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I.- Objeto del presente trabajo

En octubre de 1949 fué aislado en el labo­

ratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Exactas,
Físicas y Naturales un hongo que producía la inhibición de l
desarrollo de un coco aislado de la boca.

I

Se efectuaron los estudios requeridos para

su identificación y al determinar la naturaleza del microbio ais­
lado de reconoció su identidad con el Penicilliun notatum.

Este hecho nos induJo a adoptar definitivamente

comotema de nuestro tabajo de tesis, el método de producción y do­
saJe de penicilina que vamosa describir.

Nuestra decisión fué tomadaprincipalnen­
te por la falta de recursos para poder realizar de manerasiste ­

mática y simple el estudio correcto de la producción de penici ­

lina en forma cuantitativa en las condiciones precarias del la ­

boratorio en que fuera realizado el trabajo.

Al mismotiempo, pensados realizar una con­

tribución para la simplificación de los métodosque se utili ­
zan en tales medidas.

El nitodo ideado para el estudio, consistía
en terminos generales en la aplicación de una variante de la

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



La idea general que guió nuestro trabajo con!

sistió en estudiar la concentración del antibiótico que difunde
en el agar desde un centro donde está cultivado el Penicilliun nota­

tun en el medio apropiado.

Uhavez fijadas las condiciones de la tecnica

lo que demandóun trabajo considerable, fué posible estudiar dos
problemasdifenlntes.

El primero fué investigar la influencia de la

composición del medio de cultivo en la producción de penicilina.

El segundo, la influencia de la cepa en la pro­

ducción de penicilina.

Por tratarse de la adOpción de un métido para ob­

tener cifras significativas en la comparaciónde la influencia de

diferentes variables, fué necesario "etandardizar" de la mejor ma­

nera posible todos los elementos: materiales, substancias y tecnicas

quequese utilizarian.

Por eso el trabajo es esencialmente el del estudio,

elección,realización practica y critica del métodopropuesto.
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II.- Antecedentes.

1.- Los problemas de la producción de antibióticos.

Con el descubrimiento de la penicilina hecho por

Sir Alexander Fleming (l), se abre al mundocientifico el impor ­
tante capitulo de los antibióticos.

Cabea la penicilina el mérito de ser el primer anti­

biótico descubierto y estudiado a fondo.

En 1928, trabajando en el St Mary's Hospital, en

Londres, Fleming observó que un hongo era capaz de inhibir el de­

sarrollo de una bacteria. Y asi lo comunicaen (1) y dice que "tra­

bajando con variantes de estafilococos, un nfl de placas fueron de ­

Jadas de lado en el laboratorio. En los examenesperiódicos de las

mismas, estas se contaminaron con microbios del aire. Se notó que

alrededor de una de las colonias gigantes de un hongo, las colo ­

nias de estafilococos se habían hecho transparentes, y era obvio,

que habian sufrido una lisis .... Se encontró, que el caldo

en el que se había cultivado el hongo, a temperatura ambiente,du­

rante una o dos semanas, habia adquirido gran poder bactericida

y bacteriolitico a muchasde las bacterias patógenas más comunes".

Este caldo, en que Fleming cultivaba el hongo- que

resultó ser una cepa del grupo Rnicilliun chrySOgenunsegún Thom­

fue 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 Biochimical Journal 26, 1907 - 1918 (2) ,

describen por vez primera un intento de aislamiento de la substan ­
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cia bactericida.Citan también ,por púnera vez, la composiciónde un

medio de cultivo para la producción de penicilina.

"El prOpósito de este trabajo,es describir

el aislamiento del pigmento (chrysogenina), de 1a proteina, usando la

cepa tipo de P.Chrysogenum N9 26 Thomy los ensayos preliminares de

aislamiento de la penicilina, usando el cultivo de Fleming".

Utilizan un medio de Czapek Dox modificado.

Nologran aislar la substancia bactericida por

ser ósta sumamentelábil,pero hacen observaciones de nior reSpecto
a su estabilidad.

"La substancia antibacteriana es extremada ­

mente lábil haciendose inactiva durante la evaporación de una so ­

lución etérea en una corriente de aire y por evaporación, in ggguo,

a 40 -45fl:en SOLüeionesácidas o alcalinas. Es, sin embargo, más es­

table a PH5-6 y puede ser extraída con éter de una solución áci ­

da ".

Aparece en 1935, una publicación de Reid,B.D.

(3) ,donde intenta aislar 1a substancia sin lograrlo.Desarrolla el
hongo en un caldo de ternera incubando durante 7-10 dias en un medio

sintético durante 20-25 dias, pero en ningún caso cita la composi­

ción 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 obtención intenSiva de la producción y la aplicación te ­

rapéutica de la penicilina.Lo¿ran preparar un polvo de color casta­

ño facilmente soluble en agua y de un poder bactericida muchomayor

que el que poseia el filtrado obtenido hasta ese momento.

En 194l,continuando las investigaciones ante­
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riores describen (6), precisamente,2h preparación en escala semi­
induetrial de penicilina, utilizando el mismomediode cultivo

que Glutterbuck y sus colaboradores emplean en el trabajo más
arriba citado.

Obtienen un producto que posee alrededor de

40-50 Unidades Oxford por mg. Definen a la unidad Oxford como la

cantidad de penicilina que disuelta en l m. de agua produce una in­

hibición del St.aureus de 24 mm. , por el método de la copa o

Describen además, con detalle el método de la

copa, que con pocas modificaciones es el usado hasta la actualidad

para los controles de potencia, en las fábricas de penicilina.

Challinor,S.W. y Mc.Naughton, J. en (12), pro ­

ducen penicilina en un medio de Czapek-Doxmodificado y encuentran

que en un medio con buffer de fosfatos, se obtiene un aumento en la

producción. observan además, que el C a C03 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 producción de penicilina.

Encuentra que añadiendo a los medios de cultivo 90:3 steep licgo:

(CSL), se produce un incremento enorme en la producción de penicili­
na.

El problema de obtener medios de cultivo donde se

aumente el rendimiento era y sigub siendo estudiado en todos los la­

boratorios que se ocupancbl tema.

Asi, Cooky colaboradores publican una serie

de trabajos, (18), (31), (32), (33), (34), (48); (50) y (57),donde
estudian la activación en la producciónde penicilina por distintos



eztractos,eetudian las distintas fracciones,la subatitución del CSLpor

extractos de arveJas, pero aunque obtienen buenos rendimientos, en nin­
gún caso éstos superan a los Obtenidos con CSL.

Coghill,R.D. y el grupo de investigadores del Northen

Regional Research Laborabries, Peoria, Illinois, USA,continúan estu­
diando el problema.

Resultados de gran importancia se infieren de estos

trabajos.En ellos(39) y (40) describen la producción de penicilina en

cultivo superficial y sumergidorespectivamente.

En el (3),describen la producción en cultivo superfi­

cial,y estudian la influencia de diferentes fuentes de C en la produc­

ción,encontrando que la lactosa y el almidón son las más utilizadas
comofuente de energia en la biosintesis de la penicilina. La adi ­

ción de CSLen determinadas concentraciones (entre 7.4-12,5 fl) pro ­

duce el rendimiento máximode penicilina,habiendo aumentado la poten­

cia de los caldos de 2 a 200 unidades por CC.

En una publicación posterior (40) indroducen el

cultivo sumergidoy agitado para la producción de este antibiótico en

el laboratorio. Estudian la influencia de la hctosa y el almidónen la

producción y encuentran,eneste caso también que la lactosa es supe ­

rior al almidóny atribuyen la diferencia a la mayorlentitud enel

proceso de hidrólisis del almidón.La lactosa es también superior a la

glicerina y a.la glucosa y quizas la razón sea que éstas últimas son

consumidas por el hongo en su desarroIb, no dando tiempo a su utili­

zación en la biosintesis de la penicilina.

Parece ser, que para la producción de penicilina,

sea menester un hidrato de carbono lentamente asimilable y este papel
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parece desempeñarlo la lactosa. En estas condiciones enperimentales,

la producción optima se logra con la mitad de las concentraciones que

en el cultivo en superficie.

En una detallada publicación,68), Bovden,J.P. y Peterson,
W.H., la influencia del CSLen la producción de penicilina. Ensayan ma­

teriales naturales de los másdiversos origenes-hidrolizado de caseina

harina de pescado,extracto de levadura, tejido de tubérculo de papa,

leche en polvo,harina de soja,extracto de papa,higado solubilizado, ca­

seina, harina de carne, no encontrando ninguno superior al CSL.

Estudian también extractos de maiz,hechos en distintas con­

diciones elperimentales,fermentan macerados con levadura en condiciones

adecuadas de aereación encontrando en este caso,un aumento del 20%res­

pecto de los macerados no fermentados.La adición de células de levadura

al ls sin fermentación parece aumentar la potencia de los macerados en

un 10%.

Respecto del CSLdiremos que es un extracto acuosa de los

sólidos del meiz extraídos en un medio de pH cercano a 4 y con una con­

centración de 802 de 0.o-O.2 fl y a temperatura de 48-5000 sufriendo al

mismotiempo una intensa fermentación láctica.

L1;gett,R.W y befler, d. (6!) definen al CSLcomoun

concentrado de los sólidos solubles del maiz que ha sido extraido

durante el proceso de "steeping" a pH4 y a una temperatura de 45-5290

en presencia de 902 y de una fermentación láctica activa".

