbonada ha sido
mptaboluada prolongamos la incubacién de los frascos restantes
(duphcados) hasta el 13° dia, con el siguiente resultado: hidrdli-
sis completa del almiddn, reduccion (1 licor de Fehling positiva en
todos los frascos, el DH fué de 6-6,2 para el frasco con 1 % de
peptona, 6,6-6,8 y de 7,6 para el frasco que contenia 10% de pep-
tona. La produccién de penicilina fué, sin embargo, sumamente po-
bre: nula con 1% de peptona, 0,45 unidades con 5% y de 1 uni-
dad Oxford (valor aproximado) en el frasco que contenia 10% de
peptona.

De esta serie de experiencias creemos poder deducir los si:
guientes hechos: Que el afrecho es rico en almidén y que es ne-
cesario prolongar la incubacién del cultivo hasta que toda esta sub-
tancia haya sido hidrolizada, para que comience visiblemente la forma-
cién de penicilina. Que el frasco cuyo pH ha sido més elevado, fué
el que presenté mayor titulo de penicilina. Posiblemente la gran

go con produccién de acidos, por un lado, y la prhseucm de los
fosfatos “buffer”, por otro, se han opuesto a la modificacién (ele-
vacion) del pH. vy a la formacién de penicilina.

Efectuamos pues otra serie de experiencias con las mismas
proporciones de peptona, en unos disuelta en solucion de fosfato
“buffer” y en otros en agua destilada y, como hablamos prepara-
do cada uno de estos elementos por cuadruplicado introdujimos, en
dos de ellos, la aereacién a partir del quinto dia de incubacidn.

La investigacidn de penicilina dié resultado positivo al 59 dia
tnicamente en los frascos con 10% de peptona, tanto en los cul-
tivos efectuados con esta substancia disuelta en fosfatos “buffer”
como en los adicionados de peptona disuelta en agua destilada. Su
titulo fué sin embargo muy bajo. Al cabo de 13 dias de incubacidn
los resultados fueron los siguientes:

Proporcion de peptona Unidades Oxford
(valor aproximado)

St acreacion I % en agua
5 % en agua no titulable,
10 % en agua no titulable.
I % en sol. buffer 4,25 -unidades.
5 % en buffer no titulable.
10 % en sol. buffer no titulable.
Con aereacidn I % en agua » 15 unidades.
5 % en agua 6,75
10 % en agua 2,5
% en sol. buffer 9
5 % en sol. buffer 1,97
10 % en sol. buffer 1,30

El pH. fué de 7,8 a 8,2 en todos los frascos.
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Del resultado de estas experiencias, creemos poder cxtraer las
siguientes conclusiones: Las soluciones mas concentradas de pep-
tona no favorecen sino que, por el contrario, entorpecen la forma-
cién de penicilina y lo mismo acontece con la solucidn de fosfatos
“pbuffer”, pH 6,8

Haciendo pasar diariamente una corriente de aire, se favorece
considerablemente la produccion de penicilina. En estas condicio-
nes el liquido obtenido al cabo de 13 dias de incubacién a unos 24°C
no da mas la reaccién del almidén ni reduce el licor de Fehling, el
pH alcanza, también, valores mas bajos.

Fl 23 de Mayo del corriente aflo pensamos utilizar otros in-
gredientes con el objeto de mejorar los resultados obtenidos hasta
el presente. Dado que la penicilina es un acido organico nitrogena-
do, que segin Abraham y sus colaboradores el 59 % de su nitroge-
no total puede ser calculado como nitrogeno aminado y que por
hidroélisis “da penicilamina, preparamos agua peptonada al 1 % a la
cual agregamos 0,1% de sulfate de protamina (de testiculos de Sal-
mén, B. D. H.)

Como es sabido la protamina es una proteina compuesta casl
exclusivamente de diaminoacidos y nuesira idea fué que, ofrecién-
dole al hongo los materiales que pueden entrar en la composicion
de la penicilina, se lograrfa oblener un mayor rendimiento de esa
substancia.

Por otra parte nos propusimos emplear, también, alcoholes he-
xavalentes ——el sorbitol y manitol—, dado que los azticares reducto-
res no dieron, en nuestras manos, resultados satisfactorios. En estas
experiencias se utilizaron medios liquidos exclusivamente, e intro-
dujimos, en algunos casos de ellos, un Gltimo factor, el CO'Ca., para
proteger a las funciones del hongo, de los acidos formados even-
tualmente. Exponemos, a continuacion, los siguientes protocolos:

o . [ RSP PR

11;;;0 Contenido pH I;j;?i,%mf

121 150 ml. de soluc. acunsa de Bacto- 3,4 3.5 unidades
na difco al 1%

122 Id., mas 10 gr. de COsCa. 84 0,35

123 150 ml. de agua peptonada al 1% no hay desarrollo
mas 0,1% de protamina.

