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'G"i. ·:.-·>i:em:)�1 <: ·ío q_1:1e pod'9Jt ,.,. r}nsegu::i3" os <:>ten.tist�e ? q_u.9nd.o t:..�a
·o;;.L."'1ando em eqt:ipe 7.i com p1·og:r-a.mas bem delintfiados e claramen1;e de�
finidos� evidencia-se dos resultados obtidos com a série de pes
quisas decorrentes da descoberta. da penicilinat, Êsse esf"Ôrço -per
mitiu a 1..1ealiza-ção de um dos mais empolgantes f'eitos da indústria
química moderna =:. a indústria de a�tibiÓtico:S º

Relativamente pequenos foram os.progressos que tais pesquisas 
fizeram� na. Inglaterra ::, 

na fase. inicial� pais onde a penicilina 
foi primeiro estudada.o As co:ndiçôes do estado de guerra não.eram 
:ravoráveis? enquanto que nos Estados Unidos da .América

'i! as previ= 
sões ·indicavam .;ó•timo campo para. a pesquisa e produção daquel-0 a.n•� 
tibiÓtico que tãô maràvilhosamente se compo:rt-ava nos ·ca·�os clini
eos em que havi,a ·.sido ensaiado& 

_ E de fato· .�ta,I s_e deu, em poucos anos, o ttNorthern Regional
Research Labora:t:qryn (:NRRL) 'ii em Peoria

71 
Ilinois; laboratórios à.as 

-universidades d.e Wisconsin, de lfdn-esota, Stanford, e outros, esta-
. . · A A 

vam conseguindo .re-ndimentos quase c·e:m vezes maiores que aqueles :;1-
. ' 

nfrdais obtidos'. ,p'elos pesquh;adores de Oxfõrdo E isso graças- a se-
leção de estirp�'� mais apropriadas. do f'ungo li ao emprêgo de substr.ã 

. , -� . � � ., tos mais favmrá,V:tiis a fermentaça.o e ao melhoramento das p-roprias 
c·ondicÕe s fermént:a tivasº 

• ,:'j 
.., • ; 

Do ponto· â.1t
i 

-1ir1sta zimotécnico, · foi o emp1•êgo de sus btratos 
adequados� um d:q�; ·marcos culminantes que possibilitaram a proa .1.

ção em alta esc:âia dio antibiÓticoo A descoberta de que corn steen 
, · .. . . '. • . 

. 
A 

JtI,�tEll: - ag1-1a de� ::i.n:ac·e·raçao do milho - Como fonte de nitrogenio� e 
de lactose, com-0' fo�te· de carbono, constituiarrl: u.m meio excelente 
para a produção:' :a;e penictlina em mais alto teor·es � veio proporeio� 
na.r eonhecimen·�;0.s exatos� embora empÍ1•iaos

,, 
das melhores condições 

a: e ·s sa. f' e rmen ta 9-':fitq" · 
� ,, '. ' "' ,r;p . -� .• Por razoes ·.dificilmente explicaveis, a pr-oduçao d� antibioti-

cos $) em geral 9 se·dá em condições� não totalmente adequadas à pr..9 
dµç·ão micelialo O Peni c!llium chrysogenum 9 Thom utiliza muito len...: 
tàmente a lactose 9. o que confere condições de �::"em:i�penÚria alimên-

. ft , , , 

tar a meios de_c�ltura. onde esse açucar e a unica fonte de carbono,; 
Nas mesmas condições� quando são empregados glucose ,, frutose� 

manose� dextrina� amido e outros carbohidratos, como fontes de ea� 
bono, observa=se um extraordin�rio desenv�lvimento micelial e me�f 
dÍocre produção de penicilinaº 

O Professo� Y.l.ARVIN J o JOHNSON, da Universidade de Wisconstn 
estabeleceu-o prlnc:Ípio de que se a produção de penicilina depen
desse realmente dêsse estado d-e semi=penÚria alimentar pY·oporcio..; 

,;, f nado. por uma limitada fonta de carbono� qualquer açucar rapidamen� 



T - � 

-r� metabolizavel que fosse adicionado ao meio em proporçao identi-
'

a a e .i..aetosB u ·-1 lizavel por unidade de tempoi deve:r:ta p:roporcig 
nar 1 consequen0eme11te j àquelas mesmas condições de_ sex�,--,penÚria�

� A 

levando a UI!i.a produçao de-penicilina� pelo memos $ identica a do 
meio com lactose" Êsse principio foi perfeitamente demonstrado 
pelos resultados obtidos pela equipe de.Wisconsino 

* * 

A instalação da indústria- de antibióticos em nosso pais vi= 
ria �xigd.:r quantidades apreciáveis de lactose que ultrapassa!"iam 
nossa capacidade de produção t1a mesma� criando des·t 1 arte 1W pro-

• A 

blema economico de extrema impo�tanciaº 
Segundo dados obtidos no Centro das Indústrias do Estado de 

são Paulo (informação obtida por carta)� a nossa atual produção de 
. lactose � de 20 toneladas. anualmente o E '/i pelas estatísticas do M .. 1.
nistério da Agr-:'ieultura� ainda segundo o re.ferido Centro das Ind-Ú§. 
t:t�:tas " nossa importação dêsse produto em 1953 5; foi dé 384 tonela
das o .A essa sub=produçáo deve acrescentar-se o :rato de ser o preço 

... ;\ 

de custo da nos-sa lactose 17 duas a tres vezes superior ao do p:r-odu=

to importadoo 
� . , .F $,• A importancia dessa i..ndustria ,, sua rapida e.xpansao em aosso 

país e 11 consaqu�n.temente, o agravamento do problema do suprimento 
de lactose ,, levou-nos a considerá-lo ,:êriamente· e 'li baseados nos 
tràbalhos de Wis:consin 11 investigar um possível substituto daquela 
fonte da carbono para o Penicillium cprysoz�n�� õbviamente� o 

mel final das ut;inas de açúcar seria o primeiro produto a se con
siderar., 

V 
. 

t.o."9 A 
. .

Uma serie de fermentaçoes� em.diferentes circunstancias fo-
ram processadas

,, 
com aquela finalidade� nos Laboratórios do Inst! 

tuto Zimotéenico.$1 e os resultados sâo aquÍ discutidosº 
No presente trabalho i damos inicialmente uma breve noticia 

A . 
• 

sobre os. aspectos gerais da fermentaçao de peniciliH,:i..r. Uma apre-
� ✓ � . sentaçao de material e metodos e descriçao de experimentos prece-

dem à discussão dos resultados e nossas conclusões� 
"" .... 

Cow �- apresentaçao desse trabalho v visamos prestar uma mo= 
desta contribuição à nascente indústria de ai1tibiÓticos em nosso 
pais t tendo em mente um dos mais ·sérios problemas que ela ®ncon= 
tra em nosso meioº 



2 0 ASPECTOS GERAIS DA FERMENTAÇÃO DE PENICILINA .. 

zo:,_c H i s ? � R l ,e Q 

Hã q'(Jase um século, os pesquisadores em Microbiologia vem se 
preocupando com a questâo de a:ntibiÓseo 

Cem efeito 9 já antes de 1897� cita-se que GOSIO (In WAKS?1AN
9

. . 
,? ,n. · � "" 

1948) descobriu numa especie do genero Penieill;tum uma substancia_ 
. � 

c:rista.lina dotada de capacidade inibidora ·sobr.e Baeil lus anthraci2
À • " 11' • ,? 

e i tal substancia 1 hoJe bem conhecida� e o.acido micofenolicoª 
Posteriormente� ainda no terTeno do estmdo de açÕe$ in:tbido� 

ras de fungos� aparecem pesquisas de DUCHESNE e VAUDRENER 9 sendo 
êste o primeiro a ensaiar aplicações clínicas de um produto fún
gico (WAKSMAN� 1948)� todavia sem resultados concludentesº 

O próprio Pl\STEUR 9 já em 1877 ;; (ainda citado in WAKSHAN, 1948) 
' 

-

. � � . a::: • •  ., . (/lt,; 

preconisava ap;I.1..:.<->,ÇOes terapeuticas da açao de certos microbios SQ 
,)' .9 bre bacterias do carbunculo, sem que experimentos fossem executados 

nesse sentidoo 
Em 1899, EMMRICH e LOEW (CHAIN e FLOREY, 1944) fizeram intere.ê_ 

santes aplicaçôe.s dà descoberta de BOUCHARD (1899) de que Pseudomo= 
nas pyocyanea é- 9'..ntagonista contra outras espécies de bactéria$, o 

• �\ .. f;,\ • 

que se atribuiu a açao da "piocian_as�n.,,
- . e. �----

Inf ortunàdàmen te 9,) essas primeiras observaçoes·em substancias 
de atividade antibiÓtica pouca repercussão tiveram, sendo logo ol
vidadas, até que o Professor ALEX./\NDER FLEHING� do Hospital· de Sto 

. 
. - A . 

Mary 9,) em Lond:res 51 publicou a descriçao de uma nova substancia_ anti 
bacteriana (FI$HING, 1929)

91 � que denominou PENICILINA � 
ê produzida pelo fungo Penic:lllium nota_tumí' Westlimg � que apareeêU 
como contaminante de uma placa de Staphilococcus aureus, com que 
FL,EMING trabalhava no momentoc 

A . .  

Tal substancia, pareceu ao seu descobridor, ser de utilidade 
� ri ... . 

em terapeutica. ,i caso fosse poss2vel sua produçao em gra._nde escalaº 
Com ef'eito� já de inicio, notou=se sua quase nula toxidade e 

possuindo espectro de ação bacteriostática mui_to interessante� o 
. A . . , 

• . 

que possibilitaria seu emprego no combate a cé:rtas infecções que
. . A . d afligem o genero humano� e causadas por certas bacteriaso

Todavia� a não ser experimentos esparsos (CLUTTERBUCK et al ?

1932 9 REID i 1933� BORNSTEIN� 1940) apenas confi�mativos dos resul= 
tados de FLEMING� nsnhum progrésso importante �oi registrado 9 em 
relação à penicilina, até o ano·de 1940 (RAPER� 1952)º 
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.A essa. época,, pesquisadores da Escola de Patologia William 
. 

,. 

