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Desde sua descoberta os quimicos sempre tiveram tarefa importante na
producao da penicilina, a-pesar-de ser a mesma produto biolégico, produzido
por um cogumelo, o Penicillium notatum. A razao disso reside no fato de que
a sua preparagao, embora dependa da capacidade produtora do cogumelo, exi-
ge, para a obtencao de produtos altamente concentrados, a aplicacao de uma
série de recursos fisicos, quimicos e fisico-quimicos, executados mediante cui-
dados especiais, dada a grande instabilidade da penicilina.

Estando o Diretor do Instituto Oswaldo Cruz interessado em que se pro-
cedessem estudos sobre esta nova substdncia bacteriostatica, cujas proprieda-
des e valor terapéutico eram ainda pouco conhecidos, foram conjugados os
trabalhos das Sec¢des de Micologia ¢ de Quimica neste sentido.

Desta maneira, em meiados de 1942, encarregamo-nos do problema re-
lativo a extragdo e tratamentos subsequentes da penicilina, tendo recebido as-
sisténcia especial do Dr. HENRIQUE DE ARAGAO, nosso Diretor, a qual, aliada

a esplendida cooperagdo da Secdo de Micologia, sob a Chefia do Dr. A. E.
de AREA LEAO, muito facilitou a nossa tarefa.

Embora sem qualquer finalidade industrial, ndo pudemos evitar as ope-
ragoes com velumes relativamente grandes, afim de obter material suficiente
para o conhecimento das propriedades da penicilina, e elaborar uma técnica
de emergeéncia para sua producao, sob férma injetavel, para fins terapéuticos,
uma vez que nao contavamos com bibliografia estrangeira sébre o assunto.
Dessa férma, foi possivel preparar certa quantidade désse produto e organi-
zar, com os dados colhidos, uma pequena fabrica-piloto que, de producao re-

duzida, vem fornecendo o material em quantidade suficiente para varias in-
vestigagoes cientificas.

Os técnicos de outras Secdes especializadas de nosso Instituto vém rea-
lizando observag¢des nos mais variados campos e, particularmente, foram fixa-
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(*) Recebido para publicacio a 21 de Junho de 1945 .
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dos dois temas cujos resultados estdo sendo publicados: o tratamento da
Bouba (Framboesia pian, Yaws) pela penicilina, observacao original da Di-
visao de Estudos de Endemias (4 e 5) que conquistou os louros da prioridade
nesse assunto para o nosso Instituto e a investigacao das déses minimas, te-
rapeuticamente ativas, cuja importancia nao é necessaria acentuar.

A administracdo da penicilina, por via oral, foi tentada, também, de ini-
cio e abandonada, desde que estavamos obtendo bom material injetavel e re-
cebendo pedidos superiores a nossa producio.

Nao fora a possibilidade de se contar com penicilina terapéutica, de nossa
tabricacao e, certamente, nao teriamos obtido tdo rapidos e originais resulta-
dos, além da vantagem de se ter podido socorrer mais de um milhar de pes-
soas, vitimas de graves enfermidades.

Hoje, vemos que a orientagao dos nossos pesquizadores estava certa, bas-
tando citar as mais recentes publica¢des estrangeiras em que se faz mencio
de sucessos obtidos com déses baixas e, também, da administracao oral de pe-
nicilina.

Assim, foi diante da seqiiéncia dos resultados clinicos que progredimos
no preparo e purificagdo da penicilina, ja que nenhuma informacio nos chega-
va atraves da literatura ciéntifica, particularmente no tocante ac aspecto qui-

mico do problema.

O ponto de partida do nosso trabalho foi a técnica descrita por FLOREY
et al. (1), onde foram relacionadas as principais propriedades da nova subs-

tancia bacteriostatica.

Do ponto em que se acha atualmente o problema, achamos que a produ-
cao em larga escala, da penicilina, se resume numa questdao de engenharia qui-
mica, ja que as exigéncias iniciais de uma alta purificacdo desapareceram, seja
pelo abandono da via endovenosa para a sua aplicacao, seja pelo uso de meios
de cultura que permitem a obtengdo de elevado teér em penicilina. O produto
final, obtido a partir déstes meios e por uma manipulacido simples, conduz a
uma mistura de penicilina e pigmentos, que pode ser usada terapeuticamente,
sem fenomenos de toxicidade, & excecdo, apenas, do emprego da via endove-

nosa.

