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I.~ Objeto del presente trabajo

En octubre de 1949 fué aislado en el labo-
ratorio de Microblologfa de la Facultad de Ciencilas Exactas,
Fisicas y Naturales un hongo que producfa la inhibicién de 1

desarrollo de un coco aislado de la boeca,

’

Se efectuaron los estudios requeridos para
su identificacién y al determinar la naturaleza del microbio ais-

lado de reconocid su identidad con el Penicilliun notatum.

Bste hecho nos indujo a adoptar definitivamente
como tema de nuestro tabajo de tesis, el método de produceiédn y do-

saje de penicilina que vamos a describir,

Nuestra decisién fué tomada principalmen-
te por la falta de recursos para poder realizar de manera siste =
mftica y simple el estudio correcto de la producecién de penici -
lina en forma cuantitativa en las condiciones precarias del 1la =

boratorio en que fuera realizado el trabajo.

Al mismo tiempo, pensa 108 reallzar una con-
tribucibén para la simplificacién dé los métodos que se utili -

zan en tales medidas,

El mfitodo ideado para el estudio, consistfa
en términos generales en la aplicacién de una variante de la

tecnica que Raper y sus colaboradores describieron en 1944 (28)



La idea general que guid nuestro trabajo con=
sistié en estudiar la concentracidn del antibiGticq que difunde
en el agar desde un centro donde estf cultivado el Penicillium notae

tum en el medio apropiado.

Una vez fijadas las condiclones de la téenieca
1o que demand$ un trabajo considerable, fué posible estudiar dos

problemas difensntes.

El primero fué investigar la influencia de la
composicién del medio de cultivo en la producciédn de penicilina.

El segundo, la influencia de la cepa en la pro-
duccibn de penicilina.

Por tratarse de la adopcién de un métido para obe
tener cifras significativas en la comparacién de la influencia de
diferentes variables, fué necesario "standardizar" de la mejor ma-
nera posible todos los elementos: materiales, substancias y tecnicas
queque se utilizarfan.

Por eso el trabajo es esenclalmente el del estudlo,

eleccibén,realizacién practica y critica del método propuesto.
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II.- Antecedentes.
l.~ Los problemas de la produccién de antibibticos.

Con el descubrimiento de la penicilina hecho por
8ir Alexander Fleming (1), se abre al mundo cientifice el impor -
tante capftulo de los antibibticos,

Cabe a la penicilina el mérito de ser el primer anti-
bibtico descubierto y estudiado a fondo.

En 1928, trabajJando en el St Mary's Hospital, en
Londres, Fleming observé que un hongo era capaz de inhibir el de-
sarrollo de una bacterila. Y as{ lo comunica en (1) y dice que "tra-
bajando con variantes de estafilococos, un n? de placas fueron de -
jadas de lado en el laboratorio. En los examenes peribdicos de las
mismas, estas se contaminaron con microbios del aire. Se noté que
alrededor de una de las colonias gigantes de un hongo, las colo -
nias de estafilococos se habfan hecho transparentes, y era obvio,
que habfan sufrido una 1isis e Se encontré, que el caldo
en el que se habfa cultivado el hongo, a temperatura ambiente,du=-
rante una o dos semanas, habfa adquirido gran poder bactericida
y bacteriolftico a muchas de las bacterias patégenas mds comunes",

Este caldo, en que Fleming cultivaba el hongo- que
resultéd ser una cepa del grupo Pmicillium chrysogenum segfin Thom -
fué nombrado PENICILINA. Posteriormente, el nombre fué asignado
a la substancia pura cristalizada. .

En 1932, Clutterbuck y colaboradores en un traba =
Jo que aparece en el Blocnimical Jouwrnal 26, 1907 - 1918 (2) ,

describen por vez primera un intento de ailslamiento de l& substan =
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cla bactericida.Citan también ,por prdmera vez, la composicién de un
medio de cultivo para la produccién de penicilina.

"El propbsito de este trabajo,es describir
el aislamianto del pigmento (chrysogenina), de la protefna, usando la
cepa tipo de P.Chrysogenum N® 26 Thom y los ensayos preliminares de
alslamiento de la penicilina, usando el cultivo de Fleming".

Utilizan un medio de Czapek Dox modificado.

No logran aislar la substancia bactericida por
ser ésta sumamente 14bil,pero hacen observaciones de m¥or respecto
a su estabilidad.

"La substancia antibacterlana es extremada -
mente 14bil haciendose inactiva durgnte la evaporacién de una so -
lucién etérea en una corriente de aire y por evaporacién, in vacuo,

a 40 =45Cen 80LUGiones 4cidas o alcalinas. Es, sin embargo, m4s es-
table a PH 5-6 y puede ser extrafda con éter de una solueién 4ci -
aa ",

Aparece en 1935, una publicacién de Reid,R.D.
(3) ,donde intenta ailslar la substancia sin lograrlo.Desarrolla el
hongo en un caldo de ternera incubando durante 7-10 dfas en un medio
sintético durante 20-25 dfas, pero en ningfin caso cita la composie
cibn del medio de cultivo empleado.

El grupo de investigadores de Oxford, presen-
tan un trabajo en 1940, (5), que constituye el punto de partida pro-
curando la obtencién intensiva de la producecidédn y la aplicacién te -
rapéutica de la penicilina.Lofran preparar un polvo de color casta-
fio facilhente soluble en agua y de un poder bactericlida mucho mayor

que el que posefa el filtrado obtenido hasta ese momento.

En 1941,continuando las investigaciones ante-



riores describen (6), precisamente, l preparacién en escala semi-
industrial de penicilina, utilizando el mismo medio de cultivo
que Glutterbuck y sus colaboradores emplean en el trabajo més

arriba citado,

Obtienen un producto que posee alrededor de
40-50 Unidades Oxford por mg. Definen a la unidad Oxford como la
candidad de penicilina que disuelta en 1 m. de agua produce una in-
hibicién del St.aureus de 24 mm., , por el método de la copa »

Describen ademis, con detalle el método de la
copa, que con pocas modificaciones es el usado hasta la actualidad
para los controles de potencia, en las fébricas de penicilina.

Challinor,S.W. y Mc.Naughton, J. en (12), pro -
ducen penicilina en un medio de Czapek-Dox modificado y encuentran
que en un medlo con buffer de fosfatos, se obtiene un aumento en la
produccién. Obsefvan ademfs, que el C a CO3 suspendido en el medio
de cultivo, acrecienta el rendimiento.

En 1944, Cochill, R.D. comunica en (14) un he-
cho de extraordinaria importancia en la produccién de penicilina.
Encuentra que afiadiendo a los medios de cultivo corn steep licuopr
(C8L), se produce un incremento enorme en la produccién de penicili-
na,

El problema de obtener medios de cultivo donde se
aumente el rendimiento era y sigu# slendo estudiado en todos los la-
boratorios que se ocupan @&l tema.

Asf, Cook y colaboradores publican una serie
de trabajos, (18), (31), (32), (33), (34), (48)3} (50) y (57),donde

estudian la activacién en la produceién de penicilina por distintos



extractos,estudian las distintas fracciones,la subatitucién del GSL por
extractos de arvejas, pero aunque obtienen buenos rendlmientos, en nin-
gén caso éstos superan a los bbtenidos con CSL ,

Coghill,R.D. y el grupo de investigadores del Northem
Regional Research Laborabries, Peoria, Illinois, USA, continfian estu-
diando el problema.

Resultados de gran importancia se infieren de estos
trabajos.En ellos(39) y (40) describen la produccién de penicilina en
cultivo superficial y sumergido respectivamente,

En el (3),describen la produccién en cultivo superfi-
clal,y estudian la influencia de diferentes fuentes de C en la produc-
cién,encontrando que la lactosa y el almidén son las m4is utilizadas
como fuente de energfa en la blosintesis de la penicilina, La adl -
c16n de CSL en determinadas concentraciones (entre 7.4-12,5 %) pro -
duce el rendimiento mfximo de penicilina,habiendo aumentado la poten-
cla de los caldos de 2 a 200 unidades por CC.

En una publicacién posterior (40) in@roducen el
cultivo sumergido y agitado para la produccién de este aktibiético en
el laboratorio., Estudian la influencia de la hetosa y el almidén en la
produccién y encuentran,eneste caso también gue la lactosa es supe =
fior al almidén y atribuyen la diferencia a la mayor lentitud enel
proceso de hidrélisis del almidén.La lactosa es también superior a la
glicerina y a.la glucosa y quizéds la razén sea que éstas filtimas son
consumidas por el hongo en su desarrolb, no dando tiempo a su utili-
zacién en la biosintesis de la penicilina,

Parece ser, que para la produccién de penicilina,

sea menester un hidrato de carbono lentamente asimilable y este papel
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parece desempefiarlo la lactosa, En estas condiciones emperimentales,
la produceién optima se logra con la mitad de las concentraciones que
en el cultivo en superficie.

En una detallada publicacién,E3), Bowden,J.P. y Peterson,
W.Hesy la influencia del CSL en la produccién de penicilina. Ensayan ma-
teriales naturales de los m4s diversos orf{genes-hidrolizado de caseina
harina de pescadoj,extracto de levadura, tejido de tubérculo de papa,
leche en polvo,harina de soja,extracto de papa,hfgado solubilizado, ca-
sefna, harina de carne, no encontrando ninguno superior al CSL.