Moyer,A.J. y Coghill,R.D.(89) dicen: "El CSLes un

subproducto de la industria del almidón. Antes de que el grano sea

molido, se macera durante 30 horas más o menos en agua conteniendo

originariamente de 0.1- 0.3 fl de 902 .El agua ha lavado previamente el

almidón y pasa a través del tanque de depósito del gluten. El agrega ­



do de 302, al tiempo de comenzar la maceración, inhibe la fermentación.

Antes de la concentración se produce una fermentación láctica en gra­
do tariable. Hay una variación considerable en el contenido de azúcar

y de ácido láctico". a

BaudenJ.P. y Peterson W.E. (53) ,lo describen co ­
moel extracto acuoso obtenido en la manufactura industrial del al ­

midón,gluten y otros productos del maiz. Se concentra habitualmente

hasta una concentración de un 50 % aproximadamente y es muy empleado

en la manufactura de productos alimenticios comerciales".

El descubrimiento de Moyery Coghill abre un nue­

vo derrotero en las investigaciones acerca de la producción de la

penicilina.

Cuál es la substancia que hay en el C.SL que incrementa la producción

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-ácidos del CSLpor el método microbiológico.

Knight,S.G. y Frazier,w.C.(30) describen los efec­
. tos de las cenizas del CSLen la producción.

Coghill y colaboradores (39) estudian la influencia

de diversos metales en cantidades cataliticas,de distintos aminoácidos­

glicina,tirosina,alanina,metionina,triptofano,valina,prolina,histidina
renilalanina, y beta-alanina-, de diversos factores de crecimiento

acido pimélico, acido nicotinico,tiamina,inositol,piridoxina, pantote-,
nato de sodio,biotina y p-aminobenzoico- y no encuentran en ningún

caso a ninguna de las substancias mencionadas comoreSponsables de

incrementar la producción de penicilina.
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Trataron de aislar la fracción activa,fraccionando el CSL
por membranade colodión.La fracción dializable,despuás de concentra­

da se encontró que era tan buena comoel CSLno dializado para el

desarrollo y la producción.

una extracción prolongada a pH 5.0 con n-butanol o eter

etílico parece extraer algo que añidido al medio standard en vez de

CSL, aumenta algo la producción.

Añadiendo volúmenes grandes de acetona o de alcohol eti­

lico al CSl se obtienen capiosos precipitados y en términos genera­

les, se puede decir, que a mayor precipitación, menoractividad hay

en el filtrado. Sin embargo, no ha sido posible obtener ninguna frac­

ción que contenga el principio activo.

Siendo el CSLmuyrico en substancias nitrogenadas se ue

tilizaron otras fuentes de nitrógeno tales comoharina de soja,.ha ­

rina de pescado y papilla de maiz entero, pero sólo produjeron aumen­

tos pequeños en la producción.

Es tan vasta la producción bibliográfica en este tema

que por razones de tiempo y de espacio no se pueden consignar aqui;

En la bibliOgrafia del presente trabajo se citan solamente los tra­

bajos que hemos logrado conocer, sin pretender baJo ningún punto de

vista haber agotado el tema.



2.- Mádotoeexperimentales de laboratorio y de escala semi-andustrlal

Desde el punto de vista de sus caracteres de cul­

tivo el Penioillium chrysogenumpuede ser desarrollado en dos tipos
de cultivo.

El cultivo en supegfiigie desarrolla el hongo en

la superficie de capas delgadas de medio de cultivo líquido. El

hongo consumeen su metabolismo los nutrientes - que encuentra en

ls .superficie del medio, que por un proceso de difusión se van reno­

vando; hasta producir el agotamiento del medio - y 02 del aire.

En realidad, el métodode cultivo en superficie
en la actualidad, sólo tiene interés histórico, pues ha disc su ­
plantado definitivamente por el cultivo sumergidoy agitado.

Todoslos trabajos realizados desde el original

de Fleming (1) hasta el (39) de Meyery Coghill, utilizan en la pro­

ducción de penicilina el métodode cultivo en superficie.

Es, en la comunicación que hace el grupo de in­

vestigadores de Oxford (6) ,donde se describe explícitamente el

primer métodode producción en escala semi-industrial de penicilina,

con cultivo agitado. Llegan a obtener unos 500 litros de caldo fer­

mentadopor semana,utilizando unos recipientes de poca altura dispues

tos en una mesa especial que pentte la renovación continua de medio

de cultivo por un sistema de succión.

Moyery Coghill en (39) describen la producción

en escala de laboratorio,utilizando comorecipientes,Erlenmeyers
de 200 ml de capacidad conteniendo 50 ml de medio nutritivo.Lol

frascos se sembraban con esporas secas e incubados durante varios



dias a 24 9 C. Es en este trabajo donde, estos investigadores descri­

ben eXplicitamente el uso del CSLen la producción de penicilina.

E1 medio de cultivo empleado tiene la siguiente composición:

CSL I O O O U O O O O O O 0 O O o
Lactosa monohidrato . . . . . 44.00 gr.
Glucosa monohidrato . . . . .. 2.75 gr.e o e e e o e e e o o gr.

e e o e o o s n o e o e gr.ooe e oeea ee 0. gr.
e e e e o o e e e e 0.044 gr.eeeeeoeeee 0. gr.

destilada e e e oe e e gr.
PHinicial 4.5

En escala industrial, varia solamentela calidad, la
cantidad y la capacidad de los recipientes.

Se usaron botellas de leche, frascos cónicos especiales

construidos para tal fin. El uso de botellas de leche simplificaba el

problema del lavado, puesto que habia máquinas de lavado en todas

partes.
En cada botella se ponia una capa de medio de cultivo

de espesor variable entre 1-4 cm. Losfrascos, una vez esteriliza ­

dos, eran enfriados y sembrados con suspensiones de esporas, o espo­

ras secas mediante un pulverizador.
Las botellas se incubaban a 249 C. durante 5 a 8 dias en

los E.E.U.U. y durante 8 a ll dias en Inglaterra.

El ggltizg_ggggggigg desarrolla el hongodentro del

mediode cultivo. El hecho de agitar y aerear el frasco, durante la

fermentación hace que las particulas se agiten en forma helicoidal,
desarrollando en grumos.

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

El hongo se cultiva en Erlenneyers de 300 cc. de capa­
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cidad que contienen 125 cc por frasco, esterilizándose el medio durante

20 minutos a 120 CD.Lainoculación se efectúa con una suSpensión de es­

poras del hongo o con eSporas secas,previo añadido a cada frasco de 1.2

a 1.5 gr. de Cacoa estéril. Probaron un nuevo tipo de inóculo, que con­

sistía en sembrar eSporas en un medio formado por las sales standard,

30.03r de lactosa y 55 ml de CSL.Este medio se distribuye en Erlemeyer

de 300 cc de capacidad, a razón de 125 cc de medio de cultivo y se agi­

ta durante 2 o 3 dias en el aparato de Boss-Kershav. En 1a inoculación

de los frascos, se utilizan de 5-7.5 cc del cultivo preparado en esa
forma.

Estudian la influencia de la lactosa en los rendimienp

tos y encuentran que con una concentración de lactosa de 3 fl produce

máximode potencia (80 Uh/cc) después de 6 dias de incubación.

La concentración Optima de CSLfué de 4 % a los 6 dias

de incubación. Ese 4 S de CSL, significa una cantidad tal de CSL- que

es un concentrado de los solidos de maiz de alrededor de 50-55%que

en el medio de cultivo final hayan 4 gr de sólidos del maiz por 100 ml
de medio de cultivo calculados en base a 1a concentración del CSLemplea

do.

En escala semi-industrial,Stefaniak y sus colaborado­
res describen con exactitud y proliJidad (55) una planta piloto de

producción de penicilina. '

El diseño y manejo de la planta está descripto con

todo detalle en el trabajo citado.

Los tanques de fermentación tienen una capacidad de

100 galones.

El inóculo se prepara sembrando en placas con es­

poras conservadas en tierra y se incuban durante 4 días a 239 d.
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. DeSpuósdel periodo de incubación, las placas se conser­
van en la heladera hasta el momentodel uso. una suspensión acuosa de

las esporas de una caja, alcanza para inocular 2 frascos agitados, que
contengan 100 m1de medio (table_l). Mientras, el medio 2 se esterili
za en el tanque-1nóculo.

Table 1.- MEDIOS USADOS EN LAS FERMENTACIONEB.CONCENTRACIONESEN GR/lt.

SUBSTANCIAS MEDIO I MEDIO II MEDIO III MEDIO IV

. . . . . . . . . . . . . . . Ó. . C
Glucosa e o o e e o o o o o o e o o e o e e e
hctosa e o o e o o e e e o o e e eo
Sólidos del CSL o. 20 20 40 20
Nitrato de sodio ...... 3 . . . . . 3

e e e o e e e e e o 0.5 e o e e e 0.5
“8504:. 7 O 0 O o o o e e . - . - - Ó-128
CaCOB o o e oo e e o eo 5.0 e e lo. o 108

Después de inoubado el inóculo durante 24 horas a 239 C

su contenido es transferido al tanque inóculo.