Dun � Jniversidade de Oxford= começaram um estudo de substancias 
antibacterianas provindas de microorganismos ê se interessaram lo=

gc pelo f�nicillium notatum,Westling� pela sua faculdade de produ=

zir penicilina (CHAIN et al�s 1940)� 
- J1 (i , . �· -

I\ 

Não so metodos fermentativos,. mas tambem aplicàçoes terapêu=
ticas começaram a ser ensai -do..,,,- E 7' já nesse tempo ,, os pesquisado= 
res de. Oxford haviam criado a técnica para o ensaio do antibiótico 
pelos cilindros em placas e deram uma definição para a unidade de 
penicilina (AB}1j\RAM et alo� 1941)º E os �esultados clínicos que se• 
iam obtendo eram os mais surpreendentes� resolvendo casos deséspe� 
radore·se 

A. . <.:!: ,. 

E� desse modo 9 nao demorou que a penicilina começasse a ser 
usada no combate ás infecçÓ-,.':i eontraidas pelas tropas nas linhas 
de f'renteo 

Viu-se j então�: a necessidade premente de aumentar sual-)produ= 
çâoem ritmo acélerado s, e os ingleses compreenderam que a penicili 
na que FLEMING :d:escobrira cêrca de dez anos antes� era uma produto 

� . . · .. . • -') 
. 

estrategicoe 0'.:trftmdo cienti:fico acompanhava coni tal interesse as 
pesquisas de �:r'.qrd, que a Fundação Roc:ke.fêller proporcionou ao .. ' ' 

Profa FLOREY e t:I-IE.ATLEY seu assistente $; que êmpreendessem uma vig 
� ú' gem a America 9 c·.qm o fito de desenvolverem pesquisas relacionadas 

com a penicilir1à: _:e, dêsse modo, atrairem a atenção das indústrias. 
A ·. . . � .... . 

farmaceuticas para uma droga que, idubitavelmente
,,_Jria ser x-eco•

nheGidà como uni -�em social" 
O qué se p'�ssou nos Estados Unidos da América� dai por dian"" 

u:> ;- -:·.� V . 

· te il em questao Jl'.e pesquisa� foi algo admiravel., Primeiro, fo:i em 
Peoria, Ilinoi�) no uNo:rthern Regional Research Laboratmryii (NRRLl9J

onde o problemâ; foi sistemáticamente· atacado" .. _·. . . .
- � � -:·_ . J.'JI � . .... 1/ Quanto a nutriçao do fungo !'! chegou-se a conclusao� apos uma. 

,
. . . 

serie da experimentos ., que o meio de cultura deveria conter ,;, éomo-
- p - • . y . . 

,: . 1/ .. . : 
. . -· .: . 

constituintes ba.3-icos, la!!ittose e agua de maceraçao de milho (MQXER 
e. COGHIU, 1946i e ]?_)º·A divisá'.o de Fermentação de Peo:rias que _'i.{\i
possuia éerta e'.icp·e.riência em fermentaçôes de fungos r ádotou pr,;.ra.

,:,.,w :•.· �-

8. penicilina� o ·processo de cultura submersa (proce--sso iniciado; por 
lf.L:UYVER e PERQUIN em 1933) com ILTUito promissores resultados (RAPE:R� 
19,52)e 

. A � -� . . . No concernent_e ao emprego de agua de maceraçao d-e milhoíi no ... 
-tou-se ainda que em fermentações com tal substrato� sem.pire pred:o'- -·
minava a penicilina G = benzil�penieilina- o que constitue inte!'l��

. 
,J 

se sob o ponto de vista farmacologieoo



.,. ' - ·, 

! • ...... -

T _ .u�.0 ado bCU a:a-se a sel�ç�o de e�tirpe_ ue PenM __ _ 
. 

� . 

apa ··i a las a p1··oduzirém ·com mai.... eficiencia; e uma produ a 
7 p � lili�ro? i alcançada com a cuitura IIBR1 

B=Zl� contra tnn·o com-a potància e 2 a 4 u/ml demoastrada pel� 
fungo original de FLEMING (RAPER�, 1952)e 

Um progratn,q de ·trabalho para o lsola:mt:mto de organismos mai 
. . 

produtivos,, se��·Bi, do sol.o
., 

s�ja de vegetais, dê aliméintos�1 etc .. , 01= 
minou com a des.coberta de �Pani_eiilium chrysogen� Thom9 designado

ilfüll.L 1951., de trn� melão embolorado em. Pêoriao Da.;{ por diant J 9 péla 
seleçao natural

7 
pelo �so de raios X 9 de luz ultravioleta e do gà 

mostarda $; outras estirpes mal� potentes foram obtidas 9 entre as 
quais a famosa e importante Wiso Q-176� cujos meios fermentativos 
atingiam então· 900 u/ml o Foi daquela cultura isolada em Peoria� 
NRRL 1951 C) que se or-iginaram todas as atuai.s cul.turas altamente 
produtivas nos laboratórios de pesquisas e passando dai para as 
indústrias (JOHNSON� 1952)0 

... 

Pelo uso adequá.do dos fatores mutagenicos mais con...h.ecidos� 
uma série de estirpes foram obti�as (STAUFER e BACKtJS, 1953)� so-

" 

bretudo no Departamento de Botà.niitta da Universidade de Wisconsin ç_,

na �icarnegie Institutionº 'ii na Universidade· de I-'Ii...nesota e noutros 
centros de pesquisas nos Estados Unidos da Américac 

. � 

� •'11,comi:tan'temente ao andamento desse programa para incremento 

da produção de penicilina por via fel"mentatbra� uma outra. eq�lpe àe 
pesquisadores iniciou a trabalhar na elucidação.da sua constitui
ção quÍmica }1 coruo base para ·a ftitura s�tese_, SupUI1..ha-se � então, 
que a biosíntese não haveria de ser capaz de for�ecer o antibiÓti= 
co na quantidade requerida p(elo consumo ,1 que aum�:nta'V'a • dia após 
di&o 

·Âss1m; na Ingl�terra .. a Corporaçao de Pesquisa Terapêutica
criou um sub-Comitê de Penicilina ?! movimentando grande nÚmero de. 
cientistas am·1.rieanos .e ingles�s, todos trabalhando com o objeti

vo único de projetar mais luz s�bre a natu.,t'eza química de tal 
. .4. • .("J. ...., 

substanciaº Deve salientar-se aqui a cooperaçao �ficiente de 
inume1"as firmas e laboratórios anglo-americanos 9 . cujo interesse 
0m ta.is pesquisas eram igual ou superior ao oficia�J"., 

Uma srie d� trabalhos importantes foram executados e eram 
então reunidos numa publicação oficial, de distribuiçao limitada 
e que recebeu o nome n P E N r.i., Para conhecimento detalhado d� 

b y 

todos os progressos na quimica_da penicilina, e interessante

consultar a publicação de CL�BKE �tale, 19h9a) 
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Embora ::en.ha sido a tamente eficiente o trahalho da êlucida= 
çâo da qu:Ímica d:-:z. penicilina,,1 o objetivo eC1;:;ntral não foi ainda 
o .. � seguido � a. ...,L1·cese total em bases econômicasº E, embora já . se 

te�a anunciado s:ínteS.ês em laboratóriosº ( DU VIGNEAUD et _alo� 
1946 e SBEEI:IAN� 1953)s até o momento sâo as fêrmsnta�ôes que fazem 

� 
. 

� A 

o suprimento do antibioti@o� alias com uma erieieneia que delas
não se esperava ncs primeiros anos de pesquisas nesse campoº

A· � 

Po:r.· esse motivo aumenta de importancia os experimentos exe-
cutados para melhoramento das fermentaçÕeeo isse aspecto do pro
blema da penicilina foi e continua sendo amplament� investigado 

· por PETERSOI-J� J0HNS0:N" e colaboradores na Universidade de Wiscon.s:L.1t1
(RAPER� 1952) e por outros em.diferentes partes do mundoº

O sist-ema das primeiras fermentações feil"i;t:;.S em Oxf'ord 'iJ ini-
. . ... 

cialmente em pratos, depois em frascos de eeramica, foi se mostran�
. 

'7 ..,_ . 

do dêficiente 9 ate que _a êxperiencia indicou o melhor para labora-·
tório � frascos de Erle�yer de 500 m1 � ou balões de 30 litros�)

' . - , . 

todos de vidro j submetidos a �sterilizaçao previa� fechados eom
tampãp de algodão°' Da:Í� para as instalações piloto� com 1'"ecipie11tes 
de ·aço inoxidável, com agitadores mecânicos .., ete º 'li os progressos 
foram mais ou menos rápidos, até o momento atual. }1 em que a pentct
lina é produzida em fermentadores de capacidade variando em tôrno 
de 50 mil litros-!J) na. grande indústria de antibióticos� com rendi
mento até 3 9000 unidadaspor :mililitro� 

-

2o2 o CONSTITUIÇÃO-QUÍMICA E EXTRUTURA DAS PENICILINAS .,

Denominam.--;se naturais os tipos de penicilinas que se for•m 
nas fermentações de alguns ?ungos dos gêneros Penieill5-lffll e Asper~ 
gillus, em meio sintético� quando ao substrato não é acrescentado .. 

� . 
. � . - ·

precursor algumo Diferenciam-se apenas na const1tuiçao do ra�ieal 
� ,:;, - . Q 

ªº Todas sao compostos resultantes da condensaçao dos nucleos 
beta-lacta:mico 
no p:resenteo A 
sendo que� com 
20300 unidades 

e tiazolid:L."l:a � con:f orme a exfrutura qu� se admite· 
ati-1r:ldade bacteriostát!ca qualitativa é· a mesma 'i'

. . . � .

a. natureza do radieal 1!'11 varia a potencia de 906 a 
por miligrama do antibiÓtico em estado eristalizadoo 

Por outro la.d� '.(, as penicilinas não naturais '!, ou novas per.d- -· 
� ·, y - -cilinas bios.:rn:teticas sao aquelas que nao sç1.o produzidas :no :met·à.bo;.. 

lismo normal; :f'orma:mc•Se nos meios de cultivo .,. quando induzimos o 
fungo a :se utilizar de uma substância de natureza precn . .r·::;ora� por� 
tanto de composição relacionada ao novo tipo de penicilina que 

# . li 
• í?1 'li ,· 

desejamos obterº Ate o m.o:mern:;o .., 
uma grande série de eo:mpos-cos · ja 

foram ensaiados com. o objetivo ãe obtenção de novas �en:icilinas 
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biosintéticas ( BEHBENS ;i 1949 ) ; e� embora· tais pes·quisas ap:resente__;: 