Estudian también extractos de mafz,hechos en distintas con-
diciones smperimentales,fermentan macerados con levadura en condiciones
adecuadas de aereacién encontrando en este caso,un aumento del 20% res-
pecto de los macerados no fermentados.La adicibén de células de levadura
al 1% sin fermentacién parece aumentar la potencia de los macerados en
un 10%.,

Respecto del CBL diremos que es un exkracto acuoso de los
sélidos del meiz extraf{dos en un medio de pH cercano a 4 y con una con-
centracién de 802 de 0,0-0.2 ¥ y a temperatura de 48-500C sufriendo al
mismo tiempo una intensa fermentacién ldctica.

Liggett,R.W y Koffler, J. (6d@) definen al CSL como un
concentrado de los sélidos solubles del maf{z que ha sido extraido
durante el proceso de "steeping" a pH 4 y a una temperatura de 456-520C
en presencia de BO2 y de una fermentacién lictica activa',

Moyer,A.J. y Coghill,R.D.(39) dicen: "E1l CSL es un
subproducto de la industria del almidén. Antes de que el grano sea
molido, se macera durante 30 horas mfs o menos en agua conteniendo
originariamente de 0.1~ 0.3 ¥ de B02 Bl agua ha lavado previamente el
almidén y pasa a través del tanque de depbsito del gluten. El agrega -
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do de 802, al tiempo de comenzar la maceracién, inhibe la fermentacién,
Antes de la concentracién se produce una fermentacién 14ctica en grae
do fariable. Hay una variacién considerable en el contenido de azficar
y de 4cido 1l4etico”. -

BowdenJ.P. y Peterson W.H, (53) ,10 describen co -
mo el extracto acuoso obtenido en la manufactura industrial del al =
midénygluten y otros productos del mafz, Se concentra habitualmente
hasta una concentracién de un S0 % apro::imadamente y es muy empleado
en la manufactura de productos alimenticios comerciales®.

El descubriniento de Moyer y Coghill abre un nue=-
vo derrotero en las thvestigaciones acerca de la produccién de 1la
penicilina,

Cuil es la substancla que hay en el C.SL que incrementa la produccién
de penicilina ?

En diversos sentidos se orientan ahora, las inves-
ticaciones,

Cardinal,E.V. y Hedrick,L.R.(67) estudian el conte-
nido en amino-4cidos del CSL por el método microbioiégico.

Knight,S.G. y Frazier,W.C.(30) describen los efec-
. tos de las cenizas del CSL en la produccién.

Coghill y colaboradores (39) estudian la influencie
de diversos metales en cantidades catalf{ticas,de distintos aminocidos-
glicina,tirosina,alanina,metionina,triptofanoyvalina,prolina,histidina
fenilalanina, y beta-alanina-, de diversos factores de crecimiento
dcido pimélico, 4cido nicotfnico,tiamina,inositol,piridoxina, pantote-
nato de sodioyblotina y p-aminobenzoico- y no encuentran en ningn

caso a ninguna de las substanclas mencionadas como responsables de

incrementar la produccién de penicilina,
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Trataron de alslar la fraccibn activa,fraccionando el CSL
por membrana de colodién.La fraccién dializable,después de concentwa-
da se encontré que era tan buena como el CSL no dializado para el
desarrollo y la produccién.

Una extracciédn prolongada a pH 5.0 con n-butanol o eter
et{lico parece extraer algo que afiddido al medio standard en vez de
CSL, aumenta algo la produecién.

Afiadiendo volfimenes grandes de acetona o de alcohol et{-
lico al CS1 se obtienen coplosos precipitados y en términos genera-
les, se puede decir, que a mayor precipitacibén, menor actividad hay
en el filtrado. Sin embargo, no ha sido posible obtener ninguna frac-
c¢ién que contenga el principio activo.

Siendo el CSL muy rico en substancias nitrogenadas se u-
tilizaron ofras fuentes de nitrégeno tales como harina de sojay, ha =~
rina de pescado y papilla de mafz entero, pero sélo produjeron aumen=-
tos pequefios en la produccién.

Es tan vasta la produccién bibliogrifica en este tema
que por razones de tiempo y de espacio no se pueden consignar aqui;
En la bibliograffa del presenta trabajo se citan solamente los tra-
bajos que hemos logrado conocer, sin pretender bajo ningfin punto de

vista haber agotado el tema.




2.~ Médotos erxperimentales de laboratorio y de escala seml-gndustrial

Desde el punto de vista de sus caracteres de cul=
tivo el Penicillium chrysogenum puede ser desarrollado en dos tipos
de cultivo.

El cultivo en superficle desarrolla el hongo en
la superficie de capas delgadas de medio de cultivo 1fquido, El
hongo consume en su metabolismo los nutrientes - que encuentra en
1ls superficle del medio, que por un proceso de difusién se van reno-
vando, hasta producir el agotamiento del medio - y 02 del aire,

En realidad, el método de cultivo en superficie
en la actualidad, sblo tiene interés histérico, pues ha diso su =
plantado definitivamente por el cultivo sumergldo y agitado.

Todos los trabajos realizados desde el original
de Fleming (1) hasta el (39) de Moyer y Coghill, utilizan en la pro-
duceién de penicilina el método de cultivo en superficie,

Bs, en la comunicacién que hace el grupo de in=-
vestigadores de Oxford (6) ,donde se deseribe explicitamente el
primer método de produccién en escala semi-industrial de penicilina,
con cultivo agitado. Llegan a obtener unos S00 litros de caldo fer-
mentado por semanaj,utilizando unos recipientes de poca altura dispues
tos en una mesa especial que pemite 1la renovacibén contfnua de medio
de cultivo por un sistema de succién.

Moyer y Coghill en (39) describen la produccién
en escala de laboratorio,utilizando como recipientes,Erlenmeyers
de 200 ml de capacidad conteniendo 50 ml de medio nutritive.Los

frascos se sembraban con esporas secas e incubados durante varios



dfas a 24 2 C. Es en este trabajo donde, estos lnvestigadores descri-
ben explicitamente el uso del CSL en la produccién de penicilina.
El medio de sultivo empleado tiene la slgulente composicién:

CSL . L] . [ 4 L] L[] [ [ L [ ] [ ) L] o 100 [ ] 00 gr o

Lactosa monohidrato ., ¢« « o o« 44,00 gr.
Glucosa monohlidrato . « « ¢ oo 2,75 gre
NaNQO3 ® o o o e o 0 o e o » 3.00 gre.
m”m L] L ] ° L L] ] L] [ ] L ] L ] [ ] L ] 0.&0 gr.
MgSO4.7H20 e o o o 0 o o & o o 0.250 gT.
Zns04,7H20 o o ¢ ¢ o ¢ o o o o 0.044 &l e
‘MnB04 ,4H20 * ¢ e o o 6 o o s 0.260 gr.

H20 destilada e o o« ¢« o o o 1000.00 8T e
PH iniclal 4.6

En escala industrial, varfa solamente la calidad, la
cantidad y la capacidad de los recipientes,

Se usaron botellas de leche, frascos cénicos especiales
construfdos para tal fin. El uso de botellas de leche simplificaba el
problema del lavado, puesto que habfa mdquinas de lavado en todas
partes,

En cada botella se ponfa una capa de medio de cultivo
de espesor variable entre 1l-4 cm. Los frascos, una vez esteriliza -
dos, eran enfriados y sembrados con suspensiones de esporas, 0 espo-
ras secas medlante un pulverizador,

Las botellas se incubaban a 249 C. durante 5 a 8 dfas en
los E.E.U.U. y durante 8 a 11 dfas en Inglaterra.

El cultivo sumergido desarrolla el hongo dentre del
medio de cultivo. El hecho de agitar y aerear el frasco, durante la
fermentacién hace que las partficulas se agiten en forma helicoildal,
desarrollando en grumos,

Moyer y Coghill en (40), describen con todo detalle,
las primeras experiencias realizadas en este tipo de cultivo.

El hongo se cultiva en Erlenmeyers de 300 cc. de capa-
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cidad que contienen 125 cec por frasco, esterilizédndose el medio durante
20 minutos a 120 C2,la inoculacién se efectfia con una suspensién de es-
poras del hongo o con esporas secas,previo afiadido a cada frasco de 1.2
a 1¢S5 gre. de CaC03 estéril, Probaron un nuevo tipo de 1n6culo, que eon-
sistfa en sembrar esporas en un medio formado por las sales standard,
30.0gr de lactosa y 55 ml de CSL.Este medio se distribuye em Erlemeyer
de 300 cc de capacidad, a razén de 125 cc de medie de cultivo y se agl-
ta durante 2 o 3 dfas en el aparato de Ross-Kershaw, En la inoculacién
de los frascos, se utilizan de 5-7.5 cc del cultivo preparado en esa
forma.