Este segundo inóculo, se incuba durante 36 horas a 230 C

con una aereación de 100 litros por minuto. A las 36 horas dl desarro ­

llo es espeso y tiene la consistencia de la pulpa de papel. Generalmenp

te, 50 fl de la glucosa del inóculo se ha fermentado. 20 litros de este

1nóculo se insuflan a un tanque medidor y luego, se pasan.alfermentador.

fina vez limpios los fermentadores, el agente antiespu­
nante se esteriliza durante 4 horas. El medio3, detallado en la table
l es el empleado en la fermentación prOpiamente dicha.

La técnica de preparación del medio de cultivo es la

siguiente:

A un tanque vacio y limpio, se le añaden los componen­

tes sólidos necesarios para preparar 200 litros de medio de cu1t1.o,

se agregan 150 litros de agua y los 50 restantes son provistos por la

condensación del vapor de agua producido en la esterilización.
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Durante 1a esterilización,enfriamiento y fermen­
tación, los agitadores funcionan continuamente.

Cuandoel medio de cultivo se ha enfriado a le tem­

peratura de incubación, se procede a la siembra.
La siembra se efectúa insuflando en el fermenta­

dor, 20 litros del inóculo preparado anteriormente. La aereación co­

mienza de inmediato. Durante las 6 primeras horas, a una velocidad

de 60 litros por minuto y luego, a razón de 200 litros por minuto.

El sistema antieSpumante automático se hace funcionar a las 6 horas de

comenzadala fermentación.

El agente antiespumante empleado es una solu .

ción al 3 S de octandecanol en aceite de lardo.

Durante toda la operación, se toman muestras a

distintos tiempos. Se analiza el contenido en penicilina, pH, azúcar

total y nitrógeno amoniacal. Se controla el contenido en 002 del aire

que sale de los fernentadores.

DeSpuós de las primeras 36 horas de comenzada la

fermentación, se sacan nuestras para el control de esterilidad. Este
control se hace inoculando 15 ml de caldo glucosa- extracto de carne

peptona, con 0.15 ml de cultivo en fermentación. El tubo inoculado se

incuba a 309 c y se observa a las 48 horas. Los resultados positivos

son visibles a ha l2 horas.
La influencia de la aereación en la evolución

de la fermentación se puede ver en los gfaficos del mencionadotraba­

JO.
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3.- El uso del disco de aga; gn lg elección de la gang.

El uso del disco de agar en la elección de

la cepa ha dido empleadopor distintos investigadores.

Aparece en el Üournal of Bacteriology,

47¡308 (1944), un trabajo de Waksmany Reilly donde describen un m6­

todo de elección de cepas de P. chrysogenumdesde el punto de vista

de 1a capacidad de producción de penicilina.

Desarrollan el hongoen la superficie del agar

colocado en tubos de ensayo de condiciones eSpecificadas. El agar se

deja solidificar en posición vertical. Se siembraen la superficie y

se seca la columna de agar de 7 nn de diámetro. Estos se colocan so­

bre la superficie de agar- Staphylococcus aureus y se leen las inhi­

biciones producidas después de 16 horas de incubación a 379 C.

De acuerdo a los resultados anteriores, se

pueden comparar cepas de diferentes capacidad de producción y hacer

una estimación aproximada,comparandocon inhibiciones producidas por

cantidades conocidas de penicilina,de la cantidad de penicilina pro­

ducida por el hongo.Además,se puede estudiar con este método ol fenó­

menode difusión en el agar.

A titulo ilustrativo,se puedenleer másabajo
la tabla de valores que publica Waksmanen el trabajo de referencia.

N9 cepa Incubación Parte superior Parte central Final de
d as de la columna de la columna la colum

na.
3 33.6 0

41 7 36.3 30.0 0
9 38.3 35.0 16.0

14 41.5 36.5 34.0



v
N° copa Incubnción Parto superior Parte central Final do la

dins do ln column de 1a columna columna
[LO 3 M00 “.‘n

6 l;o.o 3.o -....
#3 .8 9.o -_....

2 ¿203 23.5 -—--—

5 . 0.o --­
h 2 12.5 con...
14.7 . ,0 -__.

2 aa; ¿3.8 ..--­

161 2 “508 00° -"'.25.5 11.5 --­

Repor. ¡iluminó y Coghill (28) describan un mitodo do colu­

pnracidn do cepas :1. J. chryaogonumcon ol empleo dal disco de agar.

oxtr Ido del medio donde ao ha ¿“arrollado o]. hongo..

ACajas do Petri de condiciones especificadas, nnndon20 ul.

dc agar fundido y u h8° c. Um voz frio. se siembra on ol mismo
medio del usar b- sc. una gota do agar inocul-Iclo con espor' 3 de la co.

pa a usar. Lo mismo so hace con unn com do producción conocida. quo

sc utiliza comotestigo de comparción.

Si incubran las cmcs dur nte 6 dias n 214°c y luego, on di­

rección rdial rcspocto del contro ¿lola caja. so sncn discos do agar

desde 1:1colonia hasta el bordo de 1:1c Ju. .ar la utmcciGn do los

discos utilizan un Sac-bocado N° 2 de 5.5 mu. do diámetro. Los discos

ac retiran del 9-:c'1bocdo con una aguja do inyecciones dos mtcda y ao

colocm sobre 13.:superficie de cl er de ugantrzghylococcus según Schmidt

y mayor (19h14) ("9). n15 Cajas sc incubnn ¿[ur-mts La noche c 37° c.

midiendosc al camino del periodo do incu ación los hnloa do inhibición

con npmximción do 0. '5 m.

Las copas que ro'iuccn inhibicionoa ¡sonoros quo 1'15 CO­



4,. y
no tuto, oo doloohnn. cansan-vagon ¡610 las quoproduceninhibido­
noo 15m1.” o mayores quo el testigo.

El e]. “todo que Vamosa describir t continuacian y que

oo ol objeto do maestrotrabajo , utninnos tazaan los disco. do
un nudos de 1a bano do las cajas do producción, poro intentamo­
nogu o un métodocuantitativo pero ol dosaJode mientas.
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m el presente trabaJc ,qua tiene 1a. ¡sa-o­

tensidn de decir algo un poco nuevo,“ describe un métodode estima­

ci‘n de dubstanciasantibióticas,en parituclar,de la penicilina,en el
que sunnyendl discos de agar por una tdcnica adecuada se hace posible

la valoración de la cantidad de penicilina contenida en cada disco,y

por ende,la cantidad de penicilina producida en cada placa.
Siendo la penicilina una substancia crista­

lina tiene capacida de atravesar memllanasy substancias coloidalee

comoel agar.ksta propiedad dedifundir ,es la base del metodoque va­

nos a describir,por otra parte,la difusidn de la penicilina en agar
es el finamente de todos los metodos de estimación de penicilina
en neiios sóilidos.

Brevamente describirenes el mdtodo que nos

ocupa.
De un núcleo de difusión donde cultiva el

hongo,ubicado en el centro de una caja de Petri,difunden las substane
cias antibióticas producidas por el hengo,y por lo tantc,deade el
centro de la caja hacia la periferia se va produciendo una caida en
la concentración de la substancia.

Eztrayendoa distancias distintas del centro

o núcleo de difusión cantidad s iguales de agar,en las que se det!!­

nina la cantidad de penicilina presente,es posible extrapolar en el
grdrico cerreSpondiente,los valores correSpondientee al centro y la
periferia teniendo en cuenta que la concentración ea función lineal

inversa de la distancia al centro de la placa.

Conuna simple representación gráfica y
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con 1.aWa de ¡mncurva standard, se pudo calcular por un MMO
¡memo la cantidad do antibiótico producida¡Sorel tango en un
condicionesWales.

con “to “todo so.1).. posible o].“tune do
dosproblemsWI unh producidadepenicilina

El.prim oa 01 do 1. enlaceth de omo de
P. cuyaogmfiom el puntode vista de su capcom“ de producción

de“Mailing
El segmdo oa 01 de 1.a ¡010001611de los ¡odios

de cultivo.
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Estedudo ee dew sencilla¡puueik'elqre qu. o.

respeten las condiciones fijadas. para poder apreciar loe resultadoe

en tor- correotao _
Ante todo,ln= cajas de Petri, deben ver de condiciona ee­

pooirioadae y todas ig mln.
NosotrosWI cajas de Petri de 71.010Pm ¡BAde ¡OI

is - de fondo¡beolutanente planooh oeleeoih de los fondosrul reali­

zada con amo euidndo, eligiendo“ las que amplían eete audición entre
zoo cajas de Petri.

ll mediode cultivo debe agregar“ e las cajas sobre me

¡eee absolutamentepum, pu“ ui el ash:-el solidirioar tiene igul ee­
peeer en todas eu: partes. le ¡eee ¡Molutamte plan se logr6,niVelen­

do m tran de crietel de 0,6 qdo eepeverda nivolacióntu! rotunda
con un nivel de burbuja.

Uhproblem eerioen la realización de nuestro trabajo fué
el de la esterilización del ubiente del laboretorio.

