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Estudios sobre la Penicilina

I. Influencia de algunos factores fisicos y guimicoes

Por PABLO NEGRONI

No voy a trazar la historia, ni relatar las propiedades de la peni-
cilina, por congiderar que éstas han sido ya suficientemente difundi-
das por las revistas cientificas inglesas y norteamericanas v por la
prensa.

Voy a exponer en este trabajo el resultado de mis experiencias
sobre ciertos factores fisicos y guimicos gue influyen en la produe-
chn de este metabolito, como lo llaman ciertos antores.

Es sabido que la penicilina inhibe el desarrollo de las bacterias
gram positivas en particular y el Staphylococcus aureus es el ger-
men <« standard », digamos, para probar la actividad de este pro-
ducto «in vitro ».

Fleming en 1929 (*) obtuvo su formacion en caldo simple, no-
tando que, a la temperatura éptima de erecimiento del Pendcillium
notatum, la cantidad acumulada se elevaba bruscamente hacia el
3er. dia y alcanzaba su maximo mas lentamente hacia el 6° dia. Hste
investigador observé también que la glueosa retardaba o inhibia la
formacién de penicilina,

Otra observacitn, efectuada por diferentes autores, es la siguien-
te: un fragmento de la capa miceliana del hongo bien desarrollado,
en un medio sélido y depositado en la superficie de otro, previa-
mente sembrado con una suspensién de una cepa de estafilococo
sensible, inhibe su desarrollo en una zona de varios millmetros de
didmetro. Esta substancia inhibidora se produce, en cambio, irre-
gularmente y a veces no se produce en los medios liguidos.

Por una curiosa coincidencia, muchas de las condiciones fisico-
quimicas que rigen la maxima produccién de la toxina c-hmolitica
v de la enterotoxina del Staphylococcus aureus, son las que pro-
porcionan, también, el maximo de cosecha de la penicilina.

Gladstone 1938) (2), en su medio de composicién definida a base
de dcidos aminados, establecié que la concentracién de glucosa M/80,
equivalente a 0,25 %, es la 6ptima para la produceién de a-hemo-
lisina. Que su titulo se eleva ripidamente en los tres primeros dias
y més lentamente hacia el 6°, para caer luego gradualmente des-
pués del 99 dia. Parker en 1925 (3) habia observado también que
el miximo de hemolisina se obtenia hacia el 69-8° dia.



Vol. XII, N° §

300 ESTUDIOS SOBRE LA PENICILINA I

Burnet (1930) (%), establecié que el maximo de produccién de
toxina por el estafilococo se obtenia en medios con 1% de agar
y que el aumento de la presién osmética por la adicién de sales

reduce proporcionalmente su cosecha.
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Los estudios de MeClean (1937) (%), sobre la toxina estafilocbeei-
ca han marcado realmente una etapa decisiva, al demostrar la in-
fluencia que tienen ciertos factores fisicos o fisicoquimicos. Hste
investigador esterilizé un frasco de boca ancha conteniendo cierta
cantidad de caldo y una bolsa de celofin sujeta a un tubo que salia
al exterior a través del tapén de algodén. Por el tubo vertié en la
bolsa de celofan solucién salina estéril y, después de dejar dializar
durante un dia, sembré el estafilococo en el caldo y en la solucién
salina que se habia enriquecido con ciertas substancias del caldo;
obteniendo una mayor produceién de toxina en esta altima solu-
cién, Sus conclusiones fueron las siguientes: 1) Debe existir en el
caldo alguna substancia que permite el desarrollo del estafilococo,
pero inhibe la produccién de su toxina o bien 2) el caldo total per-
mite al estafilocoeco producir una enzima que destruye a la toxina.
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MacClean se inspird a su vez en las experiencias de Pope (1932)
sobre la produccidon de toxina por el Corynebacterium diphteria,
quien dializd una infusién de carne por celofdn contra una solucidén
de acido acético al 5 %, agregando luego a esta solucién 2 % de
proteosa peptona y, sembrandola con el bacilo diftérico, obtuvo un
titulo de toxina casi tan elevado como en el medio total.

MacClean revelé que el kieselgur, el kaolin y el papel de filtro
actan igualmente como adsorbentes de esa substancia inhibidora
durante la incubacion del estafilococo. Es muy probable que el agar
actiie por el mismo meanismo.

Segin Mercier, P. (1939) (%), las cepas toxigenas de cstafilococe
forman un velo seco y discontinuo en las primeras 24 horas.

Ramon, G. (1939)(7), observé que la adicién de tapioca, harina
de trigo o de centeno al caldo Martin, aumentaban la produccién

de toxina por el bacilo diftéries.

