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Algunos medios de cultivo para la
preparacion de penicilina

Por F. MODERN, R. ILLA y M. ARZENO

La aceibén bactericida encontrada por Fleming (') en cultivos de
Penicillium notatum fué estudiada en una serie de trabajos por un
grupo de investigadores de Oxford (2) que llegé a la obtencién de
una. substancia de elevado poder bacteriostatico que hoy se conoce
eome peniciling, Abraham (3) v coleboradores consiguen lucge un
produecto mas purificado, con un poder antibacteriano més elevado.
Estudiando la purificacién y algunas propiedades fisicas y quimi-
cas de la penicilina, Abraham y Chain (*) dan una férmula pro-
vigoria para la peniciling eristalizada en forma de sal de bario.

En Inglaterra, Abraham, Chain, Fletchner, Florey, Gardner,
Heatley y Jennings (5) establecen la unidad arbitraria que la de-
nominan Oxford, que corresponde a la cantidad de peniecilina di-
suelta en 1 em® que produce un 4area de inhibicién de 24 mm de
Gidmetro sobre cultivos de estafilococo, en condiciones perfectamen-
te determinadas.

En este trabajo, por carecer de la penicilina « Standard » utili-
zamos un valor comprendido entre la unidad americana (21 mm) y
la inglesa (24 mm). Se calculé 22 mm de didmetro para una
U. Ox. (7), utilizando los mismos medios y la misma cepa de estafi-
lococo usada por los americanos.

Describimos diferentes medios. de cultivo liquidos y semisélidos,
capaces de dar mejor rendimiento de penicilina y mnox ocupamos
ahora, de purificar el producto obtenido.

Inieiamos nuestros estudios sembrando el Penicillium notatum (*%)
en un caldo que utilizamos con éxito hace algiin tiempo en el Ins-
tituto para la obtencién de toxina diftérica y cuyo método de obten-

eién fué publicado (°).

(¥) Cada vez que so dice U. Ox., se entiende por lo tanto que se trata de
unidad Oxford convencional.

(**) Cepa facilitada por el Dr. Negroni, a quien agradecemos su colabo-
racion,

Presentado para publicar el 25 de abril de 1944.
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A este caldo adicionado de hidrolizado de caseina y « mejorado-
res» le agregamos 1 % de maltosa y llevamos a pH 8,2 y pH 7,6.
Al tercer dia de la siembra pudimos comprobar que contenian 2
unidades Oxford (U.O0x.) sin aumen
te valor es practicamente igunal al que alecanzaron otros autores con
diferentes medics: Taylor, Kocholaty, Chalinor, Chain, ete. (7).

Kl clasico medio de Czapek-Dox y su modificacién de Clutter-
buck (¥) da un mayor desarrollo vegetativo, principalmente en los
medio econ levadura, pero el rendimiento en penicilina se mantiene
en 2 1. Ox.

Estudiamos sistematicamente el medio con hidrolizado de casei-
na, « mejoradores» y diferentes azticares (glucosa, maltosa y lac-
tosa) a pH 6,8. Obtuvimos mejor resultado con lactosa, llegando
a 4U.0Ox. Bl pH no desciende tan bruscamente como en el medio
de Crzapek-Dox que llega facilmente a pH 4,0. Cuando trabajamos

con un medio enyoe pH inieial eg de 8 2 el rendimiento en penicilina

. .
DR, 9 < Ao o )
tar por espacio de 12 dias. Hs-

fué menor, no pasando de 1 U. Ox.

Lia influencia de la temperatura sobre el desarrollo del Penict-
lium es muy importante, siendo 6ptima a 24°C. Nosotros trabaja-
mos en una serie de ensayos con el medio de Czapek-Dox modificado
v adicionado de diferentes azicares; la temperatura del medio am-
biente era superior a 26°C y como no obtuvimos méas de 1 U. Ox.
atribuimos la causa de este bajo valor a la temperatura. Repitiendo
todos estos ensayos pudimos comprobar que sembrando en medio
Hguido (300 em® por fraseco de 1 litro) se alecanzaban valores com-
prendidos entre 2 v 4 U. Ox. y que dificilinente se aumentaba el te-
nor en penicilina aunque se modificasen distintas variables del
medio.