Estudian la influencia de la lactosa en los rendimien-
tos y encuentran que con una concentracién de lactosa de 3 ¥ produce
midximo de potencia (80 Un/cc) después de 6 dfas de incubacién.,

La concentracién optima de CSL fué de 4 £ a los 6 dfas
de incubiacibén. Ese 4 § de CSL, significa una cantidad tal de CSL=- que
es un concentrado de los selidos de mafz de alrededor de 50-55% que
en el medio de cultivo final hayan 4 gr de sélidos del mafz por 100 ml
de medio de cultivo calculados en base a la concentracién del CSL emplea
do,

En escala semi-industrial,Stefaniak y sus colaborado-
res describen con exactitud y prolijidad (55) una planta piloto de
produccién de penicilina. ‘

El disefio y manejo de la planta est{ descripto con
todo detalle en el trabajo ciltado,

Los tanques de fermentacién tienen una capacidad de
100 galones,

El infculo se prepara sembrando en placas con es=

poras conservadas en tierra y se incuban durante 4 dfas a 232 @,
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A Después del perfodo de incubacibn, las placas se conser-
van en la heladera hasta el momento del uso. Una suspensién acuosa de
las esporas de una caja, alcanza para inocular 2 frascos agitados, que
contengan 100 ml de medio (tabla 1). Mientras, el medio 2 se esterili

za en el tanque=inéculo.

Table l.~- MEDIOS USADOS EN LAS FERMENTACIONES,CONCENTRACIONES EN GR/1t.

SUBSTANCIAS MEDIO I MEDIO II MEDIO III MEDIO IV
D"xtrilm o [ ] [ ] [ ] 60 [ ] L ] L] [ ] [ J L ] [ J L J [ ] [ ] L ] L ] [ ] L J [ ]
GIucosa .« ¢« o oo * o o o 40 ® & o o o e o o o »
Lactosa .« o ¢ o o e« o o o e @ o o oo 30 20
861idos del CSL .. 20 20 40 20
Nitrato de sodio XXX 3 * ® o o o 3
KH2P0O4 e o o o o e o o o o 0.5 * o o o o 0.5
“Em. 7 HZO ® & o ® o o o o 0. 125 e o e - o 6- 1Qg
CaCo3 e o o oo e o o o0 5.0 o o 10, & l.8

Después de incubado el inéculo durante 24 horas a 232 C
su contenido es transferido al tanque inéculo.

Este segundo inéculo, se incuba durante 36 horas a 232 C
con una aereaclén de 100 litros por minuto, A las 36 horas 4l desarro -
llo es espeso y tiene la consistencla de la pulpa de papel. Generalmen=
te, 50 § de la glucosa del inbculo se ha fermentado. 20 litros de este
inbculo se insuf}an a un tanque medidor y luego, se pasan alfermentador,

ﬁha vez limplos los fermentadores, el agente antiespu-
mante se esteriliza durante 4 horas. El medio 3, detallado en la table
1l es el empleado en la fermentacién propiamente dicha.

La técnica de preparacibén del medio de cultivo es la
sigulente:

A un tanque vacfo y limpio, se le afiaden los componen-
tes s8lidos necesarios para preparar 200 litros de medio de culti oy
se agregan 150 litros de agua y los 50 restantes son provistos por la

condensacibén del vapor de agua producido en la esterilizacién.
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Durante la esterilizaciényenfriamiento y fermene
tacién, los agitadores funcionan continuamente.

Cuando el medio de cultivo se ha enfriado a la tem-
peratura de incubacién, se procede a la siembra.

La siembra se efect@ia insuflando en el fermenta-
dory 20 litros del indculo preparado anteriormente, La aereacién co-
mienza de inmediato. Durante las 6 primeras horas, a una velocidad
de 60 litros por minuto y luego, a razén de 200 litros por minuto.

El sistema antiespumante automftico se hace funcionar a las 6 horas de
comenzada la fermahtdcién,

El agente antiespumante empleado es una solu e
cién al 3 £ de octandecanol en aceite de lardo,

Durante toda la operacibén, se toman muestras a
distintos tieupos. Se analiza el ccntenido en penieilina, pH, azficar
total y nitrégeno amoniacale. Se controla el contenido en CO2 del aire
que sale de los fer ientadores,

Después de las primeras 36 horas de comengada la
fermentacién, se sacan muestras para el control de estetilidad. Este
control se hace inoculando 15 ml de caldo glucosa=- extracto de carne
peptona, con 0.15 ml de cultivo en fermentacién. El1 tubo inoculado se
incuba a 302 C y se observa a las 48 horas., Los resultados positivos
son visibles a hs 12 horas.,

La influencia de la aereacién en la evolucién
de la fermentacidén se puede ver en los gfaficos del mencionado traba-

JO.
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3.- E]l uso del disco de agar en la eleceién de la gepa,

El uso del disco de agar en la eleccién de
la cepa ha dido empleado por distintos investigadores.

Aparece en el Journal of Bacteriology,

47,308 (1944), un trabajo de Waksman y Reilly donde describen un mé-
todo de eleccibén de cepas de P. chrysogenum desde el punto de vista
de la capacidad de produccién de penicilina,

Desarrollan el hongo en la superficie del agar
colocado en tubos de ensayo de condiciones especificadas. E1 agar se
deja solidificar en posicién vertical. Se siempra en la superficie y
se seca la columna de agar de 7 mm de didmetro, Estos se colécan 80~
bre la superficie de agar- Staphylococcus aureus y se leen las inhi-
biciones producidas después de 16 horas de incubacibdn a 372 C,

De acuerdo a los resultados anteriores, se
pueden comparar cepas de diferentes capacidad de producecién y hacer
una estimacién aproximada,comparando con inhibiciones producidas por
cantidades conocidas de peniclilina,de la cantidad de penicilina pro-
ducida por el hongo.Ademis,se puede estudiar con este método el fenb-
meno de difusién en el agar.

A tftulo ilustrativo,se pueden leer m4s abajo

la tabla de valores que publica Waksman en el trabajo de referencia,

Ne cepa Incubacién Parte superior Parte ecentral Final de
dfas de la columna de la columna 1la colum
na,
3 33.6 o 0
4] 7 36.3 30.0 0
9 38,3 35,0 16,0
14 41,5 3645 34.0
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N° cepa Incubnecibn Parte superior rarte central Finnl de la
dias de 1n polunna de la columna columna

lj.O 3 11-200 13 0 it sandns of
6 ll.Ooo 3 0 Y
l"’ 8 9.0 -
2 gZOB 235 ——
hS * 0.0 s D
2 28.3 12.5 cooane
L7 . .0 —_——
2 o3 Lo o=
161 2 a 508 0.0 bt one ¢
2565 1L5 ——e—o

Raper, Alexandep y Coghill (28) describen un método de com=
par:eifn de cepns de .. chrysogenun con el enpleo del disco de agar,
extr fdo del medio donde se ha ldes'rrolldo el hongoe.

A eajas de Petri de condicliones especifictdas, afinden 20 ml,
de agr 2% fundido y o 48° C, Unn vez frfo, sc siembra en el mismo
nelio del ".r b se, una gota de ag:r inocul-do con espor s de la ce=
pa a usire Lo mismo sc h-ce con una cepa de producciln conocida, que
sc utiliza cormo tcstico Jde compar eifne

Se incub:n las c:J~s dur nte 6 d%as n 2)}° C y luego, en die
receidn r.d1al rcsiecto del centro de 1z cala, se 3ac n discos de agnr
desde 1lu colonin hust: el Lorde de 1: ¢ J.e .ar 1la extraceifn de los
d1gcos utilizan un s.c.bocado N° 2 do 565 mue de difmetro. Los discos
s¢ roefirnn del s-c:boc do con una aguja de inyecclones des untada y se
coloc'n sobre lu superficie de ¢ jns de agar-St.: hylococcus seglin Schmidt
y toyer (19l4) (9)e Las c'.Jas sc incuban dur.nte la noche o 37° C.
midienlosc nl t8rnino del perfodo de incu neiln los hnlos de inhibicién
con apr>ximacién de O 5 rme

1as ce:as que roducen inhiliclones menores que l:s ce=



/

pas tests, se desechan, conserviniose sélo las que producen inhibiciow
nes iguales o mayores que el testigo,

En el método que vanos a describir a continuacila y que
es el objeto de muestro traba’o , utilizanos tanbién los discos de
agar sacados de la base de las cajaes de produceisn, pero intentaacs
1legar a un método cuantitativo para el dosaje de penicilina
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4.- Posibllidades gque ofrece el uso de. 41520 de 4ZAT.~

En el presente trabajo ,que tiene la pre-
tensién de decir algo un poco nuevo,se describe un método de estima-
cién de dudbstancias amtibiéticas,en parituclar,de la penicilina,en el
que exdmayendé discos de gar por una técnica adecuada se hace posible
la valoracién de la cantidad de penicilina contenida en ecada disco,y
por ende,la cantidad de penicilina pnroducida en cada placa.

Siendo la penicilina una substancia crista-
lina tiene capacida de atravesar menbdanas y substancias coloidales
como el agar.Esta propiedad dedifundir ,es la base del método que va-
mos a describir,por otra parte,la difusién de la penicilina en agar
es el fumdamento de todos los métodos de estimac{én de penidliina
en me.iios séilidos.