Jordan v Burrows (%) demostraron que la enterotoxina estafilocée-
cica, es marcadamente inestable en una solucién N/100 de OHNa y
que se la puede extraer del medio de cultivo con solventes organicos.

Finalmente, Favorite y Hammon (1941) (), obtuvieron el méxi-
mo de produecién de enterotoxina y de o-hemolisina sembrando en
amplia superficie en un medio especial a base de &cidos aminados.

En vista de los hechos que acabamos de exponer, me propuse
investigar la influencia de las substancias adsorbentes, de la glucosa
y de una tensién de 20 % de CO; sobre la produccién de penicilina.

E] hongo empleado es la cepa de Penicilltum notatum utilizada
por Fleming y que he recibido del Ministeric de Agriecultura de
Washington por gentileza del Dy. Ch. Thom.

1?2 SERIE DE EXPERIENCIAS. — Sembré 4 frascos de ginebra conte-
Iido de Parker, con wna suspensién

nicndo unos clen ml de medio 86
de esporos en agua destilada, de un cultivo de 15 dias del P. no-
tatum en el medio de agar-Czapek. Al dia siguiente agregamos a
dos frascos 1 % de glucosa y 3 % de hidrolizado de levadura. Des-
pués de 5 dias de incubacién, a 25° mas o menos, vertimos en dos
frascos (uno con el agregado de glucosa y de levadura hidrolizada
y el otro sin é1) 100 ml de medio liguido de Parker y en los otros
dos restantes, igual volumen de agua destilada estéril. Desprendi-
mos el agar y la capa miceliana y colocamos los frascos en el agi-
tador mecanico, con suave rotacién, durante 20 minutos. Se extrajo
un dia a 25° y, después de filtrar por la lana de vidrio, se probé
Ia aceién inhibidora sobre un cultivo sensible de estafilococo.

El méximo efecto inhibidor lo observamos en el cultivo en el
medio de Parker sin glucosa ni hidrolizado de levadura y extraido

con agua destilada.
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22 SERIE DE EXPERIENCIAS. — Tomamos 4 frascos de ginebra con-
teniendo 150 ml de caldo simple ¢/u. Hl frasco n® 1 permanecid tal
cual. Al n° 2, le mtrodujimos una capa doble de celofan en forma
tal que cubriera el fondo del frasco. En el frasco n® 3 introduji-
mos en la misma forma una capa doble de papel de filtro y en el
frasco n? 4, vertimos 150 ml de caldo sobre una capa de agar lava-
do disuelto en agua destilada en la proporcidén de 1,5 %, previa-
mente esterilizado. Después de esterilizar los tres primeros frascos
se los sembré con una suspension de esporos del F. nofatum en agua
destilada y, al dia siguiente, agregamos a todos ellos 1 % de glu-
©08a.

Lios frascos fueron incubados a unos 25°, acostados, para ofrecer el
méximo de superficie y con un espesor de capa liquida de 1,50 a 2 cm.

El maximo de produccién se obtuvo en el frasco con papel de
filtro con un titulo de 1/400 y, por orden decreciente, el frasco con
caldo, el que tenia una capa de agar en el fondo y finalmente el
provisto de celoféan.

Titulando diariamente el poder inhibidor del contenido liquido
de cada frasco comprobamos que el maximo se produjo en el fras-
co n? 3 hacia el 59 dia, se mantuvo estacionado hasta el 7° y luego
comenz$ a bajar en pendiente acentuada hasta el 11° dia, cuyo ti-
tulo de inhibicién total fué tan solo de 1/10.

Cineo dias después de la siembra, el frasco n® 1, presentaba un
desarrollo pobre que sefalamos con - consistente en la formacién

de islotes de color blanco y el caldo no habia mudado de color.
El frasco n® 2, tenia un desarrollo 4-4-- y el caldo presentaba

su tinte original. Kl frasco n® 3: desarrollo -4+ de color verde
por la esporulacién, parteinlarmente en los bordes y el liquido era
citrino.

Fraseo n? 4: desarrollo -+-4--+-]- totalmentc blanco v el caldo

conservaba su tinte original.

3% SERIE DE EXPERIENCIAS. — Bl dia 30 de noviembre distribuimos
el medio liquido de Parker, gentilmente suministrado por el Dr. Za-
noli, en 10 frascos de ginebra en la siguiente forma: 1) medio de
Parker; 2) medio de Parker adicionado de 0,25 % de glucosa (en
solucidn en agua destilada esterilizada aparte a 115°, 15 minutos) ;
3) medio de Parker con atmésfera de 20 % de COq; 4) medio de
Parker con 0,25 % de glucosa y atmoésfera de COs; 5) medio de
Parker con papel de filtro; 6) id. que el n® 5 con 0,25 % de glu-
cosa; 7) medio de Parker con papel de filtro y atmésfera de COs;
8) id. que el n® 7 con 0,25 % de glucosa; 9) medio de Parker, ver-
tido sobre una capa de agar agua al 1,5 % ; 10) medio de Parker
liguido, vertido sobre medio de Parker sélido.
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El pH inicial de todos estos medios era igual a 7 y fueron sem-
brados con igual volumen de una suspensién de esporos en agua
destilada del P. motatum y mantenidos a temperatura ambiente (de
25 a 30°C).