A maior pureza do produto final fica condicionada & maior riqueza inicial
do mosto. Isto ja havia sido referido em palestra que fizemos antericrmente
em Manguinhos e, hoje, sabemos terem as fabricas americanas adotado, hé
muito, o critério de incrementar a producao inicial no mosto, para abandonar

qualquer operacao de alta purificacao.
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Cardoso, Carneiro Felippe, Pirro e Bona. Producao da penicilina terapéutica. Esquema
da fabrica-piloto usada no Instituto Oswaldo Cruz.
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Comparando o material de fabricacdo americana com o de nossa produ-
¢ao, tivemos oportunidade de constatar a identidade das impurezas presentes
nas mesmas, pelo exame espectrofotométrico e, quanto a sua atividade tera-
péutica, o trabalho clinico realizado no Hospital Evandro Chagas, nos casos
de Bouba, por Marques da Cunha et al., (5) demonstrou claramente a equi-
valéncia dos produtos.

Vamos descrever néste trabalho, pois, a técnica e a aparelhagem que empre-

gamos na fabrica-piloto, cuja capacidade é de, aproximadamente, sessenta mi-
lhdes de unidades Oxford mensais.

Penicilina bruta — E' imprépriamente assim chamado o caldo de cultura
onde se desenvolve o penicilio, durante certo tempo. As mintcias relativas a

técnica micolégica e a composi¢ao dos caldos empregados serdo expostas pelo
Dr. Aréa Leao e colaboradores.

E' de capital importancia, para a qualidade do produto final. a atividade
do caldo. Quanto mais elevado o poder impediente, encontrado inicialmente,

tanto mais ativo sera o produto obtido em estado sélido.

Filtracdo do mosto :

Usa-se, nesta fase, um tanque de acgo inoxidavel ou, mesmo, de ferro
fortemente estanhado, de 60 litros de capacidade, dotado de uma tampa onde
existe adaptacao para um funil com tela de arame inoxidavel, de 625 malhas
por cm2., destinado a separacao do grosso do micélio.

No fundo désse tanque ha uma saida com torneira, que se liga direta-
mente ao centro de uma bomba centrituga, de palheta de aco inoxidavel, des-
montavel para limpeza. Esta bomba, de fabricacao nacional, tem saida de 1,5
e recalca o liquido, fazendo-o passar atravéz de um filtro de passagem, do
tipo C. P., de capacidade para 600 litros/hora, de ferro fortemente esta-

nhado, onde se encontra uma camada de papel de fitro protegido por um pano
de ftlanela.

O liquido, passando pelo filtro, fica livre de impurezas, inclusive dos restos
do micélio, e segue por uma canalizacao, ainda recalcado pela mesma bomba,
para os reservatorios resfriados, para as operacoes seguintes.

Extracéo :

FEsta parte da manipulagao se inicia com ¢ resfriamento do mosto filtra-
do, nos reservatoérios de ago inoxidavel, mergulhados em camaras de salmou-
ra a-20.°C. Os reservatorios sao de 60 litros de capacidade cada um e em
numero de quatro. Distribuem-se, dois a dois, nas camaras de salmoura. Para
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restriar a salmoura, emprega-se uma unidade refrigeradora, de capacidade para

800/900 cals. /hora.

Para homogenizar o refrigerante nas camaras, ha uma bomba de circula-

¢ao, de capacidade para impulsionar até 1.000 litros /hora a altura manomé-
trica de 4 metros.

O resfriamento do mosto, nessas condi¢coes, ¢ muito rapido, devendo-se
evitar a sua congelagao nas paredes do recipiente.

Simultaneamente, enquanto dois reservatorios estdo com o mosto, 50 litros
em cada, os restantes estdo carregados, com a mesma quantidade do solvente
que vai ser usado para a extracao.

A colecagdo prévia do solvente nesses tanques € aconselhada, pois, nao

havendo o perigo de se congelar, facilitara a manutencao de temperatura baixa
durante as operacdes sequintes.

Desde que o mosto atinge temperatura préoxima de 0°C. adiciona-se o
acido, que pode ser qualquer um dos minerais, em solucio a 10% e em quan-
tidade suficiente para fazer o pH baixar a 1.9-2.0.