· bons resultados práticos� pertence� ainda� ao grupo das penicili

nas naturais� aquela rlt H;i;.,ior aplicação terapêutiea .... a penicilina 

G ou benzil penicilina = por su�propriedades farmacodinrunicaso 

Toda-via, por incrivel que pareça� a natur�za futima da bj_osi.ntesa 

das penicilinas�, ainda � campo aberto i pesquisa (JOI-TifüON� 1952) 

embora a.lguma coisa jã se tem feito nesse sentido (BEHRERS�1 1949L· 

O método para essas pesquisas consiste em acrescentar-se aos meios 

de cui ti vo os produto-s de degradaçà<? da penicilina t analisando-se 
. A - . I depois� a eficiencia da incorporàçao dê tais restos de molecula 

possíveis produtos. :m.etab6licos -intermediários ... considerados como 

preeur.soreso 

D;3se modo� a êegradação das penicilinas é importante arti

fício no esclarec:Lmento .da- sua biosfr:i.tese ;_ e "! para ilustração� damos 

em seguida i um esquema desse degradaçáo� como� feita usualmente 

( YlARA VALHAS, 1954) ;;: = 

Reaçoes .n.a pagintl seguinte 
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de alcali 

., 

Ác., Penieiloico 1 acido 
1 e 

· � 

HS �· e, cn
3

HzN �· CH ,... COOH 

Penicilamina 

(D � J3 = J3 ,.., dimetil 
cistei.na ou D .... tiol 
valina) 

+ 

1 HgCl.2
�.;> 

R =· co 

Ã'c:� Pená:idico (aldeido N .a. ácil 
ser-ina) 

Oxid�çâo 
Hidr�lse 

R ·� CO = NH --· CHz � CHO 4- COz 

· · Penilo a.ldeido

· > R COOH -} H2N -� CHz ·"' COOR

Glicina 

DEGRADAÇÃO DAS PENICILINAS���������� ��= ������=���=
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Dezenas do químicos trabalhando na ãlucidaçâo da constitui= 
ção das penicilinas <r ad:mi tta.m. até 1943, lli!'!a das êxtrutur-as segu:tntes 

. ... 
para essas substancias �-

1
s,\ /. cH3

N ---- CH -- CH e ----e� 

11 1 1 1 
RC CO Iffi --CH- COOH 

\. / 
o 

FÓRMULA OXAZOLONA 

R = CO = I-rri = 
/

.S,'- / CH3
, ' ·/ 

r-�- r 1-CH
3

CO - N - CH = COOH 

F'ÓRMULA beta=lactâmica 

E� no momento l' a r6�mula beta-lactimiea � a que melhor se 
coaduna com as propriedades das penicilinasº Tal extrutura � com 

• � o.•, ,? Q a. 
.A. 

dois ni-crogenios em :f'orma na.o basica� esta pe:rfe:'Ltamen,:;e d.e aeor-•
� � 

. � 

do com a Terdadeira natureza desse grupo de substancias � reaçao 
com �lcalis para

>

dar peniciloatos ,> reação com álccois primários 
e a.minas para da:r al.fa-ésteres ou alfa�a.midas dos pentc1.loatos 
e isomerisação dos á'.cidos penÍlicos (MARAVALHAS

iY 
1954lo 

2o 3e §p;LEç.Ko DE ESTIRPES p}!l PENICILLIUM
. 

. . 

A cultura· a. ser usada numa f'ermentaçâo deve ser O primeiro 
fator a nos preocupar� pois� em igualdade de condiçÕes·f'ermentati-
. � vas� organismos da mesma especie podem apresentar comportamento 
muito diverso .desde que sejam de raças dife?enteso · 

Reforça-se essa afirmação, citando a grande di.ferença· de 
produção entre o P,enicillium chrysogenum Thom� NRHL 1951 e o Pe-· 
Jrlcillium cnrysogenum Tp.om9 Wisc� Q�l7?; a do pirmeiro 100 tmidades 
poe mililitro e a do segando 900 unidades por mililitroº A estirpe 

.. 

Wisc c. Q-176 pro·9"eio da. N"RRL 1951 7 por diversos procêssos MUtage- · 
nicos� Em Peo�ia e em Wisconsin i para citar apenas dois centros de 
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. 1/ � p�squisas dos Estados Uni.dos da America7' ha departamentos �xecu-

tando inter�ssantes programas de seleçâo de fungos., Para ilustrar 
reproduzimos em seguida 9 ·no quadr� n� 1 1 a genealogia das prin
cipais vstirpes obtidas nos Estados Unidosº 

Como não poderia deixar de ser, em qUàlquer programa de sele•"' 
çâo de culturas i apõs o :isolamento das mesmasi os organismos colo
cados em id�nticas condições fermentativas teem seu comportamento 

❖ r..,: &:!!1 /J 

anali,sado com respeito a produçao de penicilina� utilizaçao de açu-
cares� incorporação dos precUBsores 'i· percentagem de penicilina G 
formada

? 
pigmentaçãoi etCoo

QUADRO N9 1 � Esquema da genealogia das est:trpes de Wisconsin., 
(.à.daptado de· STAUFER e BACKUS, 1953) 

. 1951 · Raio X 
NRRL --:---·- NRRL 1951 B-25 ---X = 1612 

1 UV � l 
i 

Q - 176 

i UV - I

BL 3 - D10 

s 

41 ( 15: uv :.r 4ª

49 - 133 __ N_M __ 
1 NM . !--1 ----.i....--·---, 

49
1
= 2166 L�9 = 210;

48 -� 701 50 

""' 786 
' 

h 

' 

UíT = 

= 724 
1 

uv .,. 

a 
l NM 

50 t.. 1247 

.· 1 s 
52 "" 817 

50:= 935 
51 - 113 

1 

S 4· 51 .,. 20 A 

51 1

- 20 · s 
1 

S 51 = 20 B 

52"= 1087 

O��l� DA. DERIVAÇÂO DAS ESTIRPES : -

S. - seleção s�m tratamento;
NM - seleç�o seguindo tratamento com
UV - seleçao seguindo tratamento com

l - 20750 A 
II� 20534 - 37 A 

- = descendente imediata;. 

tl gas mostarda; 
luz ultra-violetai 

,,, tP 

- . , - --- = duas ou mais geraçoes intermediarias o

II 

I 
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... 
Evide-ntemehte � .. antes que tais culturas sejam fo:r-necidas as 

industrias devem passar por uma prova nos fermentadores pilotoo 
, � � 

A!� as condiç6e� sao mais ou menos identicas aquelas· encontradas 
�� . � . , nas instalr:i.çoas comerciais"' Essa prm.ra e indispensavel�) pois que 

al.gu.m.as estirpes,. em."bora muito produtivas nos frascos e:xpe:rimentais 
nâo correspondem integralmente �espectativa 9 quando transportadas 
para os fermentadores industriais� dê aço inorldãvel ç eom �gita� 
çõe� meeànica e aeraçáo (JOHNSON� 1952)0 

2 .. 4º· §UBSTRATQ PA;RA A FERMENTA($0 

O pi.-imeiro meio de cultura para a obfatr.içâo de penicilina 5.,
usado po:!" FIBMil'fü' (FLEMING 9 1929) era um c;;;l°\.d.o rtomum usado em Bate= 
teriologia; e j sÔb:re sua composição não f ort1..w. �ados êscla!"eeimentos ,y
embora saibamos qus encerrava peptona e pr,,t��i!la d1s ca.rne c Alguns 
a.nos depois, na _Ingl.ater:râ mesmo, descobriu-se que o Penicillium 
podia ser cultivado em meio sintético (CLUTTERB"'JCK gt .. alo-;; 1932L 

Algumas pequenas modificações em meios ·s:5.ntrétieos (FOSTERw 
WOODRUFF e MC DAIUEL, 1943) apresentav� eerto a:r:ouento na atividade 
penieilinÓgena, ·sobretudo· quando se :fornecia mais ni trqg-�nio aos 
substratosº Verificou-se nesse p&.rticular a superioridade das :fontes 
orgâni�as oa natu�ais lfüo fornecimento do nitrogênio requerido (MOYER 
e COGHILL

9
. J.946 ã e Q )e 

. . 
- -

Certos requisitos basicos devem. ser eons5.derados na s-eleçao 
f . . . . • 

de mate.rias prillias para substratos na fermentaçao de penicilina: 
nacessidades alimentares do f1L11go, condições para a formação e· 

"' , . "- fl 
r,.t) 

• acumule-, do �ntib:i.ot:l.co e sua posterior purificaçao e ex-craçaoo 
Quanto á nutrição d� ftmgo propriamente ditas devemos considerar 

A 

principalmente :fontes de carbono
9 

de nitrogenio e de sais mine-
raisº 

SÔbl"'e a.f'orite de carbono para a: produção de penicilina� sa-_ 
be-se ·que a 1.;aétóse °é ú :màt,ê.n·ia:1 p:•efeJ�·:id•D {MOYER e COGHILL, 1946 
e STONE. e FARRE1:2J .• 1946) pois� sua utilizatâo pelo PenicilliUJ!l se
faz de mod'l tal y- que ·o f,mgo se mantém mal nutrido e produzindo 
o máximo d� peni·cilil'J.ac

Quant,'"J à ra.zão dêsses :fenômenos · - utilização lenta da lac
tose e produção do antibiótico . em e_ondiçôes adversas de nutriç;·c
não encontramos á.inda uma explica_ção plausível,.