Diariamente se tomd el pH de cada frasco y se renové la atmds-
fera de COg en los frascos 3, 4, 7 v 8.

Kl 2 de diciembre, comenzé a manifestarse el desarrollo en los
bordes tnicamente, salvo en el fraseco n® 5 que también lo presentd
en la superficie formando pequehos islotes. El pH se mantenia
igual a 7 en todos ellos y el poder de inhibicién fué negativo.

Diciembre 3: El pH se mantiene igual a 7 en todos los frascos:

salvo en el n® 6 = 7,2 que tiene una infeccién bacteriana.

iliicilkfircigen Total Parcial
1 9
2 0
3 1/10 1/25
4 0
5 1/25
6 0
7 1/25 1/50
8 1/10
9 0
10 0
I Intens. de i Esporulacién Color Inhibicién
Frasco ne desarrollo (color verde) del medio ol Parcial ‘ Total
Dicbre. 4:
1 + 0 0 7,2 1/10
2 ++ 0 0 7,2 1/10
3 +4++ 0 0 7,2 1/50 1/25
4 + 0 0 7,2 1/25 1/10
5 ++++ ++ 0 7.6 1150 | 1/75
6 ++++ + 0 7,6 0 Y
7 +++ 0 0 7,2 1/100 | 1/50
8 ++ 0 0 7,2 0 0
9 -+ 0 0 7,2 0 0
10 + 0 0 7,1 0 0
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Frasco 1o Intens. de Esporulacién Color ' oH Ulnhibicién
desarrollo (color verde) | del medio Parcial [ Total
Dicbre. 5:
1 +- + 0 7.4 1/25 1/10
2 ++ + ++ 7,6 1/75 1/50
3 o 0 0 7,4 1/50 1/25
4 + 0 0 7,2 /10
5 ++++ +++ -+ 8 1/150 1/75
S + T+ + ¢ 8 o 0
7 +++ 0 0 7.4 1/75 1/50
8 ++ 0 0 7,2 0 0
9 “+ -+ 0 0 7,4 0 0
i0 -+ 0 0 7,4 0 0
Dicbre. 6:
1 ++ 0 0 8,2 1/25
2 ++ + +++ 8 0 0
3 + o 0 7,4 1/25
4 + 0 + 7,2 1/25 1/10
5 +++ +++ ++ 8,4 1/50
8 +++ + + 8,4 it i
7 ++ 0 =+ 7,4 1/150 1/25
3 + 0 ++ 7,2 1/50 1/10
9 ++ 0 0 7,6 0 0
10 + 0 0 7,4 0 0
Dichre. T:
1 id. id. 0 8 1/25 1/10
2 id. id. id. 8 1/50 1/25
3 id. id. id. 1/10
4 id. id. id.
5 {d. fd. id. 8,4 1/25
8
7
8
9 id. id. d. 7,9 0 0
10 1d. id. id. 7,6 1/10
Dicbre. 8:
i 8,4 0 Q
2 8,2 0 0
3 7,2 1/10
5 8,4 0
7 7,2 1/10
Ezplicacion: 0 indica ausencia de color, de modificacién del

color o de inhibicién. El niimero de eruces indican diversas inten-
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sidades. Id., significa que no hubo cambio con respecto al dia an-
terior.

Estas experiencias fueron suspendidas el dia 8 de diciembre en
virtud de la marcada caida en el titulo de penicilina. Kl dia 13 se
volvié a tomar, sin embargo, el pH de los liguidos contenidos en
los frascos 1, 2 y 5. Su valor fué igual a 8,4. Kl medio n® 2 habhia
perdido su eolor citrino.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

De las experiencias expuestas vemos que, es posible extraer la
penicilina de un cultive en medio gelosado, con agua destilada.

Es muy probable que las sales reduzcan el poder inhibidor de la
penicilina, dado que la extraccién con agua destilada proporeiond
un titulo mayor que la efectuada con el medio de Parker y los
cultivos en caldo simple dieron, también, un titulo mas alto que los
efectuados en el medio de Parker.

De confirmarse este hecho por otras experiencias que tenemos en
curso, la penicilina se comportaria como la actinomicina, cuya ac-
cién se anuia en presencia de electrolitos (1%). Por este motivo efec-
tuamos nuestras suspensiones de esporos para sembrar, en agua
destilada estéril.