Isto é feito rapidamente e, controlada a acidez por potencidometro, inicia-
Se a extragao propriamente dita, pela suc¢do de porcdes equivalentes do mosto
e do solvente, por meio de uma bomba centrifuga de aco inoxidavel, idéntica
a descrita na operacao da filtracio.

Os tanques tém as saidas na parte inferior das camaras, tendo os seus
fundos a forma de funil, ligados todos & mesma bomba. Cada tanque é do-
tado de duas torneiras esmerilhadas, uma para requlagem do fluxo e outra

para passagem dos liquidos.

Regulam-se os fluxos do mesto e do solvente, de modo a obter uma mis-

tura de partes iguais, de ambos.

A bomba recalca, entdao, essa mistura para uma emulsionadora, de fa-
bricacao DE LavAaL, do tipo usado para homogenizacdo do leite, nas usinas
de beneficiamento désse alimentc. Tem esta maquina um rotor inoxidavel de
triplice efeito, com velocidade de cerca 9.000 revolugées por minuto e com
capacidade para retengao de cerca 350 g. de solidos.

A emulsdo formada nesta maquina permite a retirada da penicilina, na
sua forma acida, pelo solvente.

A emulsionadora descarrega diretamente sébre o coletor de uma separa-
dora centrifuga, de rotor de aco inoxidavel. O tipo desta maquina é o co-
mumente empregado para leite, com capacidade de 340 litros horarios .
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Para aumentar a rapidez desta operacao, poderdao ser usadas duas sepa-
radoras em paralelo.

O liquido, ao sair da separadora, deve ter temperatura inferior a + 7°C.

Tem-se, assim, a penicilina isolada do caldo de cultura e sémente acom-
panhada de algumas impurezas, tais como pigmentos, de propriedades qui-

micas muito proximas as da penicilina. Esta é a técnica que empregamos,
sendo ndao sé bastante eficaz como, também, econémica.

Outros métodos de extracdao, por nos experimentados (6 e 8), nao se re-
velaram melhores nem de mais facil industrializacao.

Recuperacao da penicilina do solvente — A técnica original de FLOREY,
modificada por ABRAHAM e CHAIN (2), aconselha a extracao do solvente or-

ganico com agua, ajustado o seu pH para 6,5 a 7,0 com barita N/30. O sal
de bario assim formado, deslcca-se do acetato de amila para a agua. Nessa
passagem, ha uma reducao sensivel de volume e, conseqgiientemente, uma pri-
meira concentracao da penicilina, cerca de 50 véses.

Iniciamos nossas observac¢des empregando a barita, de acérdo com essa

técnica. Ha grande vantagem no preparo désse sal, quando se vai secar o pro-
duto final, desde que é muito estavel, mesmo na temperatura ambiente.

Entretanto, para o uso parenteral, o sal de bario tem inconvenientes que
impoem a sua supressao. Assim, ao se prepararem ampolas para uso imedia-
to, transformava-se esse sal no de sodio, pela adicao cuidadosa de sulfato de
sodio.

Pode-se, tambem, usar solugao de bicarbonato de soédio, na operacao da
retirada da penicilina do solvente, formando diretamente o sal désse metal.

O fato de ser esse sal mais higroscopico, dificultando a secagem e exi-
gindo maiores cuidados no acondicionamento final, é o inconveniente notado
neste procedimento.

A solu¢ao que nos pareceu mais viavel é a da preparacao do sal de calcio
que, sendo bem estavel, nao apresenta os inconvenientes do bario nem do sédio.

Milhares de injecoes feitas com ampédlas do sal de calcio, de nossa fa-
brica¢ao, sem qualquer contratempo, permitem-nos sugerir o seu emprégo.

A concentragao verificada na passagem da penicilina para a solu¢ao aquo-
sa, da mesma ordem da referida a respeito do bario, pela técnica de ABRAHAM
& CHAIN (2), é consequéncia do modo de operar, que é o sequinte: em fras-
cos com dupla parede isolante ou, simplesmente, mergulhados em mistura re-
trigerante, porgoes sucessivas de dois litros de solvente (que deve estar res-
friado a cerca de 4.°C.) contendo a penicilina, sdo tratados com 600cm3. de
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agua contendo carbonato de calcio e agitados fortemente por meio de agita-
dores elétricos de alta poténcia.