Brevenente descridbiremos el método que nos
ocupae

De un nficleo de difusién donde cu.tiva el
hongo,ubicado en el centro de una caja de Petri,difunden las substane
cias an‘ibibticas producidas por el hongo,y por lo tanto,desde el
centro de la caja hacia la periferia se va produciendo una cafda en
la concentracifn de la substancia,

Extrayendo a distancias distintas dek centro
o nficleo de difusién cantidad s iguales de agar,en las que se detew-
mina la cantidad de penicilina presente,es posible extrapolar on_ol
gr&rico correspondiente,los valores correspondientes al centro y la
periferia teniendo en cuenta que la concentracién es funcién lineal
inversa de la distancia al centro de la plaeca,

Con una simple representacién grifica y
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con la ayuda de una curva standard, se pusde caloular por un método
geneillo la cantided de anti:isdtico producida por el hongo en esas
condiciones experinmentales,

Con este mdtodo se hfipe posible el estudio de
dos problemas importantes en la produceién de penilcilina.

El primero es el de la seleccién de cepas de
P. ehrysogemm,desde el punto de vista de su capaeidad de producciln
de penicilina,

El segundc es el de la seleccién de los medios
de cultive,



IIl.- JZatudio de las qondicionss en due as nusde aplisar el

Este mfitodo es de muy sencilla aplicacilaysiempre que o9
respesten las condiciones fijadas, psara poder apreciar los resultados
on forma correcta, _

Ante todo,lac cajas de Petri, deben tor de condiciones ese
pecificadas y ¢odas i;:les,

Nosotros usaanos cajas de Petri de vidrio FPyres UEA de 90K
15 mm de fondo absolutamente plano.la selecciln de los fondos ful realie
sada con sumo ¢uidado, c].isi‘adau las que cumplfan esta condicifn entre
200 cajas de Petri,

El medio de cultivo dehe agregarse a lar cnjap soutre uma
mesa absolutamente plana, pues as{ el agir al solidificar tiene igual es-
pesor en todas sus partes. la mesa absolutamente plana se logré,nivelan-
do un troso de cristal de 0,5 cmjde esperor.la nivelacién fué realicada
con un nivel de burbula.

Un problema serio en la realisacién de nuestro trabajo fué
el de la esterilizacién del aabiente del laboratorio,

El laboratorio donde fusron realiszados estas experiencias
es de construcéifa muy antigua, Sus paredes sumamente altas y sus techos
abovedades hacen que la limpieza sea efestuada en pocas oportunidades al
afle y cuandio esto sucede,nunca es hecno con As exigencias de un laberat(
rio de baecteriologfa, la gran cantidad de personas que debfan trabdajar
simultaneanente en 61, ocasionaba por su movimiento corrientes de aire,
Muchas horas de labor intensa fueron malogradas por contaainaciém de las
placase El problema fuf resuelto en la mejor forma posible instalando e
cima del lugar del trabajo,una lfmpara de rayos ultravioletas y fumigand(

[4
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un 1fquido esterilizante -ntus de comeﬁzar el tr-bnjos Lo luz ultrie
violetn sc encendfn 30 n 60 minutos antes de comenzar el tr:bajo, conw
tinu'ndo enccnlil: dur-nte el nmismo. L. funigcibn so e-ectu.ba con
un pulverizador de vidrio, El 1fquido esterilizante empleslo era una
mez¢ln de alcohol, tinol y propilenglicola.

En el mismo centro del agar solidificndo en las cnjas de
Petri, se hace cner un anillo de acero inoxilable, con uno de sus bore
de bilsclados, para obtencr un cierre hermético sobre la superficie del
arnXe

Los anillos Jdebon ser todos iguzles y pnra tal £in son
construfdos a partir del mismo tubo de :Ceros

Los medlos de cultivo se vertieron n 1l: caja sionmpre a
1n nismn tae per tur, par: ascicur.r una mayor unifornidnd de 1las cone
dic onaes oxperiment-~less .

El in8culo f:8 prepirado a sartir dc¢ nicelio provonianfo
de perminceiln de espor:s, or centrifugicibn y rosterior lavado con
agun destilada estéril, trit-ndo en lo ;osible de proceder siem)re en
1la mison form:e Over p-.8inn 31)

Dentro d¢ v .riaciones no controlables, las exreriencias
fueron ro-lizadas sicmpre on la mejlor forma nosible y lus técnics rose=

pet-dns en todn su integridad,
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IV- Mgterial y métodos,

l.~ eri Su descripeién re cibn,~

Calas de Petri.- Calidad: vidrio PYREX USA} dimensiones: 90 x 15 mm/}
CondiciéW: fondo absolutamente plano.

Anillos,~- Calidad; Acero inoxidablejdimensiones:# omm de difmetro
o-6mm de espesor /.6 mm de altura.

Sgeadiscos.~ Calidads Vidrio Pyrex. Ver descripcién lamira ne 1

Javado,- Todo el material de vidrio y acero se lavaba con agua Jae
bonosa hirviente durante media hora y luego se enjuagaba con 'agua coe
rriente,

Una vez escurrido y seco, se preparaba en forma habitual,
para ser esterilizado.

’ Las plpetas exactas,después de lavadas,se colocaban en mez-
cla sulfoerémica durante varias horas. Nuevamente se las enjuagaba con
agua corriente y luego,con agua destilada. Los anillos se retiran de
las cajas de produccién con una pinza y con la ayuda de una varilla se
saca el trozo de agar con micelio, Los anlllos dma vez lavados y secos,
se colocan apoyandolos sobre el lado del bisel en una caja de Petri,es-
teri1lizdndolos en estufa durante una hora a 1802 C,.

Esterilizacién.-

En la envoltura del material para la esterilizacién se utie
11z8 papel de diario por no disponer de papel blanco

La esterilizacién de los medlos de cultivo se efectub en aus
toclave a 1208 C durante 20 minutos,

Le esterilizacién del material de vidrio, en estufa a 1802
C durante 1 hora,




2= Medlos de cultivo y sclucionese-

edios de tivo o=

Las substancias séilidas se pesan en un vaso de
precipitados y se disuelven en una pequefia cantidad de agua destilada
hirviente,tomada del volumen total del medlio que se va a preparar,
Luego,se agrega esta solucién concentrada al resto del agwm y we ajus-
ta el pH.Una vez ajustado el pH,se procede a sudistribucién en los
reciplentes necesarios,

En el caso de medios de cultivo con diversas
substanclas,conviene tener soluciones concentradas de las mismas y
en el momento del uso diluirlas a la ceoncentracién requerida.

Las soluciones minerales no presentan difieul-
tades en cuantoe a su conservacién gpor cuanto es muy fitil tenerlas
goncentradas,pero las orgénicas-4cides,azfi cares,etc,~presentan el
inconveniente de contaminarse con hongos,por cuante ,sl se desea pre=-
parar soluciones concentradas deben conservarse con una pequefia can=-
tidad de toluol o cloroformo que inhiba el desarrollo de gérmenes,

En generdd,las substanclas orgédnicas conviene
peaarlas cada vez.,En el caso de necesitarse un volumen grande de solue
cibén a distribuir en distintos reciepientes,en el momento del uso se
prepara la solucion de cada substancia y se distribuye.

Medios de cultivo séilidos.-

El medio 1li{quido se prepara como hemos indica-
do anteriormente .Se le agrega 2% agar en rama,se calienta en el auto-
clave durante 20 minutos a 1208 C y se filtragBn el caso de medios

con alfun componente insoluble o alfun prepipitado en suspensfon,no
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deben filtrarse,estando por 1o tante,depufs de la primera esterilizae
cién apto para el use,
Aluate del pl.-

S8egl n el case,el pH puede ajustarse con el potenciémetro
e simplemente con la ayuda de los indicadores de Clark y Lubs,Para
ajustar el pH electrométricamente se usé wh potenciémetro Thermotron
con electrode de cidrio,

Para ajustar el pH con indiecadores,en un tubo de ensayo
8@ colocan 10 ce de medio de cultivo,a temperaturabambiente,8,6 ce
de solucién de indicador y se agrega con una plepta BONa n}zo hasta
el pH buscado,

Conociendo el volunen gastadoy,se calcula la cantidad ne-
cesarias por Itre y se agrega 10 veces menos de HONa N/1.

8¢ ajusta nuevamente el pH para controlar si la opsra-
cién ha sido bien efectuada,

Bn genemlgyel pH de los medios de cultivo se ajusta con
ayuda de los indiocddores y el de las soluciones cuyo pH debid f£1jarse
exactamente,se hize con ayuda del potencibmetro,

Medios de cultive gon gageradog de mafEe-

El eoncentrade tiene generalmente una concentracién de
50-88% de sélidos.En base al residuo del concentrado,determinade por
evaporacién en estufa de 1009C,se aloula la cantidad de macerade a uti-
lizar por litro de medio de cultivo,

Bn las experiencias que desc ibiremos a eontinuaeifn des
signasenos con agar MA,a los medios de cultivo preparados con nmacerade®
industrial argentine y con agar MUBA,a los preparados con macerados

industriales norteamericano y con agar E al preparade con macerddo
de mafisz obtenido en el laboratorio,



con macerslo de mals obtenido en el laboratorioe.