La adiciém de levadura hidrolizada, mejora el desarrollo vege-
tativo, pero no influye sobre la produecién de penicilina, como ya

o adene (11, 120 13, 143
08 autores (11 12, 18, 143

io comprobaron otr

La glucosa no parece tener una influencia apreciable sobre la
produccién de penicilina y, si la tiene, es desfavorable, como ya lo
hiciera notar Fleming en 1929 (). Una atmésfera de 20 % de COs,
renovada diariamente, influye desfavorablemente sobre el desarro-
llg del honge y la produccién de penicilina.

En los medios liguidos provistos de una capa de agar agua, de
medio sélido de Parker o de celofén, la produccién de penicilina fué
mala o medioere, lo ecunal indica que en estas condiciones el agar y
el celofdn no remueven del medio los elementos que destruyen la
accién inhibidora. En cambio los medios liquidos, y particularmente
el caldo simple (no glucosado), provistos de una capa de papel de
filtro, permiten un desarrollo exuberante y rapido del hongo, que
comienza a cubrirse de zonas verdes de esporulacién hacia los tres
o cuatro dias y luego va en aumento. Coincidiendo con este aspecto
macrosedpico del eunltivo se produce una elevaciéon brusca del titulo
de la penicilina y del pH del medio. Bl titulo de penicilina alcanza
su pico hacia el 49-5° dia, se mantiene un par de dias mis y des-
ciende luego un poco menos bruscamente que durante el ascenso.
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El pH se mantiene, en cambio, constantemente por encima de 8 y
creemos que sea éste uno de los factores de la reducecidén de la ac-
cién inhibidora.

La esporulacién del Penicillium notatum tendria tanta importan-
cia como la del Actinomyces en la producecién de la accién inhibi-
dora y litica. Estas se forman y difunden en el momento de la es-
porulacién (Welsch) (16).

En ocasiones hemos notado la aparicién de la accién inhibidora
al mismo tiempo que el liguido de cultivo adgquiria un tinte marca-
damente citrino y desaparecer con la pérdida de esa aecién. Sin
argo, no parece tener relacién con el titulo de penicilina.

n colaboraeién con la Srta. I. Fischer, hemos emprendido las

S

siguientes experiencias, sobre cuyos resultados comunicaremos opor-

[qs)
it

b
IE

tunamente: 1) observacién de la produccién de penicilina en un
medio a base de caseina hidrolizada y de factores de crecimiento;
Z) empleo del medio de Czapek con diferentes conecentraciones de
glucosa; 3) reemplazar la glucosa en el medio de Czapek por otra
fuente de carbono, el citrato de sodio y el almidén; 4) investigar
la influencia de la oxidacién y de la reduccién sobre la penicilina;
5) neutralizacién con una solucién de éecido citrico del medio de
cultivo, en el momento de méaxima produceidn de penicilina.

ResuME

De nos expériences sur la production de « pénicilline» par le
Penacillium wnotatum dans le bouillon de viande et le milieu de Par-
kor (simple o gélosé), nous pouvons tirer les conclusions suivantes:

1) On peut extraire la substance active des cultures sur milieux
scrides avee de 1’eau distillée.

2) Le glucose, les sels et une atmosphére au 20 % de COy semb-
lent avoir une influence défavorable sur la production de « péni-
cilline ».

3) Nous n’avons pas observé aucune rélation entre le changement
du pH (vers I’alealinité) ou de la couleur du bouillon (citrine) ot
le titre de la « pénicilline ».

4) Les cultures bien développés et particuliérement celles de
couleur verdatre par ’esporulation abondante, son riches en « pé-
nicilline ».

3) Le développement du P. notatum sur un milieu liquide pourvu
d’uen couche de papier a filtrer est luxuriant. L’esporulation et,
par conséquence, la produciton de « pénicilline » se trouve franche-
ment favorisée. Il est probable que le papier a filtrer agit, comme
la gélose, par un méchanisme physique d’adsortion.
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SUMMARY

From our experiences on « penicillin > production on broth and
Farker’s medium (liquid or solid), we can derive the following

conclusions:

1) We can remove the active substance from culture on solid
mzdia with distilled watter.

?) Dextrose, salts and 20 % CO, atmosphere seem to have an
unfavourable influence on penicillin production.

3) We could not appreciate any relation between change of the
pH or colour of the medium and the title of « penicillin ».

4) Well developed cuitures and specially those with a good spo-
rulation (greenish) are rich in « penicillin ».

5) Liquid media supplied with a layer of filter paper, enhace the
development, sporulation and « penicillin » formation. The filter
paper, as the agar, probably act by a physical mechanism of ad-

sortion.
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