Outrossim .,. no momento, a laetoDe · está sendo substituida po:r" 
. � 

outros carbohid.ratos& qobre isso� daremos mais pormeno�es� nos 
capÍtilos seguintesº 
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. A nutr-içâo nitrogenada desempenha importante papeJ na .fermen� 
r,..- ,,. l;1 

taçao 9 tanto que� desde as primeiras adiçoes de agua de milho ao 
meio de. Czapek-Oo:x: notou-se um aumento progressivo na produção de 
penicilinaº A maior produçâo 9 nessas circunstâncias� foi reàlizada 
com 12�5 % d� ãgua d� milho� em cinco dias de fermentação (MOYER 
e COGILL :1 .19L�6 _!) º Ficou patente a superioridad� d;ssc ·resíduo da 
industrialização dp milho sô·bre as demais :fontes d,;1> nitrogên:too 

- , 
Com a adiçào de agua de milho :;; material nitrogenada de di.versas na•"'
turezas e micro=nutrientes são i�corporados 9 proporcionando nu= 

P a . 

triçao satisfator-ia nesse particularº 

MEIO ,'> SINTETICO 

Um substrato de composiçâo quÍmica definida perroit� 9 perfei= 
tamente� a formaçâo de. penicilina_e Ademais. oferece a vantagem de 

·proporcionar uma dXtraçâo e purificação finais mais faceiso STONE e
• 

• 
!)' /} :," 

FARREL (1946) consideram indispensaveis� alem d� carbono si nitrogei-
nio e fÓsforo '.i os seguintes elementcss para um tal meio sintêtico g

potássio J' magnésio� e:nxÔfre s, ferro 9 zinco e cobreo

2050 P R E C U R S O R E. S 

'1 0 t�-:rmo precursor é usualmente atribuido na literatura· bioqui=• 
-�� .p 

mica� a um composto organico que sendo assimilado do m,;!io 9. e incorpo-
...... .P r: �-) 

rado diretamente, sem degradaçao previa� a molecula dei um dos produ= 
tos da fermentação., Em química e fermentação de penicilina '.>' gerê·:tm�n= 
tê, subentende=se aquelas substâncias que irão constituir o resto ij 
da moléculat.1 � (MARAVALHAS ;; 1954)" 

1 . I 

Como ja vimos 9 li�'las atras� os principais t.ipos d.e penicilinas 
. , 

àitas nat.urais são especificados conforme a natureza do radical, J.10 

�� 

E9 pelo conceito que hoj-�se t�m das. substancias precursoras 9 a obs-f!.r-
vação do Quadro NQ 2� permite-nos escolher entre os compostos orgáni� 
cos aquele de melhores possibilidades para a biosfntes� da penicilina 
que se deseja obter ( JOHNSON� :1952L, 
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QUADRO N, 2 � PRINCIPAIS PENICILINAS NATURA.IS� 

p o 

í 
1 

'" VT72::i! 

OMINAÇÂ.0 

b q I T Â. N I C A 
' 

4 '
º 

.. ;:
l 

i I 
' 
l 
l 

•• • l 

. l ; 

.j II 
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R A D I C A L 

�--- CE ' 
t•• : 

. 
�•;a·r

1 - CHz = CH � CH = CHz � CH3
1 j Pc.ntenil = 2 1 

. i ' . 1

L 
· 1 

lihidro ' Ácido Gigântico ! = CH2 = CI-Iz = CH2 = cR2 =· CH3

l
F 

.

i amil-

Pentenil = 3 

-�

l 
' 
! 

d A J 

Para o caso da benzil=penicilina 'i; nenhum precursor se tem mo_s= 

tra.do melhor que o ácido fenil acético e seus derivados {BEHRENS� 

· 1949)º SÔbre êsse fato f é interessante lembrar o papel da água de
,,,. . 

r� .... , , 
Q 

maceraçao do milho na :fermentaçao de penicilina.,, A agua de miLrio

� � 
M . 

tra.s� geralmente� grande parte do :material soluvel d.os graos de

milho empregados para a obtenção do amidoo



É� portan.toj uro. .residuo encerrando muitos compostos� e j dentre to� 
R . � .. ,. r�'f. 

dos SJ o proprio fungo escolheu aquele que melhores cond1çoes ot.',P.re= 
. �- ti . • 

ce para ser incorporado a molecula de penicilina j pois 1 em substra-
� , 

. 
" n 

tos a base de agua de milho� sem adiçao de precursor i sempre hã 
�-

. 

predominancia da benzil penicilina (JOHNSON i 1952)e 
Pesquisas interesantes se rizeram no sentido de identificar qual 

' ' 
9 

composto ou grupos de compostos presentes na ag'àa de milho seriam os

responsáveis pelo estimulo da produção de benz11 penicilinao Nesse 
r? .�:.\ 

particular� ha muitas evidencias de que se· trata da fenil alanina 
(B&HRENS 51 1949)e 

• ' 

f,.,"• 

• 

t> 

_Com adiçao de f'enil alanina ao meio s1ntetico de cultura� na
proporção de 012 a 1%� a produção era estimuladaº Experimentaram-se 

, ....,. /' . � � entao f um grande número de compostos �elacionados aquele amino-aci-
do, sobretudo produtos da sua descarboxilação� desaminaçâo ou descar= 
boxilação. e desaminação., Nesse particular, comportaram-se melhor g

Q � 

o acido fenil acético ? afenil acetamida e a fenil acetonitrilao
. - . ç v 

No momento, o preGursor mais empregado e o acido fenil aceti-
co ou um dos seus derivadosº 

A A � 
· 

Sobre o modo de emprego dos precursores, ha certas regras a. 
• 

.,,, •� - ' (i,;zl 

observar quanto a toxicidade de tais ·substancias em_ relaçao a cuJ..;.. 
, d -

turas novasQ Para o caso do acido fenil acetico e seus �erivados, 
por exemplo, a adição de precursor deve iniciar-se após 21.i horas 
de fermentação e não exceder de-uma grama por.litro 2l por 24 horas., 
Melhor aproveitamento é obtido, quando as adições são repetidas, bem 
distribuidas durante o curso da fermentaçãoº 

-

<060 CONDIÇÕES GERAIS DA FERMENTAÇÃO 
e _,..,.._.� 

206010 Aeração e agitação-

A fermentação de penicilina. coloca-se especlficamente no gru� 
po dos processos aerÓbicoso E

1 
no caso em aprêço 1 aeração e agitação 

Q ' Q ' -

lipn-se intimamente pois t e por intermedio da agitaçao que se conse-
gue a aeração da culturaº. Por sua vez, o oxigênio fornecido ao fungo� 
quando em cond�ções ideais� ravorece a produção de penicilina e ofer� 
ce melhores·condiçÕes para a construção do micélioo 

. ....,., . & �1 

Nas condiçoes de laboratorio� a movimentaçao dos frascos� em 
� � 

agitador rotativo� a razao de 250 ro.pemo� aprQximadamente� rornece 
boas condições de aeração aos recipientes fecha.dos com algodãoº 

A • 

Todavia j deve salientar-se que a eficien.cia da aeraçao� controla-se 
pelo oxigênio dissolvido no meio de cultura e não pelo total de oxi= 

li� 

genio que penetra no frascoo 
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Tal controle pode. ser feito pelo nétod� de tereminaçâo do valor 

de oxidac.ão de .sulfito (COOPER ê,t_Al0 � 1944)"' Nos tanques fer-
" 

mentadores� de maior volume� avalia-ses aeraçâo em volumes de arpo 
2 ' ' 

por volume de meio� por unidade de tempo (STEFAlHAK et alo 9 1946 e 
JOHONSON

i 
1946)c 

' ,,,. 

Asuume grande importancia o controle do pH na rermentação de Pst 
• .f!,, ,. ef' 

nicilina� devido� ao carater instavel dessa substancia em valores de 
pH fora_do limite de 5�5 a 7�5.o 

Todos os autores que teem estudado o assunto (MOYER e COGHILL, 
191.i-6; BAPER et al,, si 1944; FOSTER et aLl) r 1943; STONE e FARRELL 9

1946; JOHONSON� 1946 e S1�FANIAK .e,t a,.lo 1 1946) concordam em que nessa 
fermentação, o pR normAlmente variá de 4 a 8, sendo qüe .o pli ideal 
para a formaçko e acÚmulo de penicili� está compreendido ao redor de 

7� ºº

Evidentemente� a variação do pH estã correlacionada ao metaboli 
smo dos ca.rbohj_d.ratos fornecidos ao fungo 7 devido ao rato de que tais· 

A & A n 
substancias sempre produzem. acides, organieos quando em fermentaçaoo 
Carbphidratos como a glucose i ràpidamente fermentensciveis 9 tendem 
a baixar o pH; contrariamente, a lac�ose possibilita mudanças suaves 

� = 
no pH

:v devido a sua utilizaçao lenta pelo mic.roorgansimoo

� & � � 
Em susb$tratos a base de agua de milho·as variaçoes do pH sao 

tÍpicasQ Com efeito� �sse resíduo indfstrial encerra lactado e ni-
� � Q 

trogenio organico� ale� de muitos outros compostos, e o fungo? na 
,P ,,, 

sua necessidade de carbono, utiliza primeiro do acido láctico dimi:«:,. " 

nuindo9 portantor a acides; por sua vez i os compostos nitrogenados 
A • 

� 

organicos sendo atacados, liberam nitrogenio amoniacal, criando assim 
condições tendentes á alcalinidade (FOSTER et al.,, 1946)0 

Outrossim� lançam-se mão de certos agentes pa:ta correção do pH 
' - � - , ou para atuarem como substancias tampao0 A adiçao de hidroxtdo de 

, 
' . ' 

sodio t�m sido preconizada como corretivo� enquanto que o carbonato 
' , 

' 
, ft 

de calcio, dificilmente soluvel s, age com o sub�-tiancia tampâoo E, 
6) , . - G:: 

dessa forma� e frequentemente empregado nas fermentaçoes de penicilinaº



Três condições fundamentais se enumeram para que haja sucesso 
na fer�entação de penicilinag (JOHNSON� 1952) : 

A � a) Existencia de �icelio;
b) A.eração da cultura !) e

= p e) Suprimento alimentar de carbphidrato em condiçoes desemi=penuriao

A Última cov..dição proporciona um estacionamento no crescimento 
do fUngo ou 9 quando muito� um desenvolvimento muito limitado� e a um 
pli de 6 9 8 a 7r8� produzindo-se assim a penicilinaº Esgotada a fonte d e 
carbohidrato� o pii sobe um pouco mais1- a cultura entra em autolise s 
há certa destriçâo de penicilina\:) 

A fase inicial da fermentação deve ser de um crescimento rápido�, 
ap�S um período muito curto, de natureza estacionária que.se sucede á

inoculaçâo f e onde não se.verifica crescimentoº

. 

p � 

O desenvolvimento micelial otimo,, nesta fermentaçao, geralm.e:n= 
te� é conseguido por intermédio da glucose que se faz acompanhar da 

,? ?' 

lactose nos meios de cultivoQ E, assim� devido a sua rapida utiliza-
� - -çao pelo fungo f nessa fase o pH e baixo e nao se rorma penicilinaº 

� � Esgotada·a glucose� o í'Ungo passa a fase de semi=penuria alimentar 
e� então i 

coméça p período verdadeiramente produt1,;.oo 

� ?' � � 

·Como vemos� a utilização dos aucares esta nitidament� r�la=
� .� I? a-, 

cionada a variaçao do pI:I� crescimento do micedio ie. produçao de peni-
, & 

. 