Con estos antecedentes, nos propusimos conseguir un valor mu-
cho mayor modificando completamente log medios de cultivo del
Penicilliwm notatum y de acuerdo a las indicaciones, que mucho
agradecemos del Dr. Sordelli, sembramos en medios semisdlidos. HEs-
tos medios estaban constituidos por afrecho y agua de maceracién
de maiz concentrada (Corn-Steep) de la Refineria de Maiz.

Usamos 200 em?® de agua de maceracién a las diluciones que mas
adelante consignamos. Esta agua de maceracién tenia una densidad
de 19°Bé y la composicién quimica era aproximadamente la si-

guiente (*): .

Substancia seca ............... .. L. 50 %
Proteinas ......... ... i 40 9
Acido lactico més del ................ ... 10 %
Anhidrido sulfuroso (8O,) ............... 0.4 9

(*) Anéilisis facilitado por la Refineria de Maiz 8. R. L.
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En todos los casos agregamos 80 ¢gr de afrecho en frascos de un:

litro y esterilizamos con vapor a 1734 atmoésferas, durante 1 hora.
Agregamos al afrecho el agua de maceracién, previamente lleva-
da a pH 5,5-6,0 con NaOH al 50 %, esterilizada y adicionada Iuego
del Penicillium.
Usamos un Penictllium notatum bien esporulado, verde, de 4 dias,

cultivado en agar-mosto a 24°C.

Por rotacién de los frascos se dispersa el afrecho impregnado
retenido en lus paredes del frasco, se lleva a 24°C y se mide su

actividad desde el 4% dia.

Comeo se verd mig ac i
semisélidos, pasar de 4 unidades que era el méxuno valor obtenido
en los medios liquidos a 20 unidades, Por el agregado de otras subs-
tancias nos fué posible llegar a un valor atn mayor que sobrepasa
lag 40 U. Ox. por cm?,

En Inglaterra, de acuerdo al trabajo publicado en el Lancet
cit.), se comenzd la preparacién industrial de la penicilina con me-
dios que mo proporcionaban més de 4 U. Ox. Naturalmente se co-
nocia su purificacién y la forma de eliminarle las impurezas piro-
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génicas.

El medio de pH 6 constituido por NO;Na 0,6 g, PO,H-K 0,1 ¢,
80.Mg.7 H.0 0,05 g, vestigios de SO4Zn, lactosa 4 g, afrecho 80 g
v agua de maceracién de 19°Bé diluida al 4 con agua nos dié
en un primer ensayo al 5° dia 20 U.Ox. Hste valor permanece
ida se mantiene después de
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constante y la penicilina eruda as
filtrada y centrifugada.

Para preparar la penieilina cruda se siguié el siguiente proce-
dimiento: al medio de cultivo de cada frasco le agregamos 360 em?

de agua destilada estéril y despues de agitarlo en el agitador me-

chnico por espacio de una hora, :
(para separar el afrecho) y luego lo cen’frlfugamos obtemendo un
liquido amarillo transparente que se gunarda en cdmara frigorifica
a —4°C (congelado).

En esta forma el valor originario se mantiene mas de 20 dias. Al
descongelar lentamente la masa, las primeras poreiones liquidas
contienen un valor mayor en penicilina, pudiendo ser éste un mé-
todo de concentracién previo a la purificacién.

Las unidades obtenidas se calculan siempre con respecto al vo-
lumen originario que en nuestros ensayos fueron de 200 cm?®.

De 7 frascos obtuvimos 3.000 em?® de liquido ecentrifugado con
8 U.Ox. por em® que corresponden a un rendimiento de 24.000

U. Ox.



358 ALGUNOS MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PREPARACION, ETC. Vol. XII,N°$

Con agua de maceracién sola (sin afrecho) que contenia 1°/y de
POH:K, a los 15 dias se obtuvieron 2 U. Ox. El pH se mantuvo a
7,2. En cambio con el medio anterior semisolido que sdlo difiere por
contener afrecho, se obtiene un valor 10 veces mayor al 59 dia. A
continuaecién realizamos ensayos utilizando los siguientes medios:

Medio I. NO,Na 0,6 gr.
SOMg 7 H,0 0,05 gr.
CLZn 0,001 gr.
CLMn 0,001 gr.
Agua de maceracién dilnida con agua 1/4 200 em® (pH
5,5-6,0).
Mezcla Buffer
POH.K, 5 em® M/7,5
POHNa,, 5 ecm® M/7,5
Lactosa 4 gr.