El laboratorio dondefueronrealizados “tu ¡”Grimm
ee de construida mwantigua. Susme: amante altea y sus techo.
¡Wee lucenquela lilpieze eeeefectua. en poca wortmidndeeal
eney cuandoesto suele,“ en hechoconle anemia de rn laboran
rio de baeteriolocia. la. gran cantidad de perenne que debian trabajar

ainultaneamente en u. maiomba por su movimientocorrientee de nire.
Mmm: horas de labor intensa fueron alemana por oontnninncidnde ln
placas. El problem fui resuelto en la neJor for- poaible instalado ea
cian del lugar del trabajo,“ ligera de rayos ultravioleta y {niguna

0



un liquido esteriliznnte autos de comeozr el tr bajo. La luz ultra­

Violeta se encendiu 50 n 60 minutos antes de comenzar el trabajo. con­

tinuando anocndidu dur nte el mismo. Lu fuaignción ae e;ectuuba con

un pulverizador de vidrio. E1 liquido esterilizunte empleadoera una

mezclnde alcohol, tinol y pronilenglicol.

En el m4amocontro del agar solidiricndo en las enJas d.
Petri. se hace caer un anillo de acero inoxidable. con uno de sus bor­

de biaolndoa. para obtener un cierre hermbtioo sobre la superficie del

EXCELI'e

Los anillos deben ser todos iguales y para tal rin son

construidos a partir del mismotubo de acero.

Los medios de cultivo se vertieron n 12 coja siempre a

ln mismate per turn. para asegurar unn mayor uniformidad de las con­

dic ones OIDOIÍEODÜTIOSI U

E1 inoculo fxfi preparado a yartir de micelio provenienfe

de germinación de esporas. yor cantrifugución y posterior lavado con

agua destilada estéril. trutündo en lo rosible de brocoder siempre en

ln misma forma. Over pagina 31)

Dentro do Variaciones no controlables. las experiencia.

fueron ro ligadas siempre on la mejor forma posible y lxs tecnicas ros­

pet dns en todo su integridad.
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1.- eri Su des r1 c ón re c ón ­

ggjgg de Pet;1.- Calidad: Vidrio PYREXUSA;dimensiones: 90 x 15 mn/s
Condiciólh fondo absolutamente plano.

Agillgg¿- Calidgg¡ Acero inoxidable;dimensiones:440mm de diámetro
0.6“ de espesor 10.6”mmde altura.

fiagggigggg.- Cglidgg¡ Vidrio Pyrex. Ver descripción lamina nn 1

Lgvgd0.- Todo el material de vidrio y acero se lavaba con agua Ja­
bOÏosa hirviente durante media hora y luego se enjuagaba con Zaguaco­rr ente.

Uhavez escurrido y seco, se preparaba en forma habitual,
para ser esterilizado.
' Las pipetas ezactas,después de lavadas,se colocaban en mez­

cla sulfocrómica durante Varias horas. Nuevamentese las enjuagaba con
agua corriente y luego,con agua destilada. Los anillos se retiran de
las cajas de producción con una pinza y con la ayuda de una varilla se
saca el trozo de agar con micelio. Los anillos fina vez lavados y secos,
se colocan apoyandolos sobre el lado del bisel en una caja de Petri,es­
terilizándolos en estufa durante una hora a 1809 C.

Esterilizacióg.4
En la envoltura del material para la esterilización se uti­

lizó papel de diario por no disponer de papel blanco
La esterilización de los medios de cultivo se efectuó en au­

toclave a 1209 C durante 20 minutos.
Le esterilización del material de vidrio, en estufa a 1809

C durante l hora.
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2.- gedios de cultivo z soluciones.­

uedios de gultizo l; gg¿Q9¡.­

Las substancias sóilidas se pesan en un vaso de

precipitados y se disuelven en una pequeña cantidad de agua destilada

hirviente,tomada del volumentotal del medio que se va a preparar.

Luego,se agrega esta solución concentrada al resto del agll y ¡e ajus­

ta el pH.Uhavez ajustado el pH,se procede a sudistribución en los
recipientes necesarios.

En el caso de medios de cultivo con diversas

substancias,conv1ene tener soluciones concentradas de las mismasy
en el momentodel uso diluirlas a la ceoncentración requerida.

Las soluciones minerales no presentan dificul­

tades en cuanto a su conservación ,por cuanto es muyútil tenerlas

concentradas,pero las orgánicas-6oides,azú cares,etc.-presentan el
inconveniente de contaminarse con hongos,por cuanto ,si se desea pre­

parar soluciones concentradas deben conservarse con una pequeña can­

tidad de toluol o cloroformo que inhibe el desarrollo de gérmenes.

En gener¡¡,1as substancias orgánicas conviene
peearlas cada vez.En el caso de necesitarse un volumen grande de solu­

ción a distribuir en distintos reciepientes,en el momentodel uso se
prepara la solucion de cada substancia y se distribuye.

Mediosde cultivo sóilidos.­

El medio liquido se prepara comohemos indica­

do anteriormente .Se le agrega 2’ agar en rana,se calienta en el auto­

clave durante 20 minutos a 1209 C y se filtraykn el 038° de medio.

con algun componenteinsoluble o algun precipitado en suspension,no
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debenfiltrarsepstando por lo tante,dqm‘s de la primeraesteriliza­
ción apto para el uso.W.

Sed n el oase,el pHpuede ajustarse con el potenciómetro
e einphente con la anula de los indicadores de Clark y Lubs.Pare
dilatar el pHelectronetricamente se usó d potencifiletro Thermotron
con electrodo de cidrio.

Para ajustar el pHcon indicadores,“ un tubo de ensayo

se colocan lo ce de mediode cultivo,a tenperattn'abanbiente,0.5 cc
de solución de idicador y se agrega con una piepta Ella Nilo hasta

el pH buscado.

Conociendoel volumengastado," calcula la cantidad ne­

cesarias por ¡tre y se agrega lo veces menos de HortaN/l.

Be ajusta nuevamenteel pHpara controlar si la cpm­
cidn ha sido bien efectuada.

En¡“nl pHde los mediosde cultivo se aJusta con
ayula de los indidlores y el de las soluciones cuyo pHdebió fijarse

exactamente,“ hiso con emula del potencidmetro.WW­
]!l concentrado tiene generalmente una concentración de

M de sólidoan baseal residuodel cmcentrado,detemimdspor
evaporación en estufa de 10006," doula la cantidad de maceradea uti­
lizar por litro de mediode cultivo.

En las experiencias que desc ibiremos a continuación des

sims conagar Ilha los mediosde cultivo preparadosconnacer“.
industrial argentino y con agar MIEL,alos preparados con macerados
industriales norteamericanoy con agar l al preparadocon nacer“

de mais obtenido en el laboratorio.



con.nncnrado do mais dbtcnido cn 01 laboratorio.

Mmmm; EL ü FI'ÏDIOSQECULEIVOz SOLUCIC-m¡­

o o o o o o o o o a o o m 8
ÁM‘M‘ . O . .. O O O U . O O Í g c
¿32a dustflacia. 1 I I Í Í I ' II 1 Ït0010!..­d. OOooao

0' o! o o o o o o o o o o o o “0° a
“It. O o o o o o o o o o o 0 o O 110° g

o o o Voa o o o o o a o o 0Aguadosulada...........1
DE 6 06 oWo­
“factodcoám‘.........Extractodem
P. pt m o O o o o o o o o o o 0 o o a0 o o o o o o I o o o o l g
c lo O o o o o o O I o o o O o 5'.

.0 o o ' t o o o o o o o o o o Ï‘O aW O a o o o o o o o o o o o o O

P3 70° I

con 1a baso del Indio de uoyar y Coghill publicado un 19h (77) y .1
apagado do fonilacctamida no pmpzu'aconlos maáioa de cu tivo para los
ensayos de producción.

Lao tasa o o o O o o o o o o o o o 6

.0 o o o o o o o o o o o o o Em a o o 'o o o o o .0 o o o o o o 0° g
‘07 o o o .0 o o Ioo lo a o 8

mm 0 0 o Io o o o o o o o o o 0 s

OoOooo‘ooooo 5
o o o 'o o o o o o o o o o o ¡o B

Mi? c O'Oo o o o o o o o o l
¡333m0 do m1: o o o o o o o o o o [w000 8 dC]. d. 50‘.
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A83]?on I'ma ooo-oeoeeeeooee
film destiladaeeooeoeeeooeeee ­6.0 antes de nmg‘xr el 00563y el agar.

d 8 a )

quze 2 eoeeeeeeeee ha 8
Pm: eee-eoüeeuoeoeeoooee 11038618th eeeeeeeeeoe100mmm1
pH 6.o con non“ n/io

t t )'. ll ‘ .­

Se prepnr'n por esterilización en frascos de Blenmeyercon el agrega­

¿lo de 003030

1.410 c P \ og-vg.1:1rei-u 'g .oP ‘ e'
m tubos de ensayo dd vidrio Pyrex Industria ‘rgcntinn, de 100 x 12 mm.

sc coloca: un poco de talco y sc esterilizn durante una hora n 180° C..

poniendolos enfriar en un desoc dor de vacio con 612ch donde se con­

scrv-n hasta el momentodel uso.
‘ 1 i e d 0 e ‘ ' .­

In solución de penicilina standard quo sc uso est :s experiencias m6

colina por los laboratorios de E. R. Squibb a: Sons. argentina Ltda. (¡tar­

tinez, Provincia de BuenosAires).

Im un tubo estéril y seco. ae pesa una pequenocantidad de penicilina

atund- rd (más o menos 0.05 e) con aproximación del 1/10 m5.

Se h- ce una aobución madre de ¿mnicilinn en bmfer pII 6.0 de 10.000

¡Im/ml.

amm-­
Apartir cie la solución mare (1). se preparan soluciones de concur­
trnóian decreciente.