eilinaº O Grafico NQ l resume as mudanças metabolicas
1 

assim como a, 
produção de penieilina '.i) veri:f'ieadas numa cultura de Penicillium chr:v;•= 
sogenum., WiSCo Q-176, em boas condiçoes fermentativaso o crescimento 

micelial é medido em função do nitrogênio solÚvelo 
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GRÁFICO N t? 1 i Mudanças matabÓlica.s numa ferme:ntação de Penieilina 
com a estirpe W:tSCo Q-176 (Dados fornecidos pelo D.r o

Nelson Maranll1as) o
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. O Ótimo. ú<t t�-unpe:ra tur-a· pa1:1a a .t c:rm�'ntaçâo d� penic:í lina .1. (),·· 

ca.1 i.za=$e ao l'b!dox- ti� 25'�C (, Os tl.Utore;,.:- qU,e, t.r1eID eXe(:Ut&\lO p.�squi-,,_ 
S8." nesse sentido 14firman:. qu� ha • · toJ.e:rân4!:í.a até 291C.,�, �u"'? 
que uma tê:m�ra tura· de 3ZºC º ocasiona 1Y;1!.xa p:rodnçâo i.\'Pl tix1a� a:: e .. t_A 
rpes ensaiadas (STEFAIU.AJ( ,et ª-]º� 1946Ju 

A... fe!"m�ntaço �,f� tua a� sob agi ta.çà.o e at:r�çáo f'i.�am Si.l;y?i= 
·ta.:, â. f<>:tmaçi,.o d:; esp1111a ?1 raz�rr.> porqu·� mu.�to "' p�squisad lX'e5 tf;e.m tr.o..
balhado,ll procu.:ra.udo s�:i.bst�nctas @ tipo d� fP-rmr;ntadc-ri-� d�:st4 r1:tl'íS a
sanar

Admit'2'=Se yqlo ·m..?.:no ... em parta )'· q G a .,1_0:rmaçav cie e p\ill1• n 11:l

su b1 tra os d� f� rmen t$. çã,o d: p.:,:nic . 11.na .,. s .� ja d!P)vida a: -t ormaç�,.. d,, 
ubstanclas t n.:,<.1•""'.ê:i.tivü � d?: naturez� de:. cor.Jlé ,id�o A ,�spu.m."'i ...:res..:01 

nos f �rml$-ntador0�- ,J ocu.pando o e$paço 1 jvr,� íl r..:::duzindo b t:f':i,11"!i®cia. 
da ae:r�sti.o � comprmne1�0nd.o ass�psiao D�Í et. ne\!,;:;.:,Sl.d8. !f.; di-, :�m.pr,:; .• 
go d(>J agsnte ant1-.E, �pumant-es o

.í::lliiüWN� � H1 
.. 'llit�UN 0950) ? a_prmr,-;itando a ,�.xp..:::r1Sn ta dos il.t:ma�� 

que :err:pr,�ga:ra.m i, :L-.:r·m""ntadol:' tipo Wa\d..hot,. pa:Nt produçà�, d� .1-�veduras t
� 

. � . . 
� ·.:.ham.�:m a .atênçao :para ess-2· tipo d(,i, f-arm ntado.r !'!!O conc:ern�nt .... 1 a. efi= 

eiên;:::::ia da ae-r>J.ção 9 quando. :--a. smprega um agent.1 anti-t-spuma:nte 3 l"i;·1 a-� 
tam � . ··eles autores maiore..; produçóe de peni(;il:tna nos terroentador·as 
tipo Waldhof qu� no;-, ferm�Ilta ore5 é0Wt'<1,1ncionaiso E'xperi�ni;i.as d,!;s 
ANDERt.ON O 951) ê ot .. firm- m tais re ;e1.U tad o.s o 

.kstudando J.iv.-,;r-so;:, ag&nt.:::s anti�.espwnant.•,:.s i' STE'.11AN!A.X et a1 º s 
(1946) con ·lu�w qtte a banha.� o Óleo d� barJ...�a e o ·olêo de banha com 
3 % d�·. octad�éa.noJ nàJ sâo tÓxicos

r, 
dando b �:. controle da spilllla:- ·

quando �mpregados na· proporçao ·de O�J a l il' O % nós meios de cü.ltivoe 

Óleos vegetais e mi.nerêii.s jÚ t.,:'!e::n sido experimentados visan..., 
do cor.-1ba.t@r a espuma� todavia� sempre .tevi3,ndo •em conta a �x.ig�ncia de 

..., .... , -� .� . . . 

nao toxidadé � na.o incorporaçao d,.:J substancias que dif1cul tari� ·a e� 
tração e purificação da penicilinaº 
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FOSTEP. �t=�],_º? (1946) empregaram como anti-espumante eitrato 
.d€ tributiloo 

SÔbre o modo de ação do anti-espumante� explica-se pela sua 
propriedade em modiricar. a tensão superficial do meioo O seu em= 
prêgo dê modo correto j trás melhores condições rermentativaso 

Nenhuma fermentação exige tão rígidas condições de assepsiª 
quanto a da penicilina·� pois� qualquer contam.inação s, sobretudo bac
teriana� por mínima que seja 1 a.e.arreta cerj;a destruição do antibiÓ
ticoo Além disso� principalmente nas fermentações em tanqu_es, oferec�i
condições próprias para contaminações de natureza§ diversas o 

G., . . �1, ,IP 
' 

Para controle das contaminaçoes a melhor providencia e o rigor 
" t.. . � . - :� . 

nas praticas operatoriaso Nao se usam� no momento 11 substancias antis~ 
p 

. . . 
,;, . t' . Ç"' 

septicas� embora saiba.mos que o borax e o acido borico na proporçao 
. -� . � 

de 0 $2 a O i�% sejam bons antisseptices em fermentaçoes de penicilina 
OCNIGHT e FRA.ZIER

1 
1945 ]2) il não inter.ferindo no metabolismo do fungoº 

Nas fermentatões executadas em laboratório� o controle das contã 
. - . , .· 

nunaçoes e praticamente simples, desde que sejam seguidas as regras 
comuns de Bacteriologia� 

Todavia, nas instalaçÕes piloto e nas 1Dd.Ústrias 9 o problema 
é mais sérioo AÍ 9 dêvido ao maior volume de ar e�terilizado requerido

9. . 
� 

ao·grande conjunto de válvulas J encanamentos jj junções, enfim a própria 
r.,.._� • • • • I,? . , ' tJ) 

construçao dos fermentadoresi sempre há o perigo de remanescer, apos 
$h () • • • � a esterilizaçao.gob vapor i um microscopieo foco de contaminaçeo compr,2 

m.etendó · todo o conjunto� 

.. � • ,41,1 ç,,, 

· Desse modo 9 em toda. f'ermentaçao de penicilina, um dos, requisitos
básicos - é f'azer periodi�arnente o controle das contaminações pelos .. 
métodos éorrentes aplicados em Microbiologiao 

2�7º E X T BAÇÃO 

Ex.tra•çâo e purificação são as fases· finais do processo de ra
bricaçâo da penicilinae 
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lfa extração, principalmente� devem ser tomadas precauções� tendo em 
conta a instabilidade do produto e o perigo das c·ontaminaçôes que o 
destruiriam.o

' -A.pos filtraçao do ma.terial fermenta.do� . desprezando-se a massa
micelial� o caldo deve ser mantido á temperatura inferio:t" a $9C sendo 
em seguida� tratado com ácido mineral para ajustagem ·de pIT mais favo� 

,p "'!oi ..,9 

ravel a e.xtraçaoo 

- � 

Gêralmente a extr.açao se raz por meio de.solventes organ:tcos 
a pH baixo= 2,0 a 2,� = pois

i nessas condiçôes� a penicilina é mais 
soluvel nesses solvente� que na água� Elevando�se o pll a 6�8� por 
exemplo� a solubilidade em água é maior e, então; elimina-se o.sol-

. vente .,

Seguem-se� uma filtraçao com auxílio de carvão ativado e eristg 
lização sob baixa. temperatura� purificação final e embalagem do·pro-· 

? . A 

duto ria$ industrias farmaceuticaso 

3o MA ·T E R I A L E M lt T O D O S

Nossas sxperiências roram feitas apenas .em f'rascos de Erlenmeyer 
de 500 ml� eom 100 ml de meio 1 fechados com tampão de algÓdao e colo-
cados em agitador �otativo á razão de 245 ropom�, descrevendo circulo 
de 5 cm de .di�troo Como agente anti-espumant.e � usamos 6,i % de banha 
esterilizada, ad1úionada no f'im das primeiras 24 horas"' TÔdas as f'er= 
mentações foram teitas em -triplicatae 

3�1º ESTIRPE. USA D A 

O organismo U$ado foi o Penicillium chrysogenum Wisco. 49-133$
. -v:=1 • q:oe :,rrt 

de _uma cultura estoque p�ovinda da Universidade dé Wisconsin� conser= 
vada em terra segundo o processo adotado por &CKUS

r, 
no Departamento· 

de Botânica daquela Universidade0 

,,, 
Preferimos essa estirpe devido ao seu otimo comportamento veri-

ficado por SOL'rji_;ftú e JOHNSON (1952)w quando eompara4o'ao da _cultura
Wisco Q--1'76, em condiçÕes d.e· alimentação lentao Ademais apresenta ca= 

4t� . ç, 

pacidade de esporulaçao superior a de outros mutantes permitindo� po� 
tanto

i 
um desenvolvimento micelial mais rápidoe 



3.,2.� ME I O P A R A E S P .O R U ;L A Ç A O 

Com auxilio de alça dlé platin.a\) inoeulam.os p1acas de .igar 
nutriti�o com a eultura éstoque_de Wisê6 49�1330 Houve desenvol
vimento satis.fa tório � espê:rulaçã:o a.buda't\Ilte em 7-... 10 dias� em e�= 
ms.ra dé témperatura eonstante� ao rãdor da 252cc 

o nreio para esporulaçaó usado :toi o dê GAlLEY ;$.t, �lG.., (1946)
modificado por MARAVALHAS� euja composição� vista a seguirg 

G lie er ol e º • e " º " .. º ., e " .,, " .,, "' " " º e 7�50. g/1

Melaço°'º." ,,: "º .. ".,"'º" .. ·e;.,., .. "' .. ., . .,· 7 950 
Vinhaçaº" _v_"., "'º u.,.,"'.," ºº.,.,.,,·e., o 2,50 
Peptona., . ., º º º"'"'" .. ,..,.,.,"() ... .,ºe eº 5�00 
Mg so4 o 7H

-<-
o e, e o ... e "' " o ,, "' .. " o "' .. " o o o '.ii 05 

1llizP04 (6-,. -� � .. º ., °' º º e, º º" � º., ., "� º O 'l'lo6 

NaCl .. ó " ., o e, ... " .. o e " <- e, .. CI e " o o o o o 4 '!> 00 
Jgarooc���o�•eo•oe�oeoo.�ooo 25 ioo 

�t (pêso dos sólidos) 
ff 

Completoú-$e a 1 litro com água de torneiraó 
A . . . 