1

~

f:

Medio II. Igual al medio I pero con el agregade de 2 gr. de lactosa.

Medio III. Igunal al medio I con 0.2 em® de solucién mejorador II y
0,2 em?® solueién mejorador IIT,

Medio IV. Igual al medio ITT pero con el agregado de 4 gr. de glucosa.
La solucién de mejorador II contenia en 100 cm?:
B-alanina 0,115 gr.
Ac. nicotinico 0,115 gr.
Ac. pimélico 0,0075 gr.
SOMg 7 H,0 22,5 gr.
80,Cu 5 H,O 5 em?® sol. 1 %.
S0Zn 7 H,0 4 em?® sol. 4 %.
ClL,Mn 4 H.O 1,5 em® sol. 1 9,
HC) concentrado 3 cm?®
La solucién de mejorador N9 IIT contenia en 100 cm®:
1-Cistina 20 gr.
HCL concentrado 20 em?

Sélo nos dié resultado satisfactorio el medio TTI {econ mejorado-
Tes y lactosa) con un rendimiento de 18 U. Ox., al 5° dia de ineu-
bacién. El medio IV, con glucosa, dié un valor muy inferior y lo
mismo pasé con los medios I y II. Se nota ya en este experimento
la influencia benéfica de los mejoradores.

Interesados en conocer la influencia que pudiera tener la lactosa
¥ el mosto de malta, estudiamos la produccién de penicilina en los
medios que a continuacion deseribimos:

Medio a) Agua de maceracitm, 200 em®* 0,2 gr. de PO,HNa,, 80 gr. de
afrecho y llevado a pH 5,5-6,0.

Medio b) Igual al anterior pero eon 4 gr. de lactosa.

Medio ¢) Agua de maceracién 100 em?®, mosto de malta 100 cm?, con
0,2 gr. de PO HNa, y 4 gr. de lactosa.

Medio @) Igual al medio ¢), sin lactosa.



Bepbre. 1944

F. Moprrw, R. Inna v M. ArzENO 359

Los resultados de este experimento fueron los siguientes:

17 U. Ox. para los medios a¢) y b), es decir que en estos medios
con agua de maceracién la lactosa mfluye poco. El medio ¢) con
agma de maceracién y moste de malta da también 17 U. Ox. pero
el medio d) que no contiene lactosa da menor valor. Ademas, hici-
mos una serie de ensayos con el objeto de poder comprobar la in-
fluencia de la edad del Penicillium notatum sobre su poder de ge-
nerar penicilina. Empleamos cepas de 5 v de 10 dias de siembra en

agar-mosto a 24 C. No se noté ninguna diferencia en los resultados.
cia el agua de maceracidn, ensayamos

3,5-6,0 y 80 g afrecho.

2) 100 em® agua de maceracion + 100 em?® de agua destilada con
19%00 de POLHK,, afrecho 80 g (pH 5,5-6,0).

3) Un volumen de agna de maceracién y 2 voiamenes de agua
destilada (en total 200 em?) con 19/ de PO HEK. v 80 g de afre-
cho (pH 5,5-6,0).

4) Un volumen de agua de maceracién y 3 volimenes de agua
(200 em?® en total) con 1% de POHIL v 80 g de afrecho (pH
5,5-6,0).

El medio 1) con agua de maceracién sin diluir no dié valor y
sélo 4 U. Ox. con el medio 2). En la dilueién al 1/3 dié 8 U. Ox.
(medio 3) y pasa a 17 U. Ox. con el agua de maceracién diluida al
1/4 (medio ).

Como el resultado obtenido hasta este momento no nos permitia
pasar las 20 U. Ox., pensamos que seria conveniente agregarle al-
gunas substancias provenientes de una proteina hidrolizada y ele-
gimos para este objeto la caseina.