(1) 0.00'00000000'00 10.000Wm1

00000000000...- :

(g :::::::::;::::: 2:00.) g
É) :::;:::::::::.:: 1'888 3
<3) ::::::::::::::: 1 ­
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a.- Ïlánica de preparación de las cajas de agar macorndodo maiz

para 1a 'cw'vfl situa-¡do

gfi i o

1.- Cajas de Potr4 de condiciones especifivudan.

2.- Pipetu de 15 m1.

3.- Pipet.s de 1 m1.

l]..- Agur mundo do maiz fundido y o.hfi° C.

á.- an coiocan las cájáá sobre la plataforma horizontal.

b.- Se las numnraigual quo las soluciones de penicilina.

0.- Aln caja (1) so le agrega 1 nl. de solución (1) y asi

BuCOIIVumIntñg

dc- sobra 01 m1 de solución. se agrega lent mente 11 m1do

agar (H ). movicndola caja en diatint 3 direcciones. aso­

gurundose asi una distribución uniforme de 12 penicilina.

0.- Se deja aolidifcnr bien ü tBñperïtUEWambienta y luego

Su guarda en la hnlnderu durwnto media hora.

En nuéátrns e¿p.r1encins hemós us do dos tipos de anaa de producciün.

En unas usamos como1n6culo. una suspensión en agua. de caperus desn­

rrollud s sobre granitos de centeno. En las otros. una suspensión.do

micelio de cultivo sumergidoy agitado en agua destilada estéril.

A las primeras las dosignnmosen lo sucesivo cajas I.

Las segundas. cajas II.



io- Esborss desarrolladas sobre granitos de centeno.

2.. Agua ¡1031211333¡3156111.

3.- Tubos de ensayo comunes estériles y marcados con ol nombro

de cuán cepa. I
hn- AgarEIAfundido y Y: Co

5.- una pipota do 1 m1.

6.- unn pipota do 10 ml para onda copa.

7.- Unwespátula flamnodny fria.

¡121.493.­
¿.- Caripum-1 a. 1 nl se distribuya 0.5 nl de agua anulada

ostñril en tantos tubos comocopas haya.

b.- Gonln espfitula se toman 10 granitos de oentono y se pasan

0.1tubo anterior.

c.- So agita ol tubo pflru dosprondnr lu mayor cantidad de ca’

paras posibles. ohteniindose una suspensidn bastante oa­

posa.

do- Se añada 9.5 m1 de agar [A fundido y n h8-50° c, homosonoir
zundoae por repetidos aspiraciones 01 Contenido del mismo.

Esto inbculo debo utilizarse inmedifltnnontode preparado.b--
1.- 6 cojna para cada cepa. '
2.- 6 anillos de acero inoxidable para Cada copa.

3.- 3 5 h pipot s da 25 m1exactas.

h.- 2 pipotns de 1 m1 para cada copa.



II.- Preparación ic
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90 cc dc agar LA p:ra edi? copa.

Una pinz; flamcai: y fría
Kolie N° l.

Sc colocan las ca‘as sobr un; plataforha horizontal.

A 32:1 ur se 2L1”:2 12 cc ¿a ucar A ;;'ct2 en“? nedifics.

Con la ayuda ucl icldc “° 1 se n;rc- cl can: o ‘c -1 caja.

Conli pinza se icpcsíta suavemcntc sobre la supcrïície ¿:1 iqar,
una nillo d acero inoxidabï joyírialo ¿:1 ¿“le ¿al bi;:1.

una pipcta dc l nl ,se vl;rtcn dentro ¿cl anillo G.5 U1

Con una :chtñ e 1 ‘1 sc ;g? ¿un sobfi c3 ;¿-1 DCLlODt°“üntG

colocado ¿ont o ¿el anillo G.5 nl 501 i“óculo.

Uña vc7 frio él 1;"r,sc incubgn la; cajas a 28° C,por sc? ésta
-¡ ­“peratura optima Lara ul ¿esarrollc ual hongo,durantc 3,h y S días.

t 4 ,t .I. . hp. .:' ‘ ," .— H; ".. .. "Desyucs de LSuOb.crï) os ce ¿rsccqc a Lc toca ue

mucstra,cn l; forma gue “is núclante se c-'

la: Ctn;s II.­
át- Pr¿;uración del inóculo.­

Úfios 18- 20 m1 de cultivó de Peniciïlium de los ¿erminaíores

dc profiuccióp de penicilina,sc contri'ugan durante 10 minu­
tos.Se vuelca cl sibrcnzfante y 31 precipitado se susyonde

en 8 - 10 ul dc agua destilada estéril.Se repito esta opc­

ración 3 veces.La suspensión fiñul se consezvq en la hela­

dera hasta el uocmtno del uso,quo nunca será mayor de a a

5 horas o
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Í..- ruoos de ens'xyo de 13 x 100 mmde vidrio Pym Ind. [11'3­

Agar ¡LAfundido y 'z h8-50° C.
Pipotus de 1 fl.

un Vaso do precipitados de 100 m1 con naaa 0410:1130 60‘ c.

5.- Suspenden de mioolio.me
oo- Goo pipotn de 1 m1.se distribuye on los tubos de ensayo 1.8 m1

de agar 1.1 fundido.

13.- Los tubo. lo mntionon dentro del vaso de precipitados.

co- Gon pípotn de 1 m1. ao agrega n los tubos nntogiorm 0.2 m1.
Esto inoculo debe usarse enseguida de preparado.

1.- Deh-ó cajas para cada Indio de cultivo distinto.

El n° de evaas a usar depende del n° de medios de cultivo.

2o- Tantos anillos com cajas se usan.

5.- una ¿sigotwdc 25 ml para cuna Indio de cultivo.

h..- Un» pinza flamexdn y m6.

5.- Dos pipet-As <1. 1 m1 para cada malo de cultivo.

6.- Inficulo.
mo­
o.- Se lcolocan las cajas sobre 1a plataforma horizontal.

¡3.- s- wc-rn on 1". siguiente form: i
Arriba a ln izquierdas el nombrodel medio de cultivo.

Por ejemplo: Ei. significa Extracto n° 1. Í
Abajo o.ln izquierda: o]. n° de 1:: caja. indicandolo con Ps.
Manos.

Porejcmplo: Primer caja de la serio: I.
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nbeJo a ln dnr‘cha: Fboha.

0.- En ende caja de cada serio. so c0100qn 12 m1 de medio de cultivo

corro pondiento. exactamente mndidoao

6.- unn Vez solidificudo c1 asar. se mnroq yor la parto do atrás 01
mismo contro. con ayuda del molde n° 1.

0.- Sobra ln superficie del agar se deposita con sumocuidudo ¿o no
romper a1 agar, un anillo dopamitflndolodel lado del bisel.

t.- Dentro del Quillo se escurren 0.3 m1do medio de cultivo fundido

y se deja solidifiCnrq

3.- sobra esta basecitw que se ha fbrmndodentro del anillo ae escu­

Im‘n 0.o m1del ¿nódulo recientemente preparado.

h.- So incubun las cajas q 28° c. tomándose muestras a las 72. 96 y

1:0 horas.
o...

30 utilizan los tubos do talco descrintoa anteriormente y un culti­

vo de 1%capa de penicillium en agar Sabouraud de 96 horas a 28° c.

Las esporas son Jasnrnndidas nocnnicamante sor una capafiuln o unan

y luego su incorporan al calco mezclando biLn. Se tnpa con tapdn es.

taril do caucho.

olnnn nnteriormnnte unn ausyenaian muycapeso de esporas de 1x copa

de yenicillium us.ndo una aoluciñn de Clan con un dotergunte. se cul!

tiVu por h dins a 2”° Cm

1.- Sggggngiün stgggugg de at, wgggug392 g EEA.

5.- Do un cultivo conservado a 0° c. se hace una estrin en IBA
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y no incuba durante 16 homs n 37° C.

bw Se pnaa un M558«¡'5an con al cultivo anterior r: un into con

20 m1de caldo Pemssuy, maubRndosc durmte 6h n 57°C.

0.- So inoculan 200 m1de caldo I’massay y con 1 nl del cultivo en

Cano preparado recién. ¿o incubz-zdurante 16 horas a 37°C. a

conserva on 1a heladera. hasta el momentodel uso. Se Funda utili­

zar hasta una semana dengue! do su preparación. Dospufisde esto

tiempo. o]. cultivo comienza-1a aglutinar produciindosa. por lo
tanto. una distzibueion no homoglnmxde las “11.1138provocando

por 1.otant-3 un desarrollo diacontfinm.2--WM’
¿o? se colocan las cuado en la plataforma Loriïmtal.

b.- A cada una se lo agree, 10 m1 de IB; fa.¿1.‘¡o y medido a 148-5096.

oo- so doJu somu'ioar a temperatura ambicnte,

4.- m un ¡subrayar (¡tmcontinue m himno y mando u hB-SO‘Clo
añade suapmsidn standard do st. minus {111%.

0.- Gonpipotn de 25 m1. ae escurre soi re ln superficie ¿e las basal

25cm, 2+m1del agar inca-alado nadando}. on forlnn direcciones
do ando de cubrir bien 1:; superficie del agar.