QOMPOSICION DEL 103 MFDIOS DE CULTIVO Y SOLUCICNES,-
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Salio Penasgay.-
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Extrocto dc RewB&Qrs « ¢« o . . ¢« .« L5 g
P.ptm00.o.ooooooooo 5.08
Dextrosa . -
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PH 7.0 '
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Con 1a base del medio de Moyar y Coghill publieado en 1947 (77) y el

agregalo de fenilacctamida se¢ prep2r-.pon los medics dc cultive para los
ensayos de produceciln.
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AZAr gn rrmn seecc0ecconcocs 204,00
ggua destil da s 0c0ss0vocoen e 1000,00 -
6.0 antes de -greg.r el Co3Ca y el agar,

BCCer de fosfatos E 6.0
Pdm 2. 2ro .....;...0.
PO 1i3s &

ecevesBocssnccccsoee 'y [:4
gua destildnda sa0ssoncese 100000 ml
pH 640 con HON: N/10

t c ) tl 3 [ Y

Se prepar n por esterilizaciln en frf:soos de Elenmeyer con ¢l agrega=
do de CO3Cne

In tubos de ens~yo dd vidrio Pyrex Industrin 'rgontin., dc¢ 100 x 12 mm.
sc coloc: un poco de tnleo y sc esteriliza Jdur-nte una horn a 180° C,,
poniendolos - enftiar en un descc dor de vaefo con Cl2Ca donde se con=
scIv-.n hasta el monento del uso,

olucionus de D ~nd- ¢ o>

Ia solucibén de penicilina stand . rd gue sc usé an ost s experienciss fuf
celi.n por los labor:itorios de E. R. Squibb & sons, . .rgentina Ltd:. (i are
tinez, Provincin d¢ Buenos Alres).

En un tubo estéril y seco, se pest una pequelia c¢.ntilad de¢ penicilina
st'nl rd (mAs o menos 0405 g) con aproxim.cidn del 1/10 nge

5S¢ h'ce una soducién m.dre de ren’cilina en bu:fer pll 6.0 de 10,000
Un/mle
Diluglonags-

A partir cio 1a solucifn ondre (1), se preparan soluciones de concen=
treibn docrecientes

(1) sececececoraces 10,000 Tn/ml

22) 000 00000000800 Q 5.000 "
0800080080 0000 2.000 :
( XXX EEEN NN RNNNN ] .000 "
gg i Mg
& .

,\
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ZenBtodog.-

e~ f‘dnica de preparncian'de las cajas de ngar macerado de nmaig

phra la cwva stand: de

i iale

3+~ Cajas de Petr de condiciones uspecific:dase

2¢* Pipet: de A5 nl,

3Ze= Pipet s d¢ 1 nl.

L= Agar macerndo de mafz fundido y a 4S° G,

d.- Se coiocan4lasvc53£§'sobro 1a plataforma horizontale

De= 88 las numeraz iguad que l's soluciones de penicilin-,

Ge= A 1n 0:Ja (1) 80 le ugrega 1 mle dc soluciln (1, y ns4
sucesivomentes

de= Sobre @l ml d¢ soluciln, se acreg: lent mente 1l ml de
agar (N.), moviendo la c¢uja en distint:s direccicnes, ase=
gur-nlose -sf una distrivucibn uniforme de 1. penlcilina,

.~ 5@ dcja solidifceny blan ¢ te:per-tu: - ﬁmbiepto Yy luego

st gunrdsr en 1t helndera dur-nte media hore.

En nudétrms eﬁporiencins hemda us:do dos tipos d¢ cJag de producci&n.
En unns usamos como infeulo, una suspensifn en agua, de espor:s desaw
rroll:d-s sobre gr:nitos de centenoe In lis otras, una suspensifm de
nicelio de dultivo sumergido y ngit:do en agua destilalda estéril.

A las primerms las designnwos en lo sucesivo cujas 1.

L-s segundas, cnjas 1l,




i-- Esb&rﬂs desarro:ladas sobre granitos de centeno.

2.= Agua destilain estéxil,

Je= Tuboa de ensayo comnes estériles y m-rcados con el nombre
dae c2dn espte .

ha= sger YA fundido y -~ }[5=50° C,

5« Unn nipeta de 1 ml,

6.~ Tnn plpeta de 10 ml parn ond-. eepne

To= Una espffula flumendn y fria,

28anleg.-

6.- Goﬂ pivetn de X nl se distrituye 0.5 ml de ogua destilada

estéril en tintos tubos cono cep:s hayaa

be= Con 1la @sphtuls se toman 10 granitos 3¢ centeno y se pasan
ol tubo nteriore

Ce= S0 2gitc @l tubo pura dosprender l: mayor cuntidad de es-
puius posibles, obteniénlose una suspensifin brstante es-
pesa.

de= 3¢ nliade 9.5 nml de agnr I'A fundido y = 40=50° C, homosone;r
gundose por repetildas aspiraciones el contenido del nismo,
Este inBculo debe ut: lizsrse inmeldiitnmente de prepirado.

b.~ Erepuraelfn de Mg alage
Lnteriade

1.« 6 e1jns para ¢ da cepa. '
2s= 5 anillos de ncero inoxid:ble p:rz cidn Cepae

3.~ 3 8, pipet s de 25 nl ex-.ctase
l}a= 2 pipetas de¢ 1 ml para c:da cepas




S T TCR SRR T Ry,

-51-

90 cc dc agar 1A pzra e~1: cona,

Una pinzs flameads y fria

~T0
iy ]

-

cclocan las eajzs sobr. una plataforma horizontal,

cada wn. g¢ ngreza 12 ce dn oager L. corcta eni2 nedlics.

1o ayuda Gel aclde 7° 1 ce nmuret 21 centio o La eaje.

1- pinzz se Zc¢nocita suavemonte sobra lq suaneriicie &1 AT
Y A - . ) - R U ) ~ L - -~ _ CO
nfllo de zcoro Inomida®y - reovindolo 4:1 L:ils 421 Bissl,

wnna nipata &2 1wt ,se viorten Jentro el anillo C,3 0l

v, s -~ 1 s * = -~ -~ . . e ]
amar funiido - 4 109 C cinetr.ente ucdilos.sc dceja solildific.t
wra Jipote le 1 0l se om ocan soLr ¢l uour meienteonmonie

Una vez frio @l an r,sc incub.n los colns a 200 Cyror cgnr ésta
naratura 6ncisa pura ol 2osarrollc del hongo,durante 2,4 vy 5 lias.

cparacidn i~ loo cg;;s I1.-

-~ Pr:-uracidn del indculo.-

Unog 1%- 20 nl de cultivo de Penicillium de los rermincdores

de nroaucc16p de peniclilina,se c-rntri ugan duregnte 10 ninu-

y

tos.Se vuclea el cibronadante y 21 precipitado se susnends
en & = 10 ul dc agua dastileda estéril.Se repite esta ope-
racidn 3 vzces.lLa suspensidn finrl se conserva en 1a hela-
dera awste 2l oentno del uso,que nunca sefﬁ mayor ds B a

3 horas.
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L.a -

i.- mﬁéa de ensuyo de 13 x 100 mm de vidrio Pyrex Ind, /Yg.

2. Agar A ﬁmdldo' y - [;B=50° C.

3e=® Pipetis de 1 mh,

liee tn vaso de precinitnd_os de 100 ml con ‘:cua ¢ 'lionte -. 60° G,

Se= Suspensién de miceldos

IScnicge~

é.- coh pipetn de 1 ml_ s8¢ distrituye cn los tubos de ensayo 1.8 ml
de “gar A fundido.

be= Los tubos #¢ mantlicnen dentro del vaso dc rrecipitados,

Ce= Con pipeta de 1 ml, 3¢ greca n los tubos onter’ores 0.2 ml.
Este infculo debc ustrse ensoguida 4e¢ ) rep.mdloe

1,- Do li=6 cojas parn c.da medio de cultivo distintoe
71 n° de¢ ¢ Jas o ugar depende del n°® de¢ medlos de cultivo.

2+~ T ntos anillos como oajas sc usans

Be® Una i et: dc 25 ml para c-.da medio de cultivo,

lie- Un: pinza flame da y 18,

Se= Dos pipet s de 1 ml parc c-dn medlo de cultivo.

Ge» InBoulo.

2écnicg.-

te= Se coloean lns cajas solre la pl:taforma horizongal.

be= Se marc n en 1l sipsulente formni .
Arriba a 1ln izquiexdns @l nombre dcl nedic 3¢ cultivos
Por eJenplo: E '. Signific: Extracto n° 1l.

b § |
AbrJo ~ 1n 1zquierdn: ¢l n° de 1n caju, indiecindolo con N°s,.

ronnnose

FPor-ejemplo: Primer caja 34 la sarie: I.
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Abnjo a 1la derecha: Feohoe.