El procedimiente gue utilizamos para hidrolizar 1a easeina es el
que deseribimos a continuacién en lineas generales y que se emplea
en la rutina para la preparacién del medio para la toxina diftérica.
A 500 g de caseina se le agregan 3 litros de HCI 9 normal, y se ca-
lienta a reflujo por espacio de 18 horas. Se destila luego el HCI,
y se le agrega 1 litro de agua caliente (80-90°), y lleva a
pH 5,56 y se decolora con carbén animal. Finalmente se completa
a 4 litros.

Con este hidrolizado de caseina iniciamos la siguiente experiencia :

5) Agua de maceracién diluida al 1/4 (6ptimo encontrado
por nosotros) con 80 g de afrecho y 0,1 g de POHK,, 0,05 g de
SO,Mg .7 Hy0, vestigio de SO4Zn, lactosa 4 g, 0,2 em? del mejorador
I, 0,2 em?® del mejorador IIT y por ultimo 5 em?® de hidrolizado de
caseina,
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6) Igual al anterior pero con 10 ecm?® del hidrolizado de caseina.

7) Igual al primero pero eon 20 cm® del hidrolizado.

'8) A 50 cm? del agua de maceracién diluida al 1/4 con sales del
experimento 5) se le agregan 450 em® de agua — se toman 200 em?
v se le agregan 10 em? del hidrolizado de caseina y el afrecho para
hacer el medio semisélido.

Con sorpresa notamos al 5° dia de ineubacidn que el valor ob-
tenido en el medio 5) era de 45 U. Ozford (caleulado sobre los
200 em? originales).

Con el medic 6), gue contenia 10 ¢
minuye, pero se encuentran 30 U. Ox. Con 20 cm® de hidrolizado
de caseina sélo obtuvimos 20 U.Ox., y menos de 10 U.Ox. en el
medio 8) que es un medio muy pobre en sales y agua de maceracion.

Bl 6ptimo, por lo tanto, de hidrolizado de caseina es de § cm?® por
cada 200 cm?® del medio.

Con el objeto de comprobar si este valor se repetia, hicimos una
serie de ensayos con varios frascos y obtuvimos un promedio de
40 U. Oz. repitiendo exactamente el experimento 5).

Salta a la vista la influencia notable del hidrolizado de caseina
en la elevacién del rendimiento en penicilina. Pasando el éptimo
gue son 5 cm?® por ecada 200 em? del medio liquido tiene una acecién
imhibidora, como se demostré por los experimentos anteriores. Ya
con este valor interesante iniciamos la segunda parte de este traba-
jo que consiste en purificar la penicilina eruda, usando técnicas
someramente descritas y que permiten obtener una penicilina libre
de substancias pirogénicas. Obtuvimos ya la penicilina Ba con pér-
dida de 50 % y creemos gue afinando el procedimiento de extrac-
cién serd posible una recuperacién mayor.

Para terminar, hicimos una serie de experiencias sugeridas por
el Prof. Negroni, en los que modificamos el pH del agua de mace-
racién, que fué llevada a pH 7,0-7,2. Conseguimos asi, mejorar el
rendimiento en peniclina Hegando ¢ 52 U. Ox. por ¢md. Los otros
constituyentes del medio eran exactamente iguales al de la Gltima

m3 de hidrolizado, el valor dis-

i =

experiencia.
Si el medio anterior lo diluimos con agua destilada (una parte

del medio y una parte de agua) quedando el agua de maceracién
diluida al 1/8, se obtiene un valor a pH 7, de 42 wunidades.

CONCLUSIONES

1. — Usando medios liquidos sélo obtuvimos rendimientos bajos
en penicilina, no pasando de 2-4 unidades Oxford.

2. — Sembrando en medios semisélidos, constituidos fundamen-
talmente por agua de maceracién de maiz, afrecho y sales, se ob-
tienen 20 unidades Oxford.
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3.— Agregando una fuente nitrogenada constituida por un hi-
drolizado de caseina duplicamos el valor anterior, consiguiendo
40 U. Ox. por cm?.

4. — Si modificamos el pH del medio anterior, haciéndolo pasar
de pH 5,5-6,0 a pH 7,0-7,2 se obtienen sistemdticamente un rendi-
maento de 50 wnidades Czford.
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