Esse mei� !oi dis�ribuido em tubos largos, estirilizados 
em ·autoelavé � i · a tomos:r era du:rante 20 minutosº Em: seguida colo� · 
camos os tubos. ·).nclinados º·

Desde qtiÉ3 1is placas _de esporos se achavam bem desenvolvidás 51

·-�- � . 

eram guardadas em cama.ra Xria = da 3 a 5gc - sendo retiradss um.
pouco antes do momento de usar pa:ra tomar a temperatura ambientá i.,· .

3030 P.R. E PAR O D O I N õ e u L ·o

Em tÔdas as fe�mentaçÕes fizemos prepaeo de i.nÓculo empre
g�do 2% de Ul'.ilB. suspensão da êSporqs em. �gua destilada e estex-ili.,. 
zadao· 

O meio pari o preparo de 1n6cuio p!"oposto por MARAVALHAS 
foi o ssguintag-· 

•



Glucose",,.,,.�,,. ,, ., .. ., "º .. c..,., ".,".,"ººe 2,500 %

Agua d milho'-,º""'""" .. "� V.,.,, e º  ., ,, 1,000 % (pêso dos sólidos) 
· CH3CQQ.,.� e � " e 0 e> o o " o e e e e � " " o <> e, u, o O,> 300 %

KH2PÜJ
-i, 

e 0 e, o ., e,\> <>? " e e o· e,;, o co o  o º' " "  o o e o O� 500 %

Na2S04eoeo,Go<:>e0<,,<><><>0>eOlOOO('G�ClCOO 0�040 %

MgS04e1HzOo,,,011>eeooeeoee���oo00ee 0�002 %

FêS04 º 7Hz0 "e.,"'.,.,.,.,.,,.,º.,�, e*. " "  .. ,,º 0�002 %

}fnS°4 e Hz O o o " ., e " 0 0 o e o e, o " o ."' e ., o "' ., ., e O f: 002 %.

CuS04 o5Hz0 .. ., o""'<,., o e e <i! '"' .. ""o;".,,. .. e G o y1001 %

()' 

completou-se a 100 ml com agua de torneirae 

O meio foi então distribuido em frascos de E�lenm�yer de 
500 ml, na base ü.e 100 m1. por frasco os quais f'oràWlf'echados com 
tampão dê algod�o e estéirilizados durantê '\"1.ntê minutos <?:Jm autli»"'• 
clave a uma atmosrerao 

Ao mesmo tempo t distribuiu�se 6�5 grama de �aC<3por fraseos 
. ,,. 

' " ' 

.de Erle:nmeyer identieos, umidos, .fechados de maneira sem,elhante � 
esterilizando-Sé o 

· Uma vez estirilizad�s e frios os frascos� agit�u=se bem, ver=
tendp ... se o conteúdo ·de cada frasco do meiO l:Lquido ea'l1 outro com 

' ' ' 
' , ' ' 

CaC6:30 Nesse mo:mento '7' operando asseptiea:menta ,, juntaram-se 2 m1 da 
suspênsâo dá esporos ao· meioe Levou-se ao é:tgitador :totativo >1 na 
câmara a 25çc, a! deixando por 48 horas� período suf'ieiente para 
um bom desenvolvimento vegetativo� 

3oho ME I os D E F.ERME�T.AÇÃO

Empregamos como fonte de carbono a lactose� a glucose� e sa-
• • 

,P (7 
' 

carose e o mel final de usina de açu�aro Apos pesagem do material 
sólido e me.dida do� ingredientes l:Íquidos '!I completamos o volume 

&' 

com agua de torneiraº Distribuimos 100 m1 ém f�aseos de Erlenmeyer 
de 500 ml; t'eehamos com tampâp de algodão e este1"ilizamos a uma 
atmos:fera de :pressão '.i) durante m.nte minutos em autrl)r;:lave º 
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MEIO DE LACTOSE <> Lacd:;osêo.,,, ºººo" o 3�0 % <> 

Glucose., "' " .. " .. ., º 0 0,5 % 
.. �gua de 1-tl.lhoe.,:. 5i0 % (sólidos) 
C�C0:3" <i>"" º =" .. " .. º 0,5 % 

pH .inicial e e.,,..,,, 4$98 

ME!IOS DE GLUCOS:_E o Glucoseº ,, .. º "' .. ., .. º 0�5 %" 
Água de Milho., .,., 5�0 % (s�lidos) 
CaC°'3 C• .. " " " ., o e o ., o 0,5 % 
pH inicia1 .... .,oe o 5 $)03 

MEIO DE SAC..4ROSE.'i-·•''?:'· Sacarof;;e " º "' º º ., º º º�5 % 
Ági!a dê MilhOoee 5�0 % (sólidos) 
.CaC °3 � º "' ., ., ., ., ,, º ., e o 5 � % 

,pR Lviicialo" º., .. ,, 4�93 

MEIO. DE MELAÇff :�'.- ' Yielaço 1 510 % 

Água de milho 
CaC<½ 

5,0 % (sólidos).· 
Oi5 % 

pH inicial. 4))98 

. o melaço:' 1i�il,izado em nossas expe1 .. :tênci.as enêeri�fva 55�8 :%
de, açúcares '.t6:�:�í�s � fazendo-se inversão a det·êrnrl nànd.tj"l'sa (::01110 :i:;.: 
,:: ·. . .:. -',/ i ., . . gJ:ueose pelo m�t.:gdo de S0MOOYI (19h51 º. .,_ ., 

Este:r:t.'i���os e í'rios os meios� procedeu.!sa J.- inooila·�io't .· 
�om ·5% de :LYJ.Ócµ�l� � levando-se em seguida pa,rá o ag:ltã,dô:r �otàti;v:cl,, · 
t�rid-o"!"Sê ante's'.; ·r�'t'i,rado a primeira amost:ra dâ� ':ferm��tâ.�o c 

. 
. ,

·• . .  -. _,: -:: .:: 
. 

-· . . :_ :ia,· :_. . 
..,. . 

. A retirap.;�f'de amostras dos :rra:scos em: f'ermentaçao foi i'e:t\ã· /
diâ::riamente .to��#do,---se 5; de cada vez� 2 ml de 11'la teriat por n1eio i

j
ê- {. 

:, . , , . . .:,·:·,· 
. 

.,; . 
. ,. ; . .. :.','.': ' . .  ·:,.. •. ,.' ,' 

pipe'tac Esi;a fp;i>;p;r�vi�1.mente esterili.z-ada em ,es·tufa!, -�- 1502c durah:te 
. . ': �--� ' ' . ,.,- . ·.• .:. . . . · . . , .... , . . 

u.ma hora o Ifa, ain_ost?a êlêterminôu-se o pH em p.ótenci6metro Cam.b?id.g:e ?.

Em ·s:egu.ida� filtrou=-'.se através de uma pipeta ·co aigod_,id na pontt<'.1'1 .: 
desp.!'ezando-·se o: 'mieélio0 

. . . 
. , 

Parte d.o c!àldo filtrado :foi diluida em HzS04 N/lO�, dei�a:ri.dó ... se 

d lÍquido a ."QJ11a concent1--açâo. de J..g10o Nesse matarial'5, ·determ1nou..:.se 
A . � o m.trogenio t.o'ta:l a o.s açucares redutcreso



Outra parte do materià.1, dilu!da em solução de �it�ato-tampâp 
ph 6. 5 .;, destouou=se ao ensaio de pen· c:i.1.ina,:, 

A solução tampão de citrato usada roi preparada do seguinta 
modog= 

j�i4o cítrie� monohidratado.,,edoeo�ocec>oec,oo lOsO gramas 
· Água destilada º º º " º ,, , . .,, .. e G .. º ." ,,. <i/ .,, " "' º º c "' º .. "' ,...:) 30 �,o m1 
KOH para ajustar o pH a 6�5 

ó' 
. 

. 

Completou=Sê a. 100 ml com agua destiladac 

Ess� solução estoque eoncent�ada foi conservada em eâmara

f'ria ') � coní"orlILe a necessidade, fazia-se a diluição para 1% com 
ág�a des�il�do A solução �mpâo assim diluída foi distribuída em 
í"ráscós e esterilizadns em autoelave à umá. atmos.fera durante 20 

,,,, ' 

minutos, sendo p·oste:riornténte guardada em eamara f'r:tao 

3e6e ENSAIO D E P O T f N C IA 

• .t.:. ·  ;J,' . O ensaio de penicilina foi f�ito por uma modirieaçao do me-
todo de Oxford - eilhldros em placas· - segu..ndo HEATLEY (19WÚ

,i
. � .. 

usando-se benzil penicilina cristalizada� Sód.Lca� como padraoo Pa-
ra organismo teste usamos Bac111us subtilis� .ATCC -9945

9 
proeeden= 

te d.e HAmeric� '.fypes Cultures Colection�i, cultUl"a conservada n:a
micoteeà. do ln:;rtttuto. Zimot�criico ,i sob NQ !Z-3410 

Em cada.placa de ensaio colocamos sempre uma s,rie de padrões

de 114; 1/2� 1,- z, e L!. unidades de penicilina por mililitro; para 
• 

: . 
,P 

. . ' . 

.. tanto tomamos a :penicilina sodiea. c:ristalizada� apresentando 10667 

tL.'1.idades por m1:14grama � desde que, po:r convenção internacional ,r 
üa unidade O:rl"órd � a ativ-:idade c·ontida em. o,6 gama de penicilina 

Nessa ·de':rtinçãõ '.I, te:inos pa:ra as outras principais péniei1:tiia,s: 

K 

X 

P O :T Ê N C I .A : U N· I D .A D :$ S/M I L . I . G R A :H };: "

. - -

2�250 

950 

10500 



'"'·5 '=' t::. 