Ge- N cndn ¢ Ja Je cadn sorie, sc colocin 12 ml 3¢ medio de gultivo
corre:pondiente, ex:ctinente medidose

Ge= Une vez solidificido cl egor, se maren :or 1~ parte de atrés el
uigne gentro, con aywia del nmolde n° 1,

@.~ 30bra ln superficie 4ol agar se denosita con suno cuid:do de no
romper @l sgnr, un cnillo depositéndolo del lado del bisel;

fo= Dentro del ~nillo se sscurren 02 &l de medio d¢ cultivo fundido
¥ 36 deja solllificare

&e¢= S0bre csta b.secit: Que se ha formado dentro dul anillo se escu~
rren Os@ nl del inBculo reciasntements prcpnradoe

he= Se incubun las cajas n 28° €, tomfAndoso muostras a lasg 72, 96 5
1820 hornse

YY)
Songexvaaldn ds las c3porad en LolGges

30 utilizan los tuboa d¢ talco desdri tos anteriormente y un cultds
vo 16 1+ cnra de panieilliunm en ngnr Sobourawd de 96 homs a 28° ¢,

L~8 egporns g0:) Jlasrrandid-ns necnnicomente “or una es»afialn o ansa

¥ luezo so incorsoran al inleo nozel nio biine Se t:pa con tapln es~

teril de cruchoe.

sé wgrega al centono esterilizudo on un fr sco preparado coczo $e nene
clona anteriormente una sus:ensiln mmy cspesc dec espor.s Jde 1. cepa
de :‘enieilliur us ndo una soluci’n de CINa con un detergentes 3Se cule-

tiv. por Iy 11.8 8 2°° Ce

1.~ Sugpengifn staniord de gt. cupeug 200 P IDA.

a.~ D¢ un cultivo conscrvalo a 0° C, se hnce ums estrin en YBA




-
¥y s¢ incuba durnnta 16 horas n 37° Ce

be= Sc pnsa un ansa c~rg:Jia ocon 8l cultivo anterier -~ wm tubo con
20 ml de cnldo Pennusny, incubdbfndosc durinte 6h n 37°C,

Gs~ S8 inoculan 200 ml de cnldo Penassay y con 1 nl del cultivo an
¢illo preparado recifne 2o incub: durante 16 hors a 37°C. S8
conservn en la hcladera hust-. el momento del usoes S¢ ruede utilie
s°r hnsta una semana des :e8 do su :ropnracién, Despufs de este
tiem 0y el cultivo comienz: & aglutinar producilndoss, por lo
tanto, una dist:ibueion no homoglnen de 1lns elulas provocando
por 1o tmnto un desarrollo d1iscontinuog

2+~ Bropyropiln dg 1ag oning.-

ne= 96 colocan lus cr.jas an la plotaforua hordzantale

be- A coda una sa 1 agreg 10 ml de YB. funiiio ¥y medido a [jB=50°C,

Ge= 30 d0jn solldificar a texperutur. usbicntee

d.- En un Erlermeyer Gue oontiene YBA funiido y medilo - L8=-50°C se
rlade suspensifn stordnrd de St. aurcus ol Lhe

@.= Con pipetn de 25 ml. se escwrre soi reé la superficie de lns bases
~gary L ml del agar inoculndo movi8ndol. en v-iring direceiones
de moxio de eubrir bien 1: superficle dul agare

~fo= 99 dejan enfriar y 3’ no se usan - nseguldn se ganydan en la helade
r2 hast: ¢l momento del uso, Quo nunc'. excede una n una hora y
nediae
d.- Construcgiln de 1o curve atonlards-

Irs 6n3as preparndns en 3e= o= Qon 1°8 que sirven para la eonstruce

cifn de 1! ourv: stundard,

el

l,= Cnjas de ag.r hi=panicilinne

2.~ Sncadiscos esterilizado por ebullimitn.
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3.= Cajas de agar-Staphylococcus aureus,

4.~ Una oaja éen papeles de filtro estériles,

5. Molde N2 2,

déanieq,~

@~ 8¢ marcan las cajas de agar=Staphylogoccus aureus con la:s eoncentrae
ciones de penicilina,

be= De cada caje y de distintas posiciones ze sacan 6 discos de agar con
ayuda del sacddiscos estéril y seco(pfg.72),colecéndolos uno a uno
suavenente sobre la sunerficle del agar-Staphylococcus,
En el caso de las conce.traciones mayéres de 100 unidades se coloscan
s8le 3 discos en cada caja.

c.~ las cajas se incuban 16 horas a 37 2¢,

d.,= Transcurrido el perfodo de incubacién,se retiran le la estufa y se
leen los halos de inhibicién con ayuda de una regla con aproximacién
de 0.5 M,
2a= Irazade de Ja curva gtandards-

.~ Los didmetros de los halos obtenidos para cada concentracién de pee
nicilina se anotan en una tablA de va.ores y se promeaian los halos
para cada concentracién y para cada tiempo de incubacidn,

be=Con los valosres )romedios y las concentraciones se traza una curva
standard,en papel semielogar{tmico,que en nuestro caso,resulté ser
una recta.Bn el e¢je de abscisas se ropresentan 1los halos de inhibie
oién y en el eje de ordenadas las concentraci. nes de penicilina
por caja (Grdfico II).
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Lo !gdida de la ¢ thidaa de p.nic 1ira producida sn cadc cala ’,

Iaa cajas I y II lan las que interesan en esfs caso. -

Material, -

l Ca..as Iyl

2.~ Molde I,

3'.- Sacadddcos esterilizado,.

4.- Una caja &éon papeles de filtro estériles.

Se- Dos cajas de agar Staphylococcus gor cada caja de produccidn,

29&1110&.-

em Se marcan las cajas de agar Staphylococuus en la siguiente
forma:

Arribe a 1o izquisrdainombre del cultivo o mz.lo de cultive '

sbajo a la izquierda:MUestras extralfdas de lz caja N° posicién M.

Ne I,II,eta. M: A0 B

A o B son posiciones .r»adtalménte.copustas respecto glel centro

de difusiln como se puese obvserver en le 1’m:na N° 2,

Abajo & la derecha:tiempc Jdel cultivo,

b.- Se &poya la cajac subre el molde N° 1 y se sacan los discos

alosl2 , 2, y 36 mmn del centro do difusibn,colocindolos sobre

1a superficisz del agar-Staphylococcus en posiciones equidistentes

con ~yu uda del molde He 3.

@.- Sé Incubar las cajus durante 16 horas & 37° C,leyéndose los

halos de inhihicibn ean la forma indicada,

.d.- Se promedian los valores obienidos a lguales diatncias del

centro en las distintas cajas,consignando los valores en una ta-

bla (Ver pig. 49 tabla N° 4.)
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6.~ 8¢ representa en papel milimetrade :los halos promedlos,en ordenadas
Yy on abscisas,las distanclas alc centro de la cja.Los 3 puntos expe-
rimentales rerresentan una recta,

L+ Por extrapolaclién se determina el halo correspondiente a les dlscos
desde el centro de la caja hasta el borde.

g~ En la curva standard (gféfico Ne 2),8e busca la cantidad de penicilina
por caja que corresponde a los distintos halos y en la tabdA 1l,s8e bus-
ca la cantidad de penicilina po disco.

he~ La cantidad de penicilina de cada disco se multiplica por el ne de
discos correspndiente al amillo circular del mismo radio del cual
ppoviene el disco.

i1.- Se suman los valores antetiores y se obtiene la cantidad de penicili-
na por caja.

El n9 de disces correspondientes a los anillos circulares de radio cre-

clente desde el centro de la caja son los sigulentes:

Radios del anille suyperficie del misme N9 de dlscos en cada
anillo

0 - 6 mm 1.13 em? 4.0
6 - 12 mm 3,39 " 12,1
12 - 18 mm 5,65 " 20.1
18 d % mm 7.91 " 28.2
24 - 30 n 10.17 ” 3603
30 - 36 mm 12,44 " 44,0
36 - 42 mm 14,70 " 52,5
42 « 45 mm 8,20 " 29,2
Superficie del discoe:s 28,0 mm?2 Diémetro :0,6 cm
Superficie de la cejas-63.61 cm? Difmetro: 9,0 cm

Superficie de la caja / Superficlie del disco 3 227 ,
N0 de disces en la caja 227,
Voluren del agar : 12 cc .
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¢.~ Témmica do preparacién de las cajas de difusifn de penicilina,

e usa lc misaa téonica que en el caso de la produseién de penicilina,
La Gntca variacida eaqque an este easo, en ves de ponar en la parte
superior del anillo central 0,2 ec¢e de agar con esporas 0 mieelloy peo=

nemos 0¢3 6¢. de agar con penicilina disuelta en &1,



Halo de suhibsrrs,
4 inieit
:(efrf-ﬂ’ﬂ tacicn de fos hales de iny-
bicidn en ;-/umvb’w de fag distencas al
ceatrs de difu s ion.
45.0 b
Gritico 1.
Abseisas: 4 mm. ~ 06 mme radco
2 Urdena das: Tm = 2.0 mp Cubybicisn .
350}
i
w0 §
2
!
250} t
a0
50|
4004
6.0 & " " 1 3 L g A 't
o & 10 1 10 25 30 3 40 usmm nd:'o_dehc'a/édgﬂm'
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Tabla N°® 1 o= -1~
Elneibh eatre Ln Uniiiis S/enln o Las Ui
Un/ caja Un/diseco Un/caja Un/disco
1 0.0} 24 0.1l
2 0.6.6%2 23;3 ozﬁé
0.01 32.05 Qe
0'-01 ".0 OOJJﬁ
0.021 3%'.5 0.1
0% 3% 0:1%
§ o00r 2w 0.357
YR B O
1045 0 o5 0.1
11.0 o;olgg %g.é 0.1662'
1.5 0.0 38.5 0.168
2% & B v
1340 04057 Lo 0.175
13,5 0059 Ioe5 0.177
0 0.061 2.0 0.179
‘5 0,06 l;J.:.S 9,182
122 e 123 0.18
12':0 0.07¢ 150 0.188
16% 5 0"0072 ﬁo 5 OI. 190
e oo g S
1g':o 0.078 %’.o 0.197
18,5 0.0 I.Ltz. 5 0,199
19% 0.08,2 0 0,201
19 ‘s 5 0'-0 }4-6‘0 5 00%
26,0 0.08 7.0 O»
20.5 0.089 ch.s 0,208
211;.0 g.ggl lﬁa ‘.% 8’%2
2240 05092 190 0,21
22,5 0.098 g.s 0.217
B
iﬁg TS 5140 00223
(0 5 0.107 o) 0,225
s o 28 E
2 :3 o:u% 2.0 0,232
2645 0.11 5395 o.zg%
9 SIm &y 0wl
o oz 5540 05220
ST S
29.0 [\ 2 ° .
29,5 0.229 5645 0.247
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Ve= Resultados experimentales,-
ae- Bstudio de 1ls 51£gsi6n en el =car,

Medlants el método experiment.:l descripte
fué estudiado el ferdmsno de la iifusién de la penicilina potésica
standard y ac la penicilina gu: se va produciando en la cajJa de produc
duceién.