_ h- a dejan enfriar y 3.7.no se usan r.¡13915111613so guardan en la helada

r2 hast". el momentodel uso. que minor. exceda um n una hora y

media.
do-

Las cajas preparadas en 5.- u.- oon 1'23qua sirven para la consta-ue.

ción de 1". cum-2 atmdnrd.

mm­
ié doazarbra-Mann“
2.- Sucudiscosesterilizodo por emanada.
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3.- Cajas de agarustaphvloccccus aureus.

4.- unacaia lan papeles de filtro oat‘rilcs.
5.- Molde ND2.Mac
a.- Be marcan las casas de agar-Staphylococcus aureus con las concentra­

cicncs dc penicilina.
b.- Dc cada caja y dc distintas posicion-s sc sacan 6 discos dc agar con

ayuda del sacadiscos cstlril y ¡000(p‘co72),cclocindolcs uno a uno
suavamonto'scbrc 1a suncrficic del agar-Staphylococcus.

En cl caso dc las conce tracionnc ¡astros do 100 unidades so colocan

0610 3 discos cn cada caja.

c.- Las cajas se incuban 16 horas a 37 GC.

d.- Transcurrido ol periodo dc incubación,sc retiran ¿o la estufa y se
leen los halo: de inhibición con ayuda de una regla con aproximación
de 0.6 .0W­

a.- Loc dilmctros dc los haloa obtenidos para cada concentración do po­

nicilina se anotan cn una tabll dc va-orcs y se promocianlos halos

para cada concentración y para cada tiempo de incubación.

b.-Con los valores promediosy laa concentracionca ac traza una curva

standard,cn papel scai-lcgaritmico,qua cn nucatro caso,rosuit6 ser
una rocta.kn cl ch de abcciaas sa representan los haloa de inhibi­

ción y cn c1 ojo de ordenadas las concaatracinnsa de penicilina

por caja (critico II).
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dido de la cantidad de peniciling_ggggpciga en cada cago,
lao cajas I y ix'odn'1¿¿'¿u. interesan en eene caso. "
Material.­

l.- CosasI'y II.
2.- MbldeI.

3f- Sacaddlcosesterilizado.
4.- Unacaja can papeles de filtro estériles.

5.- Doc cajas de agar Staphylococcus ¡or cada caJá de producción.

gofinica.­
¿.- Se marcan las cajas de agar Staphylococuns en la siguiente

forma:

Arriba a la izquierdaznombre del cultivo o me;io de cultivo l

¿bajo a'la izquienüaznüestras extraídas de la caja N° posición M.

N° I,II,etc. il: A o B

A o B son posiciones .radialmñnteteopultaa respecto oel.centro
de difusión como se puese observar en la 1€m1naN° 2.

Abajo a la derechaztiempo del cultivo,

b.- Se apoya la caja sobre el molde N° 1 y se sacan los discos
a los 12 , 2h y 36 mmdel centro do difusión,colocándoloa sobre

la superficie del agar-spaphylococcus en posiciones equidistantes

con ayuda del molde I° 5.

6.- Se incuban las cajas durante 16 hora; a 57° C,ley&ndoselos
halos de inhibición en la forma indicadafi

hd.- Be promedian los valores obtenidos a iguales diatncias del
centro en las distintas cajas,consignando los valores en una ta­

bla (Ver pág. La tabla N° L...)
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Be representa en papel milimetrade ¡los halos promedios,en ordenadas

y on abscisas,las distancias alc centro de la cda.Los 3 puntos expe­
rimentales representan una recta.

Por extrapolación se determina el halo correspondiente a les discos

desde el centro de la caja hasta el borde.

En la curva standard (gráfico N92),se busca la cantidad de penicilina

por cada que corresponde a los distintos halos y en la table l,se bus­
ca la cantidad de penicilina po disco.

La cantidad de penicilina ¡e cada disco se multiplica por el nn de

discos correspndiente al anillo circular del mismoradio del cual

ppoviene el disco.

Se sumanlos valores anteriores y se obtiene la cantidad de penicili­

na por caja.

El no de discos correspondientes a los anillos circulares de radio cre­

ciente desde el centro de la caja son los siguientes:
Radios del anillo superficie del mismo Nh de discos en cadaanillo

o - e nm 1.13 cm2 4.o
6 - 12 nm 3.39 " 12.1

12 - 18 nm 5.65 n 20.118 - M¡El ' 28.224' m '
30 - 36 Il 12.44 ' 44.036 " mm n
42 - 45 nn 8.20 ' 29.2

Superficie del disco: 28.0 ¡mz
Superficie de la cajas-63.61 cn2
Superficie de la caja / Superficie del disco a

Diámetro ¡0.6 cm
Diámetro: 9.0 cm

227 e
NDde discos en la caja t 227g
Volumen del agar a 12 cc e
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e.- 26m1“ de W161 doha ondasdedifusióndcpanama.
8. un 1a nina “cnica queen 01 uso de la prodmoundo menus.
La única variacián aaqqun en este caso. on vos de pon-r en la parto

¡superiordel anillo centra 0.3 cc. de ¡gar con “para: o ¡100110, po­
nnn0I 0.3 oc. de agar con penicilina dinuolta cn .1.







tabla lr l ¡'- “¿Jl?
sap .-»,;»' 51”“ a; ./--,f LLC_‘.O.L C1195; __.

., . . q Y- .. 7 . _ .. ‘ m/nhïp .. H ¡5, ..x 0.» u ... y ..‘ .._...‘ r k ¡JLJV. _J. n V v4] u b D

ÏÍE/ caja Wd100oV_WcaJa Un/disco Un/caJa Un/disco
.L.

.44 1 0.1L
2 0.3% 2320 0.3:}; 60,0 012620.001 5 '05 0'. 600 0.2"¡o 00' 0.2

o .021 '.5 o. 1 1. 0.268
0.026 5 .0 0.1 62.0 o. 0

3 0.0500 3 35 0.1 5 2. 0. á0.035 '.0 0.1357 65.0 0.27
9 0.o 9 56.5 0.160 6 '.5 0.2 8lo 0'. '00 002

looD 00 5 03162. 6h".53'00 0016 002611'05 6'05 0.2
12.0 0.052 3920 0.171 '.0 0.288
1225 0.0le 935 0.173 66.5 «.290
13.0 0.057 20.0 0.175 67.0 0.293
1 35 0-059 11025 0.177 23.5 0.2951230 0.061 lago 0.1 9 ¡o 03297los míos '012 5
Í?» 0206 1:2.0 0'.1 69.0 0.302
1 ".5 0.o A235 0.18 69'. 0'.
1 '.0 0. 0 ¿5.0 0.188 70.0 0'.
1635 0.072 25 0.190 70'. 0. 08
1720 03'07 '.0 0.192 7130 0.3
1 ¡5 0.07 '.5 0.195 7135 0.312
1 '.0 0.0 8 ' '. 0.197 72.0 0.5
1835 0.0 '.5 0.199 7235 o. 1
19:0 0.082 ¡o 0.201 75.0 0. zo
19.5 0.o ' 46.5 0. 7 ¡5 0.38’00 7[ooo.
2035 0.089 Las 0.208 7 '.5 0.52
21.0 0.091 ¿9.o 0.210 7 '.0 0.52

21.5 0.092 h8.5 0.22 7 ¡5 0.330220° O.- 7'00
22.5 0.098 .5 0.217 76.5 0.5
25.0 0.100 '.o 0.219 77.0 0'. 3o 002217'05
32-00 00105 51-0 0.223 7 '00 O.

5 0.107 51.5 0.225 7825 0.3
2 .0 52'00 00227 79'00 0'.

2 “.5 0.111 ¿52.3 ¡ong 2.5 8
26.? 3:11 53'35 0.2 80".5 0.552
27:0 03118 53'00 0'-2 0'03
27 5 0.120 25 0.2 8 81.5 0.3
28.0 0.122 55.0 0'. 82.0 0.
20' 5 0 125 55*5 0.2h2 82.5 0
29:0 02127 56.0 oo. 83-0 39.355
29.5 0.229 56.5 0.207 83-5 .5
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V;- gsultados oxmrimontaloSH i
al..- Estudio de la ¿1331611 en el gar.

Modianta 01 método experimental descripto

fuí ostudiado ol fenómanode la iifimión de la penicilina potásica

standard y dc la penicilina qm se Va produciendo en la caja de produc

ducción.

La difusión fué estudiada en dos mdios de

cultivodthnntos.

í l El. prhneramonta utilizado fuT. agar buffer

pH 6.0.Posturiu-mnto en vista. de ¿{aono habia dostrucció’n en agar

macergdo de mai“. (pág. 27).“ continua-ron Las experimcLas on ost.
medio.

Los resultados obtenidos on estos ensayos

so detallan a continuación:

A_,

‘X'SN"'1..Z'—‘6-;f<fl‘_

F



Weaul-.v " de las torionci ‘c gg “.335ng ¡31113243 cm; gg; paga“

Dentro del contro ¡le difusión se colocan c ntid- dos decrecienth do
panicilinu en agar.

Tiempo de difizsifin Pon. N° Unidades / 0.5 nl 1 l ü
300 150 9o 30 15 9 3

Balas apretados en m.