124 150 ml. del medio 123 mas 10 gr. no hay desarrollo
de CO:Ca.

125 7150 ml. de agua preptonada al 1% 8,2 1 unidad.
con 1% de sorbitol.

126 150 ml. de agua peptonada al 1% 5,8-6 0,64
1% de sorbitol v 10 gr. de CO:Ca.

127 150 ml. de agua peptonada al 1% 82 3,5 unidades.
con 1% de manitol.

128 Id. que el medio anterior méas 10 gr. 8-8,2 1 unidad.

de COsCa.
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El pH. miaal de estos medios de cultivo fué de 6,8; se les hizo
na corricute de aire a partir del 4° dia, prolongandose 1a
89 Debemos agregar que la protamina se este-

RSN 1117
pasar una

incubacton hasta el

'111120 en ¢l autoclave L()njuntamente con la peptona, y que el CO,Ca.

esterilizd, en cambio, aparte.

En vista de que los frascos que contenian protamina no habian
desarrollado, le tomamos el pH. y, como era de 6,8, lo sembramos
nuevamente con una suspension densa de esporos del P. notatum.
Il resultado fué, sin embargo, el nismo.

Resumiendo el resultado de estas experiencias podemos decir
que en presencia de peptona el hongo produce penicilina sin que
la adicién de manitol mejore su rendimiento. La adicién de sorbitol
y de carbonato de calcio reducen, en cambio, la produccién de
penicilina.

A medida que aumentaba el ndmero de nuestras experiencias,
mayor era pucstra impresion de que el hongo no forma penicilina
en un medio de cultivo rico, que es mecesario una pobreza de nitrd-
geno, v que haya metabolizado casi totalmente 1a fuente hidrocarbo-
nada, antes de que forme una cantidad apreciablc de penicilina.
Por eso resolvimos volver a emplear el afrecho, pero hidrolizando
antes el almidon con el Aspergillus oryzae, hongo que tiene muy
esta propiedad, o sembrandolo con el Penicillivam no-

g
[a]

desarrollada
tatwm, que también es amilolitico.

Los frascos de ginebra con 5o gr. de afrecho fueron ecsterili-
zados en el autoclave a 120° v luego sembrados con una suspension
de esporos del P. notatum a 150 ml. de agua destilada, los sacudimos
para distribmr, uniformente, el medio de cultivo y la semilla, e
imcubamos a 289, haciendo pasar, diariamente, una corriente de
aire. Como testlgos, dos frascos de ginebra conteniendo igual can-
tidad de afrecho que los anteriores, fueron adicionados de 150 ml.
de agua estéril, sin sembrar.

Con intervalos de 4, 6 y 8 dias se vertié en cada frasco 100 mi.
de agua peptonada (Bacto Difco) y manitada al 1,5% vy, después
de agitar su contenido, se prolongé la incubacién otros § dias, pero
a 24°C, al cabo de los cuales sc extrajo el principio activo con
300 ml. de agua, y se titulé por el método de Oxford con el si-
guiente resultado

Frascos sometidos a una digestién previa de

4dias a 28% ... 40 unidades
Frascos sometidos a una digestién previa de

6 dias a 28° ... ... 21 unidades

TI'rascos sometidos a una digestion previa de
Sdiasa 28° ... ... . ... .. ... e 16,5 unidades

T'rascos testigos, sin digestion previa ... ..... 5,5 unidades
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Fl liquido obtenido tenia un pH. 7,6, y, salvo en los frascos
testigos, la investigacién de almidén y de aztcares reductores fué
completamente negativa.

La digestion previa con el Aspergillus orysae, condujo a re-
sultados mediocres.

Fn vista de estos Gltimos resuliados, el ro de junic prepa-
ramos 16 frascos de ginebra con 50 gr. de afrecho, que fué so-
metido a 4 dias de digestién por el P. notatugn a 28°, al cabo de
los cuales se adiciond los medios que a continuacién se especifican,
baciéndose dos lecturas a los 5 y 7 dias de incubacién a 249 C.

Frasco Contenido pH. Tituloalos Titulo a los
Ne¢ 5 dias 7 dias
131 Agua corrientes peptonada al
9,3 % 738'8 4855 U.
132 Id. i Nulo (infect.)

133 Agua peptonada al 0,3% y Id. 485
manitada al 1,5%

134 Id. » Id. 57,75 U.
135 Agua manitada al 1,5% Id. 0o U
136 Id. Id. 6o U
137 Medio mineral (1) Id. 38 U
138 Id. Id. 57,75 U.
139 Medio mineral reemplazando Id. 44,25 U.

al sulfato de amonio por pep-

tona Id. o U
g0 Id 6,4 305 U.
141 Medio mineral (1) con §%

de manitol 7,8-8 35,12 U.
142 Id. Id. 38 U
143 Medio mineral (1) con

.