Le difusién fué estudiade en jos medios de
cultivo diferentes.

o ElL primeramente utilizado fu’ agas buffer
PI 6.C.Fostericiuanio en vistc 38 que no hobfz destruccién en agar
macerado de rafs (phg. 27),se continuoron lus expcriencias en este
medlioe

Los mesultados obtenidos en sstos ensayos
se detalilan a coniinuacién:



Dentro del centro de difusibn sc coloenn ¢ ntil des dserscicntos de
panicilinn en agar.

Tienpo de difusifn

h 0 29. 2D 21.2 20,5 13.
W g B0 2 o] 22 B3 10133
7 1:'.8 ;..C l‘-o.) 0.0 060 CaC 060
2n 3 W0 30,6 2842 25 21.2 20,0 1
L 5 38 5%.5 22.9 %og 150 13. 805
7 2L.0 17.0 1.5 8.0 o0
9% h - 3 %;,5 S To! =wm=' ewm= 18,5 1,.5
. oo 2’,.0 - mes - avaban '10.
120 h 36.) 32.0 gg.c ;.J.O <_L.O ?.0.0 1?.0
. O. .S 20. 19.5 .0 mos
3 20 % 378 2.0 1..5 13.5 11.0 1.0
Curve stnndopd e 0ol dato 23 promedio de % detcrminacionos.
Wempo de prep-racllin mia-des/ oajn
5 500 o 100 50 10
B h 'éé(o’lg ?J-I.ob s 09 "‘8 ??09 05 1"07
2h . ":'” . ,l.uo 1Z.0
96 h —os 7&.1‘_ 28, gg.l 23,6 1 oz
120 b 5.7 52.6 8.0 i1 19.9

Pos. N° Uniladee / 0.3 nl

150 90 30 15 9 3

Halos oxpma 109 €en M.

300

R

%

310

rlo

Ponic.uli.na caloc dn on 0.
. 150 20
o1 Un. 1'77 Une 25 Un

"8 Un---
13 2 Un.

PRes [ S S
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Fesultados de las experienclus de diltusibdn realisins con agar wb.j,pas,zn .

Dentro del centio ae difusiéu se colocan 0.5 ml @en cantidedes decre=
clentes de penicilina disueli: an agar.

Tig:apo D1 co We 300 / 0.3 ml 90 / 0.3 ol 50/ 0.3 ml
@ B = TP I ED e IR O GG T AP e - MBS Pes - e — G ae - S8 M b RGP Ot e e O SOED B |
a1 fasién HALOS ixpresados en mm . i
...... --.—--'---"----“--—"- —-~-—---~----~--—-----—-—---~”
72 hre 1 740 7 8 0 |
B e B
i gi:o 2970 2105 E

g ’_.' 2600 2105

2040 Sm=e 19.0

3 eooae 19.0 PRy,

95 hra 3845 3540 33.5
326G e orentas
?’o 5 5 28 «0
'Z’. 3 nananay LT
2).0 25.0 - 2.5
-3-- -fl-- 18.0
120 hrs

%20 28.0 26.5

hamatadnd 26. 5 —m—

2545 23544 23.C

aha-epdp e ey &

OI=ICVWIHS NP O~IOWAFVIN Y

!
'

3

[ ]

o

L]

®

W

Qurva standard.-

Tiempo Fecha Unidades / caja. ‘
T 10,000 8. 500 5000 1000 100 10

- D D G D S BLED AR - WD b e W — D e P L LR g - D e e S0 AR an @D o> ) U o5 D = an THE) = - T G as @ = @b =D

Oh /Ol =—== 434 Lo.o 38 2945 17,2
0 h.II:: ?}651 b.506 amweses - oman - 3705 29-8 ]Lo6

-
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Ohrs IeIve5l <+~~~ ---- 02 378 29.0 190

0 hrs 5"1?‘:31 - oo - -~ o w o """' 5?.5 28.5 2101
T2 hre 5—17-51 .- - - -~~~ = LB} 375 Qoa 1306
9 his 4aIV=Hl =~ = == o = =< 3.0 3%.1  30.3 18.2
m hrg ?I"'S)n n es & e asw 1}.3.02 n.n 800 19.0
Sleulp .~

Tiempo de ‘ ’

at fusifn. 30 0.3 90/ 0.3 30/ 0.3

72 hrs VS5 87.7% 32,2! :
12 has 12240 35.}0 ll-l-?'!;

Loa cuirow dasfsmsion G - porTAs Gt 0 1o peniellina

ealaulnie mellmta =1 1"tado on axy :duncl:s

2 Atfasisn realisedas

LY

QOB €Ll gy o Dandglidng conelrlal.dr watog Pasultalios se iafiere

Que o8 poalbie comyixnr cantidades Ge penielliine, »ngus no determinars

e .t Jes absolut s

Gon 2stus Wi laned s 3@ lsaesisy e 1: panicilina difunde

degde W Cwit e projuciimigse un 3r:limte e consantraclén desde el

oot e Luels 1r peliferdin d« 1~ o1ie g 98 mAntliena -t%a 1as 120 hyse

2.t Ay

e Pt AL nu e limtrwgw s 51wy sl madlo 3o cultivo eon macee

230 37 dnductzaal,

m todws lao. croos 1: 2if18 ¢alzul- u o8 supurior a la real

en un 100G $.5in endbirgs,88 ade @ lisnr el m3t3de e la comperacifn

de l=: respectivag nctividades 3¢ Aistirtos cepas 0 2n ol estudio Qe
distintos me 103 de cuibive.Cor el objuts e Vv rificsr estas posidille
dades se h:n realizcdo las enssyos que ~ cont:nuacifn de desaribent

VP R T ot
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be= La inflwencia de la composicién del medio de cultivo en la pro-
duceién de penicilina.

BEn estas expariencias se varia la composicién
del me io de cultivo vallarpdo las condicionaes de preparacién de los
extractos de mafz. _
Ss conpararcn dive  sos extractos, cuya nénina y com=
posicién se detallar, a cantinuacifn:

EXTRACTO K° CCMPOSICION.
9 . '. e o o « o o MHaflz Agua Corots.
11 ‘. l. .« v v v s " . " Acldo l8ctico
2 . w " " n |
B e mm " fosférico
W oeevee... %% Amsulfuroso
19(1) e 6 v 0o 0 o o v L n Acido lfctico
15(2e v oo een = moa « o

MeAe s o« o o + o Mecerado de mafz irdustrial (argentino), !

MoU.Sehe . " «. » " TeSeAe

[ ]
-
o -
L
L

1 ¢l cafiftulo de preparacifn de los medios de ¢
cultivo se indica la composicién del medlo de cultivo empleado en las

experiencias,es deccir, del agar extracto de mafz,
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Influcicia de 1o coupocicids de! malic e wultivo «n lu produceldn de

penitcitina. -

Inbdculc pre,. ralo con micelio.=

D“(Y WHev_iio e 96 horas 120 horas
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Fesumen del CUalro n? 5 o=

Medio 4 cultivo Penieilina procccidn por 1ls cepa A3 °
:;;':nndo la compo:-1cidn del medio de cule-

96 horas 120 horas

& U} Unidades 193 Unidades
By -2 2 -
5, W %4
313 106 ] 11 ]
Pih 91 " 339 .
B 218 " "

1X1) m"

B g 2) 25 . Wl .
MoAe 351 " 549 "

U.U.S.A LA ) Lo2 "
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Las experiencias anteriores nos demestran que
o> m*230 siive par~ comprrar la proluceidn de penicilins variande

la composlcibn del i 2o de¢ cultivo,

B evllcnts la Influencia el Aelle lAaetieon

en la produccidn de cenicilins.

Se encuntrd mn riximo rendimiento - on extrac~
tos de afiz efectundos con &eido lictico y snhidrido sulfurcso em
cantidades alecuadas.