Em seguida, nas mesmas separadoras centrifugas, antes referidas, des-
dobra-se a mistura em solvente, praticamente isento de penicilina, e uma so-
lugdo aquosa do sal de calcio da penicilina. Esta parte aquosa volta a extrair
nova por¢ao do solvente com penicilina.

Désse modo, uma mesma porcio da agua extrai a penicilina de varias
quantidades de solvente, acarretando uma concentracio parcial .

Nessa fase, ¢ imprescindivel acompanhar cada operacio, determinando e
corrigindo incessantemente o pH, por meio de potenciémetro, para maior pre-
cisao na medida. Qualquer oscilacdo pode determinar grande perda do mate-
rial ativo. A estabilidade da penicilina, depois de formado o sal. aumenta
muito, mas € de bom aviso nao deixar a temperatura exceder de + 10°C.

O extrato deve ser filtrado imediatamente em filtro esterilizante, para ga-
rantia de sua preservacgao, até futuras manipulacdes. As operacoes anteriores
nao sao asseticas, de forma que pode haver contaminagao por gérmes capazes
de produzir substancias anti-penicilina ou destruidoras desta. prejudicando a
continuacao do trabalho.

O material proveniente de 100 litros de meio de cultura pode ser usado.
na fase seguinte, imediatamente ou aguardar extratos de outros lotes.

Concentracao :

Com o fim de fazer uma certa purificacdo do material extraido e. ao mesmo
tempo, diminuir o volume do liquido a secar, introduzimos uma segunda ex-
tragao désse primeiro material, sequindo a mesma técnica descrita antes. usan-
do apenas frascos menores e separadoras contrifugas pequenas, de 120 litros
horarios.

As quantidades sao equivalentemente reduzidas, em relagao as usadas no
processo inicial. Também é preparado o sal de calcio, nesta operacio.

Os extratos finais, concentrados, de sal de calcio da penicilina sao, a
sequir, filtrados em placa esterilizante e distribuidos nos frascos. onde serio
dessecados.

Dessecacao :

O material que vai ser dessecado é distribuido nos frascos. esterilizados
previamente, em quantidade calculada pelo titulo da dosagem bacteriologica
feita sobre o extrato, de modo que cada recipiente contenha um ntmero exato
de unidades.
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Os frascos, que siao dotados de rolhas de borracha, sao imersos em um
banho de alcool resfriado a -30.° a ~-35.°C., afim de fazer congelar o material.

[sto se da rapidamente.

O resfriamento do alcool pode ser conseguido com a adi¢ao de gélo seco
(neve carbénica) ou, simplesmente, por meio de uma serpentina de expansao.
de uma unidade refrigerante a gas Freon.

Congelado o material, é o0 mesmo depositado em reservatério refrigerado,
mantido em temperatura inferior a -20°C., durante algum tempo, para homo-

genizar a temperatura.

Estes frascos sao levados, depois, rapidamente, em taboleiros metalicos,
a4 camara de secagem, onde se faz imediatamente um vacuo de 0.5 mm. Hg.,
pressao que deve ser atingida em menos de )4 de hora.

As camaras de secagem que usamos sao grandes dessecadores de ferro,
cilindricos, de 50 cm. de diametro por 1.20 m. de alto, dotados de tampa
com gacheta de borracha, facil de ser apertada por meio de parafusos. O ve-
damento dessas camaras deve ser o mais perfeito possivel.

Esses dessecadores acham-se carregados com uma substancia higrosco-
pica até 2/3 de sua capacidade. Cada cilindro pode secar até cerca de meio
litro de material.

Colocado o material dentro da camara, esta é imediatamente fechada e a
bomba de vacuo posta a funcionar, de maneira a obter uma pressao de 500
micra ou menos, em quinze minutos. A bomba é do tipo Cenco Megavac.

Em cérca de vinte horas, o sal de calcio da penicilina esta séco, poroso,
com menos de 1% de umidade. Rehidrata-se facilmente, em menos de um mi-
nuto, quando se lhe adiciona agua distilada.

Faz-se, a sequir, uma dosagem de verificagcao do lote, além da prova ba-
cteriologica.

Penicilina terapéutica:

Desde que, para atender as necessidades das investigagoes, sao necessa-
rias muitas ampolas diariamente, decidimos usar os extratos dessecados, sem
condicdes de assepsia, uma vez que, redissolvido o material, o mesmo ¢ filtra-
do em vela esterilizante e distribuido assepticamente.