1'

h .0 00" 2 27' 21.2 20." 1 o
ha 3 "3;.0 373 2%: 13:; 15.5 mi 3.3

7 14.00 1210i) 00° 00° 0.0 00° '
- o . ' o 'o 2

72h ¿3.2 22.9 33:3sas 3.313.?'z 21.0 1 .o 15.5 8.o .o .c 0.o

.7 -0...‘ c... 18. lr
o Olula-- 19.0 nal-fl a".-- _|.5 0.o

.5 32.9 32.0 25.0 22.0 20.0 17.0

.5 23.5 .5 20.5 19.5 ¡ko05 .0 81.0 1':oí) 1 O 124.0

\O 0‘ 5' v

'W

12011 É

(have.stmlu .- ¿lutoes pronediode 5 “tOmmcimoh
Hem-po3'e PNP-WH“ Ulld'zdosl cuán

750 500, oq ;oo '50 Ïo‘ 10
h '07 zá u es

2 h o “ff- o o .0 273.00 ¡o 1 .0
¿{6h "b" x..2 gol 3606¿o?.o 28.0

Pmicilina coloc' dn en 0.2 ml.un. 1‘0 9o o " 9 5

h sgh-1m. un. nalgvn Un"8un'“
Ïgh 7 - leo n 5 " " 15 2m. 16 h 310 n --- - -- .- 12 n a
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Dentrodel centro de difusión se colocan 0.5 nl aan cantidth door.­
cimtes de.penicilina disuelta an agar.

Tiempo D1-co 11° 300 / 0.3 m1 90 / 0.3 nl l 50/ 0.5 ml

A“.._...—__.____..-.___A.-AA

d ..-------..-..---_..-..-..- -........-..- .. .._..__.._-_..__-___R
dinïsión mms Dcpmaadoaon m . i

oooo«o-'------r--—----—-- --------.---—---------'—-—----”
72 hrs 1 "no .e -.o '?

2 22 33°? ïfo o '-
' ¡o '00 '0 I

m“ 1900
S -"- m­

9'3 hrs 1 38.5 3‘30 33.5
2 7 .100 ‘05 ú

É}; 5 280°2'95 und- nob­
o .0 ' 21'.É 2.3.2 EE“-

g "‘- 2000
120 l" 1 '00 20° ¡Ü

a solo 224; 26:5
É «s- ¿e 23.5
g 25.5 250 52:9

91:11!stmdggw

Tiempo Rocha l Unidon / 03.132 _

..----1s.om 8.5“) 5.ow 1002” 100 10 _

o hrs 50/5/51 ---; um nom 384:. 29.8 1 .20hrs n ""-" 37.5 aca o



o hrs Errar-51 - - - - - - - - ¿1.2 57,3 29.0 19.0

o m s-rvv-n - - - - - - - . -_- 51.5 25.5 21,1
72 hrs 3-17-51. - - - - - - - - bh! 37.5 29.6 13.6

96 m ¿pm-51 - - - - - - - . 252.9 591.1 55.3 18;:
1m m 5-11-51 n - - - - - - - ¿»1.a 37.9 29.0 ¡5.o s‘,

.aqm-—.—-"'-­m;­
I'umpa fin ' '41mm. 30€].05 005 0.3

72 hrs 11451.5 87.78 32'."

120bre 0°
Los «42320: gamma - DOITGBQWIJGu la ¡»manu w

culmina mari:mm 221n’todo or. nip- maná-:5 3.. aim-sión reanudan

con c:-n;:..'.¿:‘.-;u.10 .mníwtlius. :cnofiámm «estos ¡resultados se ¡trim

que es posible.-eomvx'rssrcantidades «leganicllmammquü no 4mm
C'nüii‘. 4162:; ¿1135911113-s.

Con ass-4-: u::¿>¿;.bmc1.:a se ¿armas-tm (¿un lu; penicilina diluido

doadc u'u causo promcfinioso un 3r;."..‘.entnede conmhmcién dudo 01

00mm ¡Ju-toi"lrs periferia. dc: 1". 51323.qm se Mantiene hasta las 120 Mi.

_;.—;,;.-_:.-.:J,'¿.fin11-.) 1.511733: 31‘.É 11;". sn al made 3€? cultivo 0G. la“.

¡51:10.3! Luuuzinl.

m todos 10.:.cuna le. cifra salada-5.a es superior a 1a 20.1

en un 1.00 7.32.3111embassy,“ 73113ch2'113nr al mátadn un la conpmciü ‘

de 192-;N-smcbivas actividades dc distinto- eepu o m al ¡studio de
distintos ¡mios do «invasor. el chauu ¿oV'al'ifuüratan mamu­
daiu se ¡un "alumno los ensayo.qm n oontirmcih doam:
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l

bb- E'mmua do la composicióndel maig do culgivo on la Egg­
¿yeah ggpmicigm.

m estas experimenta se varia la composición

del me io do cultivo vaïimdo las condiciones de preparación de los

extractos de maiz. '
Si compararon divm sos cxtractos'. cuya nómina y com­

posición sc detallan a continuación:

MACTO N° CMPOSICION‘.

9 . o . . . . . . Maiz Agua Clororo u

11 1.1. . . . . ,, . " ' " Acido láctico

12 . . '. . . . I. . - u - n n a

13 :0 '. . . . . . . " " l " " fosfórico

m.’,,..... n "Anh.su1fu:oso Ï
15(1) . . . . . . . " " " " Acido láctico
15(2,'........ ¡a - a n

lMJ. . . . . . . . honrado do maiz ir'dustriai (oïgcptino). ;
“¿UOSOAO o o o o n . n n UQSOAO l

81 el capitulo de preparación de los medios de c

cultivo se indica la composición del medio de cultivo empleadoen las

oxporionciasfis decir, do]. agar utracto de maiz'.‘
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Influencia de 1¿ co;po¿1215: de‘ ¡alía de cultiVO en lu producción de
peniciILna.

4+9­

Inóculc pre¿.:aio con mice110.­
il

Disff)fl°

m4memou-¡WMPco-JmuWNl-JCD-JQUWNPCID-40Vwa

(3) Ver pág 76 molde N° 1;

5

33.1

. ."J ¿C.4.» ’—— 96 horas

Caja N°1 2 3 h.'"‘
30'02 ’°-"‘
261.0 21;.5 ---v 2 gr
21.5 20a.; ---- 22.5
15'00 16'04. -"‘" 19'0012'08 ""'

8.5 8.o -—-- 11'."
—-- ----- —- 7.¿

LLSOL73.6
59.3 2‘3733.020'.)2 '05 3°
26.9 22.1 1 '. 27;?

213.5 11¡g'05 h lo 'oÜ' —5'o6.0 8.0 7.5 9.0

[0- ".6"o 3L];-)
30'00 59'00 D31’.5
25.4 29-.9 22.; 25;?
21'.3 22.5 12;? 20oC
15.2 17.9 12.,5 14g
1405 12'93 7-3 0-9(,0 -€,g ---- ..-­

21.2.2"""'""""58'91
3235 """ 53’3533-027'06 """ 2 .7
Í??? EL“Ïï‘g1500""‘""

¿9.o20 3923
32.9 5'92 5
26' 6 28‘00
21'." 22'."

9-5 11-5

5736
52.0
26s5

22'061 30
9311­

12 oO

120 horas

1 2 3
cultiro ---------------- u- --------------------------------- -­

la.

9

¿L o2 ¿air-9 ’o
58:6¡4.931
5111-0 gg-Ú 55
21;.
20; 21;
15’.5 1630 .
11.2 11.5 11.9

¿6‘95

0.06...

mm\n\NOCG—J

10"".

‘.Ul\

\¿másHquvaU'LHïfl
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120 horas
Qmafl°

Zn .
¿11°
Ñïï

96 horas
No

'215(1) .8

de
4Ñ__ggltivo

Disco ugdio

525101.50..o._o0..of.”MM.Ng%b1

..

___._g__
.

OZEOKJHDIO.....nrnwrm.MMÑ5221H
20.64.9159.09o.7”o020/“rutahcnuma¿

¡4052550
oooo.oo.

.Mwfiüamn.

__m__n_M_n
600552f/

.1“rca....00-10.­MIuayaflm..
caenunxvnuw

O0.0oO­a“

up

íé
z

7I..oooooo
yWifiwammüewówfióo.muxaxnn

nvozoncx¿bEJoz

.numfivfiamn
asalnmápzo*
.mflam..m

50367€}
.............mw.)amu

7r2f43rJnu/5
.0.0.0.0.0...

maaaamua00010101mwmmawmm

¡15(2)

É

a
T

.m.&ma.»mamaszay05..)08
.mmwwmamm

O.0..

GI?15..9

thJX/ncr

37070606

.ooooo

.MMnmnmum¡<¿nXo1LOtZl

,wmmnmmmm_

OA...ÓH

..¿o.xru:407LU

o...“1.404“?mwiwwwm
225009727

ooooooI



Era Disco ¿4°Eladio Halo pronnaio rotencia del disco Producto

96 l 3a; 35.3.1 0.610 10'. oo
2 ' 29'.'! 0.280 1325

23.6 0.103 ' 2.052145 0o Ü 0'.
á - 0o 0,03“3.:; 0.0052 0.905

g 9.2 ono-cn- un--.' 7. .r--- -7--­
m O o o o o o o o a u - o o o o c n o . o o - c - o . . . 114.782

lao 1 ’n .u 111.81; 1245.2?
2 . 5.508 15368

'.1 1.030 2025

- o" G‘c OT
g 5.9 0.0258 1.6%
z 11.0 0.0078 0.9%37.5 ---­

sm O O O o 0 o o o o o n o o o o o o o s o o O o

96 1 311 37'07 1 t 972 2h;- Ï‘t;2 * 32;9 ;612 zzïh
7 28.0 0.186 5.06
Z; 27.:. 0.051; ¿.510001-5 Üiá.’