Las cantide=des rrodvicidas cor los extractos
16etico-sulfuroso sou apro..imadurente lac misan que las producidas

con los macerado inductricies s mnlz,

- - > w - - o o o



Las sxperisncing renlisniag montes
niands oonstante 1o Saaposicifin dol medio de oultivo y vurisne
do 1 cepa de prodwucalifin demasstran Qe es posidls ~sliaar el
nftado descripte en 1n selscuifn de cepnse

. 3» utdliscren ainoo ospas ds Pani~
alltim chryseguam 2ntro ds elins gmtamtes iniucidas por
irraatoaifn ultrevicizta Aesceniluntes de la ospa Q¥ 176 .
1a gaonta fuf alslndu en el lnborntorio de Jlordbiologioe
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En las tablas que mis abajo se leerfn,se oonsigha &t
1n colmrmn Droduatps el producio de Lo rdlaneds da ¢oads 82048
por el Paator aorvesvandiente dv soncrdo & 1 posieiGe
qe oMapa respectn sl Camro s attusi® (var pirgs 370

> O & e &0 o & & @ o e



Cuadro N° 7=

Cepe "3®

120 hrs

Dicco K° Hanlo promedio Potencla de

cada disco

1 L;B:.a 61:.2

2 2.9 12.5

3 3845 34508

4 51.5 0.4i38

5 2.3 04076

6 20,2 0.0162

7 o3 0.0027
8 10 0.00109

1 h2.3 19550

2 38,5 6,56

3 3.1 1'.798

L 3047 0.678

5 23.1 0.32l

6 22.9 0,070

7 .8 0.0227

8 15.0 0.0076

Producto de la
pot. x N°® discos



~63=

Ospa 3 Disco N° Rnlo promedio Potcnelam Producte
96 hrs 1 l;.7‘.9 52;.‘.6 694.1
2 llz_o'l 11‘.81; 52'092
3 3832 3’-11; 61'.86
4 3149 0.82 11.66
5 26.5 04100 3.23
6 2.1 04021 0.83
7 16.0 00046 0423
8 8.0 0 .00043 0402
SUMA ceeoccscceccncs tescces ceesscessvsscassscecsasee [2UeB5
120hs 1 39+l 8 105.47
2 3640 3t Up.0l
3 3243 1.074 21.16
I 2941 o‘.h.28 10.36
5 2649 0227 T.33
6 2.1 04058 2.29
7 18'.6 00214 1,05
8 15.2 ©.0080 05

Sm-A 0000000000000 0°0¢0:0000000:8:08:0000008000800000° 1& 015
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Cepa W190 Disco N° Halo promedio Potencia Pmiucto

96 hrs 1 W 2104 2.8
2 37.5 2.5l 11.37
3 320 0.590 1.8
b 2543 04071 17
5 17.5 0.0062 0.20
6 12.3 0+0016 0+06
7 T2 0000376 0.02
8 S — --e-

120 hrs 1 43.45 27.2 33549
2 38.45 6434 28.34
3 33416 1.381 27.20
L 28.63 0.372 900
5 23.45 0.082 2.65
6 1840 0,018 0.71
7 137 040058 0.28
8 9.1 0.0015 0.08

SWA P0e00900s - 2000900000000 00000p00eore0

cevsverscicece LOle16




5=
Copa W7 DisoN® Ralo promsidio Potcnein  Producto
96 tre 1 16,8 Ml L5708
2 40.5 612 27.35
3 X1e0 o922 18,
L 335 0e18, leli5
5 2049 0.0197  0.636
é L'.;.G 0'0003 0'012
7 8.9 0.00060 0.03
8 6.2 e
1 I QPP . Y £+
12p hre p 8 10597 29-1# 365009
2 5940 .21 32,9
3 3Ue2 .97 554609
4 29,6 zz;.z 12,196
5 2641 0.18, 5494
6 1927 0+026 1.037
7 15"2 O.QN G'o”ll.
8 20,7 0:0023 04129

FUN 0000000000:0:000:0:0:080000:000000000000000008800000 l;.ﬁ.BBS



CEPA EJGe Disco I°

L

Hnlo pionedic

Potencia Producto

96 hrs

O =3 0\t & U N

mA D0089000:92000000°0:000000¢8000200%0000000

120 hrs

-~ O \n F N

D

32,7
7.8
1945
el

646

ey
L ]

35
3040
2646
0.5
1640
1.6

8.0

04656
OelLi9
04076
0.013
0.0026
0400052

2,018
€557
0e220
04037
04020
040029
0,00105

8,08
0467
1.5
0.5
0,08
0401

(I NN IR X m.“

2,92
2.9
Lag
0.69
0.32
0.1
005

nA 0000000 0°0000000800008008¢08:0800000080¢00080080000000000 52092
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Cepa PEnicilina producida 1 ]
S ol 12 hor

"s" 895 Unidades/eaja 336 Unidades/caja

5 82l " 162 "

w 190 28, " Lol "

LR 551 o ho

E.G. 10 " 32 "
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Lz cepa "S" @S la que mzyor rendimientc pro=-
duce a las 96 horas de cultivo sn caja de Petri.Zn las 2 horas
subdiguientes estz capa cdestruye 2/3 de la penicilina producidas

La cepa 3 produce a las 96 horas un 8% me=

nos gue la cepa "S"%,Jdestruyéndose las 1/5 partes de la penicilina
producida en las 2/} horas subsigulentes.

La cepe i 47 produca 8 lag 94 horas,la ter-
cera parte de la producida por la cepa "s‘,ipcromontaldo la pro-
duccién en 45 en lus 2. horas subsiguientes.

La cepa E/G. (cepa aislada en el lsborato-

r10),nroduce a las 96 horas 10 Veces mends que la cepa "S" ,man-

tenianlose la misma relacidn a las 120 horas,

Ds 1o axrzresado mids arriba,ve:03 qQué &S poO=
sibls utilizar el método propuesto en la gseleccién preliminar de

las .epas para conocar su comportumiento en la produecidn de
penicilina.




Vi~ Malidas
ne 10- 3:.0nd13008.7er descri olln plge T2
Ne 2¢» CuJa Jo proimooifn 33 penicilini,donds han sideos extraldocs
108 dla00s 0ndn 2 aoras.
¥ 3e= Mlos Go Anhidloifn 3s las posiciones 3,5 7 7 oepm 8 *

B ler » » . ¢ e . nr a W 3
H® G @ @ " LI ® « 4 w e ;19
'.‘... « a " . » . o e s g9
W Te= * ® . " » X e o ® Sele

Las fotegr-.flas san 4e tamnfild natural.
RBe a_c' elle n° 10
N9 * * 2
1o~ " " 3.



Limina N°1.



7e® 300-boc los de noRro inoxilidle ds 6 n « de Aifmetro x 6 mns
4e alturn X 0,1 mi. de espesare

Be= Trocito de gon *latex",

Cs= Soporte del s-cnbos Jdos.

De~ Trozo 3a algodfne

Es~ Extremo donle se insert~ un tudo ds gowm lntex &s 350 cn,
48 1lnrgo y 48 8 mie 30 esrescze Al tube de gom: se wlosa uns
pdecita buc 1l de 6=8 co. de 1l.rgo de vidrio ocoxfin.

Feoe TrOs0 fperior del ¢:pilar de 22 e de longitul.

Ge= Trozo inferior del enpilur de 20 me de langitul,

El ¢ pil1 r tiene 0,9 me luse
El seccbhoc Jos dabe aluatarse n 0el7=0.17 txie ds Ll bLise ded su=

onli 8008

T T ST




L amina N33,




Ldminz N°4

Ldmina V°5




S

Ld'mcena V6

lanl"na, ﬁ’o-’




MOLDE N°3



VII.~ CONCLUSICNES

Bn el trzbajo que anteceds se describe

un método sencillo de estimacidn de substancias antibidticas.

El objeto del migmo fué desarrollar uma
técnic: sencilla y de fAcil aplicaeiln an el laberaterioc dem-

de fueron realizadas estns experienclas.

Se hizo posible comparar la proiuceibn de
penicilins en medlos de cultivo de conmposicibn diferente y la
produceién de penicilina en un mismo medio de cultivo por ce-

pas diferentes.




T8>
Vile» MENTRy>

50 Ssocribes wWn BLUiO Pcn 1. dsSyrmimme
afn e 1 ¢onffded dc nanintidn- oue aliverle Sedii N GGLIB Je mo=
Seolln an el agn oomtnids an 1 pleon de retirt,

ror ujliosaidn Ge (1Mo witads ha alde
poaidbls optadlugaes dau ALRLoNSew Qonciusicnod:

le= Vo penicdddina uisaslh. en agar 3 dlse

tinto comeatetn ¥ rntatida - 1o Sepuratiun de 28°C no se deslruye
" huste 1.0 126 teens. | '

o= Lt paalcllide dlsuel% b ooy 7 oo

oo:xia on ol oomtizo 20 wn plea: A< it Gfwnin rfrddnnects amnde
nifndose " o-ddonta @ i Pood J2 pravietrv nustn lus 120 hernse

m entrg reniiosones mw;rm 1~ paydeilina ne 8¢ degtitpre.

3o 18 apliscrotfn 4¢) =*tode ha purtitds
G mvalior Aferenodas Yy ureding & 1a produkiss o pentollina
por la Infi A d21 mediy de ultdve hodidedoss casprobadc Qe Ade
Sorawes Tnoeruios de mnls producen cuntidades d1s3intes Ge e~
Uee . .

Ge* A 1a nimin oonolusifn se llags an
ol oagc & la vardngifn &2 1.9 2:0ug.

S %0 28 posiide spliear el preoedie—
niaile pera cooger L ¢ rniidald aSsooma de paanloilinea formsis en
o) cuntry As profucnifn vor euanto 1o v-elores obtaniios axsedan
onsi mm_nl.oo £ 1la ontinsd de pentcilina oolodnin en ¢l o-ntro 4e
d1fusifn .
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