Os A�.J..do.::, filtrados� das i'er:mentaçôes, assj_m eomo as s-..,luçõe� 
padrôe� de penicilina�; tamponados a pH 6 ,; 5 't' eram colocados e:tn """i
lindros dê vidros abeJOtos nas duas extremidades '.'! de 1�,0 x 0,,:5 cmv 

"" "' 
y 8 obre aga� irLoc ulado eom o organismo teste� Apos 1 horas de incu 

bação a 372c }J pela di.fusão do antibiÓticc pelo ágar '1 Pe-rcebe-se 
nftldamente a rsgiâo·onde a baet��ia nao se desenvolveu�� então y

mede-se a zona dd inibiçâoc 

Essa zonu de inibição� proporcional ao logartmo de concentra� 
çao da solução qµe a produziue 

Em papel semi-logarpitmico� coIL:truimos a curva� eoloeando 
em ordenadas o diimetro da zona de L�ibiçio e em a�cissas as con= 
centr-açôesc No caso ideal deve dar uma reta

"li 
Nessa reta interpo-· 

lando-se os valo:1:"eS dos diâmetros de inibição das amostra�t�, obtaro.
=Sê as respectivas eoncentraçôes; 

/4 � 

Para esse ensaio�; preparamos uma placa de agar para esporu= 
lação do 1113.cillus subtil.is, ssgundo notas de laboratÓri(:to Depax-ta-
mênto da Bioquímica da Universidade dê Wisconsin � fornecidas por 
MARP:.VALHAS 0

O.meio constituiu-se do seguinte�

Paptona .. "' " " " .. .., " " " " " e• " "' .,  "' .., 00 w5 % 
. Extrato d� levêdura .. º.,e'"º ,,0,5 r.h 

Extrato de carne� e"' 0 o 0 "  e. "'  eO ,3 H 

Glucose,, 0 e 0 º.,,."., �," •. e�"'.,"'"' ol�O �1 

Rgar 2 .,, 0 �A o o a � e � G o m o e • @ 0 0 o e e � e o u 

Completou�se a 100 ml com água de �orheirao 

Inoculamos placas desse m�io com o organismo test� e incuba-
- . " .J\ 

mos a 372c durantê 7�10� dias para haver esporulaçao� Apos esse
:período(, fizemos uma suspensão de esporos em solução tampâp de

, 
•• 4 • 

fosfato a 0�5 % = pH 7 ,,,o - e astêrilizadao EspeTarnos que se decan-
tassem os fragmentos grosseiros é, em seguida� diluim.os com 10 v:o� 

·1umes do fosfato do tampão esterilizadoe

cy, 

Esta:tdo 11 pois, pronta a suspensao de esporos demos um choque 
de 80ºC du:rante 10 minutos

11 
em banho naria ,;. para désti�uir as. célu-

,<\ 

las vegetativas ,. Em seguida guardamos em f!·i:nã.:ta f:'eiqc 



As placas dê ensaio que usamos medem 21 95 X 34,o eent!matros 
sendo de vidro Pyrex� permitindo pe�feita esterilizaçâo antes do 
USOo 

,? 

Cada placa reeebêu duas camadas dê 150 ml de méio 06ar� sen-
do a ir.tferj_or nutritiva ê a superior inoculada. com o organsimo 
testeo O meio usado para isso foi o seguinte: 

Ágar., o .. "' e " ., e e, "' " " " .. o " .. " " " ,,, " ., o .: "' "' o 155iO gramas
·Extrato de levedura o-:."""'""'.,"'º"º 
NazHPOh o 12Hz0 " " ., "' " " "' ., ., " " " (➔ 0 " ., 0 ., o 

l,10 
1,0 

210 

º�3 

ffi 

H 

lf 

u 

Completou-se a 1 litro com água de torneira o

O meio assim constitutido f'oi esterilizado como os anteriores�' 
em frascos Erlénmeyêr de 500 mlo colocando-se 300 m1 por �rascoo 
Tirando-se os frascos da autoc·lave, esperou-se que a temperatura 
descesse a 50-602Cº Nessa momento colocou-se a primeira camada na 
placa ,, esperando-se que solidificass:9 para então colocar sÔbre ela 

. a camada inoculada. eom O �2 ml da suspensão de �eillp.s �ub,tilis ,, 

,,. 

Feito isso, cobriu-se a placa com uma lamina de vidro :rorrada 
com p�}9l de filtro t guardando-se em câm:r-a friao Da! era a placa 

reti=ada para uso� .dei.x:ando-se--a antes reto�ar a temperatura ambién� 
teG 

3 o7 o .ANÁLISES DE AÇÚCARES E DE NITROG.ffi'NIO MICELIAL Q

Nas amostras tiradas diáriamente, diluídas em ácido e eonseT-
. 

A I . 

vadas em ca.mra fria, deter:mil�aram-sê açucares redutores totais e 
n.:i.t:rogenio total no ultimo dia de cada f'ermentaçãoe 

Açúcares redutores totais deter.minanios pelo método de 
SOMOGYI (1945) ..

A � 
• 

Nitrogeru.o total :foi determir,.aC.o pelo metodo micro KJELD.AHL 
' ,... 

(JORSON� 1941)º E� por diferença com o nitrogenio inicial, obte-
nios o nitrogenio miceliaL" Ou seja g

I� mieelial = l\l. inicia]. N a.tual G 



L� 

= 21 ,._, 

.f''\, 
�. 

Usamos o processo de I0\RNOVSKY e JOHNSON (1949)
$ 

apenas qua
litativamente, para nos certificarmos Sê estaV111 aparecendo outras 
penicilinas além da Go 

Trabalhamos com tirasde papel Whtman NQ l j tamponadas eom 
eitrato de pH 6,5e Solvente foi o éter etilieo lavado com água, 
depois saturado com uma solução de sulfato de amôneo a 40 %o Pa.-

(9 ra indicador da fronteira do solvente usamos o Sudan III em etérc 

Os cromatogramas foram desenvolvidos por 18 horas em câlJl:êa de 
temperatUl"a controlada - 25ºC ... e, em seguida� colocados em placas . 
inoculadas com Bacillus subtilis dê maneira id;ntiea ã usada para o 
ensaio de potência, anteriormente já descritoc Após isso� eram 

. 
Ã � ineumbados a 37ºC 5> dUl"ante 18 horasº Findo esse prazo,, not�va:mos 

sempre� apenas uma zona de inibição localizada na posição ocupa-
da pela �enzil penicilina"' do método relatado por KARNOVSKY e JOl·Il-TSON 
(1949)" 

.AERAÇÃO 

Nas �ermentaçôes de laboratório a aeração das eulturas est� 
em funçáo dos seguintes fatores principais � número da rotações 
do agitador�·tam.pão de algodão na boea dos :rraseos e .. volu:me do
J "' "d t "" _iqui o em agi aç�o� 

' 
-V 

Para à f'ermGntução dê penicilin.a i tem sido pl"eeonizado o

agitador rotativo com velocidade à.o redor de 250 r(jpºm"'!i descre
vendo círculo de uma polegada de raióo O tampão d� algodão que 
fecha o� frascos deve ser colocado de modo a não privar a cultura 
da. .ar�ti"t1.d.a dê ar que lhe dá vitalidade(, E quanto ao, volume de li
quido� o menor possfvelc 

Além de observar atentamente tais fatores� rizemos ainda um 
,'/ � 

controle da aeração pelo método de. d(term.inação de o�i.daçáo de snl-
�ito (COOPER et alo� 1944)0 Consiste êsse método em linhas gerâis 
nos seguinte : Carregam-se fras·cos iguais aos dá, f e:rmentação com o 
reagente (a) i abaixo especificado, fechando-os na maneira usual e 
iniciando a aeraçâoo Retiram-se amostras de 5 m1 pipetando-as dire= 
taY9ent0 em 5 m1 de solução de iodo�iodeto de potássio = reativo (b) 
Titula�se o exeesso dê iodo com tiosulfato = reagente = (c)e A jy1te�� 
valos apropriados (5 minutos ou menos) retiram�se novas amostras� 
titula..11.do=as o A proporção de aumento na. titulaçao ser iÇ constante se 



,.- ' 

'-·"'-' 

',· 
r ' 

j ' 

,'::-,.-1,,• . .,1·.., . ..t,r.\.J�..,.,.:.-"' 
:., 

se o g�aii de aaraçáo for eonstnateo Os ?esultados são,exp�essos em 
ml de tisulfato N/10 po� 5 minutos� por m1 ds amostraº Êsse nÚmero 
v ,,_,, 

e identico a milimoles de a2 por litro é por minutoº

RE.iGENTF.;$: (a) Solução de sul.:fi to de s6dio aproximadamer).te normal 
(0�5M)� contendo 0"005M CuS84� Essa solução deve
ser preparada no momento do usoc 

(b) Solução de iodo-iodeto de pot�ssio 9 aproximada-
mente normalíl porém mais :rorte que. a de sul:fitoo

( ) 
"" <f' 

O N e Soluçao de tiosu1rato de sodio 0�05 ou ,- º 
(d) Goma de amidoo

3�1Oe CONTROLE D .A S CONTA11INAÇOES 

Na fermentação de penicilina� como ?J-á disemos atr.s� as conta..-, 
"" 

minaçôes b&cteriar..s.s são mais perigosas e ocorrem eom trequeneia�
se precauções não forem.tomadasº 

Em nossos mate:rias, proeurámos s.empre controlar ao mieros
c6pio a pureza das culturas� usando o método de GRAM para dif'e
renciação de qaetériat§� mmdi:ficado por HUCRER e CONN (1927)0 

3ollo SOLUÇÕES DE AÇÜCARES P.Afüi� LENT.A E PRECUR-

SORES .,

-------------------

Como preeU1�sor� para adjuvante da bios:íntese da_benzil peni-
, � �cilina�) usamos o fen11 acetato de potassíto� na propol"'çao de O�l 'fo 

por diaº Conservamo�lo em solução aquosa e este .. 1:ilizada, em câmra 
fria.o 

Para os meios de açúcares rápidamente métabolizàveis '.íl usamos 
as soluções para. alimentaç.1'.o 1enta 5> jã 'preparadas juntamente com a 
solução de precursorº Tais soluções de açúcares foram preparadas 
de modo a conter por mililitro a quantidade de açÚeru.• desejada a 
ser supri;3i, po� cento e por horaº Assim 'í) para um meio da sacarose ,,

ao qual desejávamos fornecer O \lJOh %.de açÚcal"_pol" hora }') em quatro 
-alimentações em 24 horas, preparamos uma so1ução de sacarose a 24 �

em açúcar s � 2�5 % em fenil acetato de potássioo Numa solução
assim

'll 
t.lnhamos '1 por m1 9 o,21.t. go de açúcar e 0,025 go da :fenil aee=

, I 
� 

tato de potassio"' Fornec1amos 4 :m1 em 24 horas;n Desssa modo procede-
mos para a glucose e para o melaç& de usina� levando em conta n.esse
cases sua riquezs em açúcares totaisº
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4 c E X .? E R I ME }J T O S · E R E S U L T A D 0__.ê. 