Do exposto anteriormente, vé-se que a penicilina terapéutica que produ-
zimos nao sofre manipulagdes especiais, destinadas a uma alta purificagao.

Entretanto, embora seja ativa, terapeuticamente, uma penicilina de 50 a
80 unidades Oxford por miligrama, é desejavel a obtengao de material mais

puro,
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Isto ¢ conseguido, facilmente, gragas ao uso de meios de cultura que dém
melhor rendimento da substancia bacteriostatica. O produto final, obtido
nestas condigdes, como ja frizamos antes, tem maior nimero de unidades por
unidade de peso.

A simples elevacao do titulo inicial para 1/500 ja permite obter penicilina
dosando 150.000 unidades Oxford por grama.

Diante dos resultados que vimos colhendo, parece evidente que a quan-
tidade dos pigmentos que acocmpanham a penicilina nio <do formados em quan-
tidade diretamente proporcional a esta altima, mas que. produzindo-se maior
porcao de substancia bacteriostatica, ativa “in vitro”, relativamente decresce
a de certos pigmentos considerados como impurezas, adsorvidos na mesma
zona cromatografica da penicilina.

As impurezas tém inconveniéntes, sequndo os autores, no produto para
uso endovenoso. Entretanto, essa via ndao é aconselhada. sendo preferivel a
intramuscular (7), por conduzir a bons resultados. sem os perigos daquela.

Alias, é interessante notar a rapidéz do progresso -da industrializacao da
penicilina nos Estados Unidos, que pode ser inferida do fato de que, ainda

em 1943, ¢ padrao inglés da penicilina continha 42.000 unidades e o ameri-
cano 100.000 unidades Oxford por grama (3) .

Em 1944, o padrdo do “Food and Drug Administration’ ja acusava

320.000 unidades Oxford por grama.

Em laboratério, entretanto, ja havia sido possivel, nessa data. obter pe-
nicilina com mais de 1.000.000 de unidades.

Exame espectrofofométrico e espectrografico da penicilina terapéutica,
produzida no Instituto Oswaldo Cruz e em algumas [abricas americanas —
Com a finalidade de compararmos os pigmentos, que impurificam a penicilina
obtida pela técnica aqui descrita, com os que acompanham a de fabricacao
americana, realizamos uma série de exames espectro fotométricos e espectro-
graficos de amostras variadas. '

Embora nosso maior interesse estivesse no aspecto qualitativo do exame,
empregamos solugdes com concentracdes idénticas em unidades Oxford.
Désse modo, pode-se ter, também, uma idéia da quantidade de pigmento pre-
sente.

O exame dos espectrogramas e curvas tipicas de absorcao (grafico I)
mostra a semelhanga entre as amostras examinadas. Esses resultados, alias.
sao confirmados pelos cromatogramas das mesmas amostras . Neéstes, os des-
dobramentos verificados sao semelhantes, variando, apenas, as intensidades
de cada camada.
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As purificagoes sucessivas eliminam simplesmente a quantidade dos pig-
mentos sem alterar sensivelmente a férma da curva tipica.

Conclusao — A producao da penicilina terapéutica, para uso pela via pa-
renteral, .pode ser muito simplificada, pela introdu¢ao de uma técnica de con-
centracao e purificacao, reduzindo o volume e permitindo a secagem imediata.

Nao ha indicios de que o produto, assim preparado, tenha qualquer to-
xicidade .

A preparacao do sal de calcio para “stock” é aconselhada, por sua maior
estabilidade e facilidade de manipulagao.

E’' descrita a maquinaria de uma instalagac-piloto, que pode fornecer ate

60.000.000 de unidades Oxford, mensalmente.

Trata-se de montagem simples e econdmica, que podera ser usada por
pequenos laboratorios.

SUMMARY

It is described in this paper the pilot-plant, for the production of Peni-
cillin, with a capacity of, aproximately, sixty million Oxford units per month,
used at the Oswaldo Cruz Institute.

With this plant it has been possible to produce the active material for se-
veral clinical observations and the treatment of more than thousand pacients
during the war time. Particularly, this refers to the results obtained in the
treatment of the desease Framboesis pian, Yaws (4,5) and in others deseases,
by the use of very small dosis of Penicillin.
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