É 00 Oolé
SMA O o I o o o o o o o o o n o n a n - o o n a a . o

120 1 1.2.6 17'J 219221
2 5727 5.2 23.51

52.3 1.332 30',27'. 0.1,.6 11315
2239 0.1L¡.o ' Ly./22
1739 020142 1300

g l ¡0 0.01.27 0.62tigo 0--- --n-u

sum“-.. . . . . . . . . . . . . . . .. 290322
96
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m horas 1 M09 30.61; 5 6'.

2 92%+ k. 5o 3'-
gïzóïl 8.78

g 15:3 (¿o 5 5:03m ...................................... . 0'33
3' ' 1 .¿ a. ' -; '

96 horas 5 ¡o- ouó 12.1%
É 2 2005 0701 ¿[:0201 loz6 1 93 09,01 U.

z 13.5 0.0055 0.2100° -"'"" l db"
SMA . o o o o o o o o o o o o o o n o a o c o 0 0., o o o o o o o o o o o u 10:1...0000 “.01.

120 horas 1 ¿2.5 1 ¡21. 199.1
2 ¿7. 1'. 8
É 29: g'Lr'í Iii-226

6 Fai; 33°“- 3-2:g 3: ¿3% 0:27
m o O o a a c o o o o o o o o o o o t o a - o n a o o o o o - o o n o o o o o o o o o a o o o o 0 00°

E 1 .o 5? 6 :;

11+ 2 3%.; 2-“an 13.3396horas 7'­
; 2532 0336 2.2%

22" 0'. 1'.
6 11:97 0.0072 0.2

í g 11.3 ----- ¿"­
SU'IA o o o o o o o o o o . o o o o o o o o o,o o o o o o o c a o o o o u o o o o o o o o.

120 ho 1 '. 19:72 '.

r“ 2 231425 ¿sa 2%.???

É gg; 8::131 16’92
6 20.1 02072 22 b.

a 1523 0.0223 121.0lc. 0.0072 o

Jï
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Las oxporicncias anteriores nos damnostran quo

el mñïodo sirvo para comparar la producción do penicilina variando

la composición del me 10 de cultivo.

En evidente la iniluencia del ácido láctico

en la producción de penicilina.

So oncuntró un mñximorendimiento van extrac­

tos de maiz efectuados con ácido láctico y snhidrido sulruroso en
cantidades aiecuadas.

Las cantidades producidas can los extractos

láctico-sulfuroso son apro4imaflumentolas mismaque las producidaá

can los maCeradoindustriales de maíz.
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Cuadro ° .­

Cope."s" Disco N° Halo promedio zggzngíascgo

96 horas 1 145;} 61,2

2 12,9 12,5

3 38,5 3,508

L; 31,5 0,158

5 20,3 03076

6 201.2 01.0162

7 114-33 0,00027

' 8 10d; 0;00109
SUMA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

120 hrs 1 ¿1.2.63 195W

2 38.5 6,56

5 30.1 1,798

h 50.7 0_‘.‘678

5 23.1 0.321..

Z 22,9 0,070

7 13. 0,60227

8 15.0 0.0076

SUMA . . . . .

Producto dc la
pot. z N° discos

755700

56,00

70.5
103
2,15

0,5h

0,15

0.061
895.381

210.32

29,52

35,142

16,140

10.143

2:.76
1.12

l

2733
555-65
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copa 3 111.30011° mas prom-¿110 Potencia Producto

96 nn 1 ¿171.9 521.6 6910.1

2 ¿42,7 115-81; 52-92

3 38,2 3,121 61.86

ll- 31'09 00h82 11066

5 26'05 0,100 3’23

6 21.1 0.021 0,83

7 161.0 0.00116 0,23

8 8.0 0.000h3 0.0211

m 000.000.000.00000000.00.0000...OOO-000000000000

120m 1 39,4 85h 105,117

2 363° 5.011}.
3 32,3 1,071; 21.16

h 291.1 01.1.28 10.36

5 26,9 0.227 7.55

6 22,1 0¿058 2,29

7 181.6 0.02111 1.05

8 15.2 0.0080 0.14.5
m ..........‘..I.l...l.0.00....0.I...O0.....00000. 162.15



üpa M90 Disco N' Halo promedio Potcncia Pfiucto

96 hrs 1 Mp7 21,01; 259,814, '

2 37,5 2,51;); 11.37

3 32,5 0,590 11,62

1; 25,3 0,071 1 71

5 17,5 0,0062 0,20

6 12,3 0,0016 0,06
7 7.2 0.000376 0.02

8 ---- ---- 7-­

120 hrs 1 03,45 27,2 335,9

2 38,05 6,32.. 28.31;

3 33,16 1.381 27,20

Z; 28,63 0,372 9,00

5 23,!¿5 0,082 2,65

6 18,0 0,018 0,71

7 13,7 0,0058 0,28

8 9.21 0.0015, 0,08
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cnpnwla mu r mo preludio Potcncin Producto

96hn 1 “La 5942; m.»
2 11.0.5 61.12 27.35

h 53,5 0,3181; ¡{.115

5 5,9 0.0197 0.636

6 14.6 0,003 0,12

7 8,89 0.00061 0.05

. 8 6.2 0.- f“­
MA.‘................................................. 557.06

1a! hn 1 16-7 83h 361-09

2 3930 1-27 32,10

5 5152 10W 55-609

2; 29,6 24.2 12,196

5 26,1 0.El; 5,91;

6 19,27 0.026 1.057

7 15,2 0.0080 0.392;
8 10.7 0.0025 0.129

MA..........I.I.C.I.O.I...0.0...............I........



MA 3.0. meo 11° Halo promdic Pounds Producto

96 hrs

OÑOUIPWNH

“A 0000000000000000-0.000.000.000000000000

120 hrs

QOMPWNP

T

52,7
ïl,8
25,5

19,5

12;,1
6.6m
“a.

0,656

0,1h9

0,076

0,013

0,0026
0.00052

2,018

0,537

0,210

0,031

0,000

0,0029
0.00005

¿»o
0,67

1,51

0,51
0,08

0.01

000000000

zw
m
h51h

0,69

0,32

0,11
0.05

“A 000000000000000000000000.00.000.00.0000000000000 52.92



Copa Plinicilim producida un

_ 96 horas 120 horas

'8" 895unidades/onda nómadas/caja
5 azu n- m ­

I 190 28h. i m I

w, 4a 557 i uso -'

3.0. 1.0 ' 32 n
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La copa "3' es la que mayonrendimiento pro­

úuce a las 96 horas de cultivo an caja do Patri.8n las 2h horas.
subsiguientes esta capa destruya 2/3 do 1a penicilina producida.

la copa 3 produce a las 96 horas un 8%mo­

nos qu. la copa 'S',dostruy6ndoso las h/E partos de la penicilina
producida on las 24 horas subsiguientes.

La cepa ¡4.7producn a' las 96 horas,1a tor­

cora parto de la producida por la cepa "s',incromontañdo la pro­

áucción un hSXcn las 2h.horas gubsiguicntos.
La copa E/G. (copa aislada en el laborgto­

rio),oroduco a las 96 horas lo vocos manda que la copa "s" ,manr
toniándoso la mismarelación a las 120 horas.

Do lo expresado más arriba,Vomos que ss po­

siblo utilizar ol mitodo propuosto cn la solocción preliminar do

las :opas para conocar su comportamiento en la producción do

penicilina:
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I' Summa“ denuncianpu. 72.
Pio-WI“ prothnoibdaponidnmndaflnhansmm

_ ¡no discos onda 2;. haras.

vayamos a. amm a. laspoaioimnl5.577 una": ­
'I l o o o t un n I 3

'05,. o o I a I a qt o n ¿gm

n a n a o o un. n n
’07,. a o I o o a OI I I 8.a.

LM“muda. m demas: man-al.
I. ay? Mi 11°
11°9.9 " ' 2,
I’ 10.- " " 3.
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¿.4 manoseo a. num acudan. a. 6 n . a. mimbre: e m.
a. altura 8 0.1 un. a. 0890301“.

lo. tocinodsam "tm".
C2.-aoporto dal rombo: dos.

Do" T1920 á. 'nlaodho

nz.-nur-andandoa. Mamma; manuma. 55430€»
a. mmyuümdooormo ¡ntmdogoma Magnum
¡at-cian Inc-1 de 6-8 en. de I'm de vidrio como

Fo.m War G.1Capilard. 22Bü-deWim.
0.- tronohurto: dal capilarde 20m. ¿lomm.

El mpilsr than 0.9 m. 1m.

El anchoa dos subo mama n DJS-0.17 m. ds 1:; buondel sa­

caninos.
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VII.“ CONCLUSIONES

¡h ol trabajo que antecede se describe
un métodosencillo de estimación de substancias antibióticas.

El objeto del mismofué desarrollar una

tócnicu sencilla y de fácil aplicación en al laboratorio dan­
do fueron realizadas estas experiencias.

Se hizo posible comparar la producción de

penicilina en medios de cultivo de composición diferente y 1a

producción de penicilina en un mismomedio de cultiVO por co­

pas diferentes.
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