T
0,000015% de 4cido pimelico

144 Id. Id. 8 U
145 Agua corriente Id. 55 U
146 Id. Id. 38 U

El medio mineral () tenia la siguiente composicion: fosfato
dipotdsico 0,20 %, cloruro de sodio 0,30 9%, sulfato de magnesio
0,01 % vy suifato de amonio 0,25 %. Para el calculo del titulo de
penicilina hemos tenido en cuenta la dilucidén sufrida por el afrecho
en el momento de la siembra y por el agregado del medio de cultivo.

El Penicillium notatwm desarrolla exuberantemente en cl afre-
cho mojado con agua estéril.

El 23 de junio efectuamos la dltima serie de estas experiencias
que consistié en la preparacion de 8 frascos con 50 gr. de afrecho
digeridos por el P. notatum durante 5 dias a 25° C. al cabo de los
cuales les agregamos los liquidos que a continuacién se detallan:
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Frasco Contenido pH. Titulacibna  Titulacion a
Ne los 5 dias ios 8 dias
151 Agta manitada al 0,1 % 40,5 U
15z Id 115 U.
153 Agua manitada al 1 % 17,35 U
154 Id roz U.
i35 Agua manitada al 5 g 7 U
156 Id. 53,75 U.
157 Cornstip 25° Beaumé 26,87 U.
158 1Id. 30,5 U.
159 Afrecho no digerido sembra-
do con esporos suspendidos
en “cornstip” 25° B. 55 U.
48,75 U.

Por un error se empled el “Cornstip” de 25° B. sin diluir.

CONSIDERACIONES

De Io expuesto vemos que el P. notatum produce el maximo de
penicilina en medios pobres, cuando ha agotado casi totalmente su
material nutritivo carbonado y mnitrogenado. La aereacidn favorece
manifiestamente la marcha del proceso, facilitando por un lado Ias
combustiones y eliminando por otro el CO, acumulado por la respira-
cién del hongo que, seglin hemos demostrado en trabajos anteriores,
es nocivo para la produccidén de penicilina (* 2 3).

Estos resultados vienen a confirmar las investigaciones de Schi-
ller (*) y. de Beauverie (°). En efecto; el primere de estos attores,
en sus estudios sobre el antagonismo provocado, efectuados en
1927, comprobd que ciertas bacterias y levaduras son capaces de
segregar un principio litico para otros microorganismos en medios
de cultivo libres de N y a veces también, de fuente hidrocarbonada.
Considera ese autor que son factores de importancia en este fend-
meno el espacio, el oxigeno y la humedad.

Beauverie en un libro publicado en el afio 1900 detalla el resul-
tado de sus experiencias sobre el polimorfismo de los hongos bajo a
influencia del medio de cultivo. Con el Aspergillus variabilis com-
probé que, en condiciones oOptimas de temperatura y alimentacidn,
la produccidon de esporos reclama la presencia de aire constantemen-
te renovado y que la proporcion de conidias aumenta con la transpi-
raciéon que se produce en la planta. En una atmésfera muy hiimeda
predomina el micelio vegetativo. La concentracién de substancias del
medio de cultivo favorece la formacién del micelio profundo, retarda
la germinacion y aumenta el tabicamiento
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RESUMEN

Utilizando agua peptonada como medio de cultivo para el £. no-
tatuin sc obtiene regularmente la produccidn de penicilina. Las con-
ciones mayores de 5 9% de esta substancia parecen perturbar

V

centra
funcion.

Disolviendo la peptona n una mezcla de fosfatos “buifer”
pH 6, 8 se obtiene un rendimiento inferior de penicilina en rela-
cién al obtenido en los medios sin sales.

Fmpleando un medio semisolido a base de afrecho, ¢s necesario
prolongar la incubacién hasta que ¢l hongo haya metabolizado com-
pletamente la fuente hidrocarbonada para obtener el maximo de
produccion de penicilina.

La aercacién de los cultivos favorece este proceso.

La adicion de CO: Ca o de sorbitol a los medios liquidos pepto-
nados es ineficaz. La adicién de 1 por mil de sulfato de protamina
mnmpide el desarrollo del hongo.

Sometiendo el afrecho a la accion enzimatica del P. notatum
durante 4 dias a 28° C y agregandole luego un volumen adecuado
de agua peptonada v manitada al 1,5 % e incubando luego a 24" C.
se mejoran ostensiblemente los resultados.

El empleo de tn medio mineral con 0,23 por ciento de sulfato
de amonio o reemplazando esta sal por jgual proporcion de neptona
fué ineficaz.

Los mejores rendimientos en penicilina fueron obtenidos agre-
gando al afrecho previamente digerido por el P. nofatum agua ma-
nitada. Haciendo variar la proporcidn de manita comprobanios que

la de 0.1 % es la mejor.
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