4"1º F E R M E N. T A C 1t O C O M L A C T O S �-

O susbtrF;, to lactose-água de mj_lho 
7 

usualmente émpregado ew 
tÔda parte do mtmdo para produção de penicilina� foi o que usamos 
como plm.to de refer:ncia� 

A essa fermentação não adicionamos nutri· njfes suplementaras 
1;)�:;c-;::,_.h�- o p:roeessoc O precursor fci _ adic:tonado depois das primeiTa::: 
Zü ho:ras:q7. uma vez ao dia, na proporção ·de O�l % po:t• 24 horas e 

O inicio do desenvolvimento micelial fói reito a custa. de 
glucose 9 a.dieionada ao meio de cultv..ra

s; 
na proporção de O_li5 % ape--, 

naso 

Tal fermentação se processou s2tisfatÓriamente 1 eomo podemos 
·verificar no Quadro Nº 3, pelos valores do pH e da penicj_lin<=l pl'o
duzida o Tais valores rep�esentam a médmas de cinco fermentações,

QUADRO N2 3 : PRODUÇÂO DE PE:1:JICILINA E VALORES DO pH = 1,mDIAS DE 
A 

CINCO FERMENTAÇOES COM LACTOSE EM TRIPLICATA º 

krn11As ·j
! 

4800 7200 

l j i 

�,
l'°"'

::-.:x-u-c--lhl-
.. -i�-Á-t-1

,.....

1:�4�
5i

-9:
8

:: ..... 1���
5

-��...,-7_9���,�-"I: ..,-6�
1

.:,-· 

2

8:
1

::1---��-

3

-

3

�:�:-3

1

·_8-. :::::
7
:,_�

52

�-_-
1

1 

1 U/ml I o,o ! 26,9 ! J.L.4- i ", 659,2 1 
L " . .l - . _,.......-...l ____ ....... 11 ____ l_�-----J 

e o M; G. L U C O S E 

A 

As primeiras exper:iencias .feitas ·com glucose substituindo lactose 
(SOLTERO e JOHN30N� 1952) se processaram em. meio sintético e logo 

� $ 

depois� substratos a base de agua de milhoo Nesses trabalhos� 
rerificou-�se que� para certas culturas o rendimento em pentcil:tna 

ara igual ou sur;)ario:r ao do clássico processo de f'ermentaçã.o com 
lactOSêo 



Fazendo inicialmente alimentação intermitente� viu-se mais 
tard� que a alimentação continua � automâ'.tica era mais eficiente 
ainda (S0LTER0 s J0HNS0N� 1954>◊ 

Em nosso trabalho� fizemos alimentação intermitente� de 6 em 
6 horas e

i 
para o ea.so da glucose, em 96 horas de :termentação, os 

resultados fo�am os que aparecem no Quadro NQ 4o 

qtrADRO 1'12 b" g PRODUÇÃO DE PENICILINA E VALORES DO pH = �DIAS DE 
CINCO FEID-1ENTAÇ6ES COM GLUCOSE Er-1 TRIPLICJ\TA" 

1 

4800 H'"'RAn i Oq,q ' 24.Q.Q. 12529. 96.Q,Q · V ;;,

1 

1 pH 5�03 55,92 ,,, 4'7 7�36 7s71 1 f'; '.i)t_; 
n 

! 
!PENICILINA 

º��º I 40�0 ,217�3 4-91�6 724 o
L U/ml '.Q 

i 
: ,.�. ,, 

d' "" 
Quanto a propo:rtao de glucose empregadj, -cv�amos a :mesma da 

S0LTER0 e J0HNS0H (1952) � ou seja 0 s,
03 % por hora adicionada junta

mente com o precursorº 

4 @3 o FERMENTAÇÃO COM SACAR O 8 E

Em 96 horas de fermentação, o acúmulo de penicilina :roi s.a-
, . . . . 

. 

tisfatorio, assim como o aspecto da cultura se apresentou normal, 
com desenvolvimento de micélio razc-tvel., Resumimos ;::,.cosso-s resul

tados no Quádro l'JQ 5c. 

QUADRO- NQ 5 : PRODUÇÃO DE PENICILINA E VALORES DE pH - I�DI.AS 
DE TP�S FERMENTAÇÕES COM SACAROSE EM: TRIPLI.ACTAo 

HORAS 

Hp 

iPEliJICILINA 
' 

U/ml 

0.QQ 

4,93 

o
,,
o 179:i3

1 

7·�66 



A alimentação consistiu de- O si 04 % de sacarose por hora 7 adiei= 
onada de 6 �m 6-horas� juntamente com o renil acetato de potissio� 
1..... r,..", 

este na proporçao de 100 mgo por dia e por centoº 

4a4o FERMENTA Ç 1 O COM MEL AÇO 

:>os dados -que obt1vemos 5l a melhor produçe�o foi conseguida; 
alimentando-se a cultura com mel final em solução diluida �m água 
destilada jl ·de modo a incorporar o, 035 % de. açúcares totais por 
hora j calculados como glucoseD A alimentaçáo sempre se processou 
de 6 em 6 horas, por meio de pipeta esterilizada na maneira usualº 
Nessa mesma solução era adicionado o precursor� na proporção de 
100 mge per dia� por frasco de cu.lt1v�º Damos em seguida os valo
res médios dessas fermentações f no Quadro NQ 6�

QUADRO Nº 6 g PRODUÇÃO DE PENICILINA E VALORES DE pH - MÉDIAS 
DE CINCO FERME.HTAÇÕES ElJJ. TRIPLICA.TA COM MELAÇOº 

�081\.S 1 

� - 1 
�ENICILINA 1 
1 U/mJ i 
>e•==- = • ! 

0.Q,Q, 2400 
-

48.QQ 72Z?. 1 9600 
-

5�38 1 
·5, 71 • j 6,50 1 

125'il3 335si0 7557)0 

5o D IS CUS SÃ O D OS RESULTA D OS 
--

--, 

As produções de penicilina que obtivemos em suvstratos â ba
se de laetose i de glucose, de sa�arose e de melaço de usina j em 
fermentações durando 96 horas 9 nos mostraram que� para a estirpe 

p a•1 ,.. t? . que utilizamos� aalimentaçao lenta e mais eficiente que o proces~ 
so utilizando lactoseº 



É interessante notar que as primeiras pesquisas nesse sentido 
tenham nascido nos Estados Unidos da Amé1�1ca

J1 
onde há grande produ

ção leiteira e j consaquentemente i não há o problema do su�rimento de 
? ç � n 

lactose� Para o Brasil 1 poremi como ja ponderamos_noutro capitulo� o 
problema existe� pois nossas condições são bem direrenteso E� por ra- -
zoes cuja discussão não cabe no presente nrabalho� não podemos espe
rar para nosso paÍs si num futuro prÓximo i grandes produções de lactosee 

Outrossim� temos aquÍ uma indústria açúcareira já bem fundamen
tada na cultura de canao No Estado de são Paulo� por exemplo� não se 

- . -

produz mais sacarose por questoes relacionadas a colocaçao do produ-
� 

. 
-

to� Ora desde que ja estamos ingressando no campo da produçao de anti-
!? 

bioticos, começando pelo fabrico e pela pesquisa do principal demes -

& penicilina� ê razoável que se façam estudos visando o aproveita-
;,, 

mente de um produto nacional de eficiencia comprovadaº 

Pelo modo com que se desenvolveu o Penicillium cbrysogenum 
• 

..;$'t � • ,§ 

Wisce 49-133 em nossos frascos de fermentaçao em meios a base de agua 
-

. 
,

de maceraçao de milho e de mel final de usina de açucar, ainda que 
� � A 

com numero limitado de fermentaçoes realizadas i 
podemos dizer desse 

e w 

material 2' que se trata de otima fonte de carbohidrato· para a p1•oduçao 
de penicilinaº 

Quanto ás mudanças metabólicas nos diferentes meios 1 durante 
as fermentações realizadas i não percebemos outras particularidades 

, A 
. 

no comportamento dos açucares usados., T�to o pR i como o nitrpgenio 
micelial variaram normal e indistintamente em todos os casosó Do 
mesmo modo j o aparecimento de espuma� quando se gerificou 9 foi indis-

., � 

tintamente observado nos vá.rios açucares estudados& 

,;, 

Ademais, os meios onde o melaço de usina e empregado como fonte 
de carbono

r, 
não oferecem dific�dades quanto á extração e purificação 

finais da penicilina:; (MARAVALHAS),, 



1-

3-

4-

5= 

= 33 -

.A fe1cmentaçáo d·e penicilina pode ser re·alizada sem utilização 
de lactose 9 como fonte de carbonos o que vem confir:@ar as con
clusões de S0LTER0 e .J0HNS.0N (1952}º 

v �

% O uso de melaço de usina d.e açucaF � ·· na pr:oporçao de O 9 035 -o de 
,;• açucares si por hora.� adici.onado com o preeurs-0r fenil at�etato de 

l ? 
h 

potassio� quatro vezes ao dj_a s> apresentou produção de penicilina 
- A 

superior aos sub-stratos de. glucose e de. sacarose em id.entieas 
condições de alirne:ntaçã-0º 

# 
• 

.i:l- sacarose� na :forma de· açucar :filt�ado conum de us:ina9 na pro-
porção de 0 10Ü % por hora apresentou uma p:otência média de 72.0�0 
unidades por ml

i 
após 96 hora$ de fementaçâoo 

Desde que em .fermentações eom melaç.o, ·a e.Jctraçáo e a purifit':ã 
çá.o ftnais não apresentam dif1:culdades" �sse resíduo da indÚ-:§. 
tria açucareira encontra assim mais u:ma aplicação de interessé 
economico.o 

� = 

.Ja que a fermentaçao de penicilina i empregando-se sacarose em. 
alimentação lenta� ,_;pode ser .tealizà.da tão bem -ou me·lhor que 
com a lactes.e, produto de importação� é· interessante rela= 
cionar esse f'a to com a grande :fac:1lidade Q:Ue temos no Estado 

� 
.. 

& 

de Sao Pau.lo para produzir saca.�ose da ca.:r.1a. de açuc-ar e es...; 
tuda.r as vantagens economicas das aplicações para um exceden
te de produçãoº 
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