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NOMENCLATURA.

6-APA 4cido 6- amlnopen1c1lanlco
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1. INTRODUCCION.

Los antibidticos lactamicos son los mis antiguos, y los
crimeros agentes quimioterapéuticos de mayor importancia du-~
rante los pasados 50 afios. La biogénesls de estos compuestos
no ha sido totalmente elucidada desde que Flemming en 1928,
observd antibidsis entre una especie de Penicillum y cultivos
bacterianos vecincs. - -La sustancia antibacteriana observada
por Flemming fue denominada penicilina G, e introducida por
primera vez en medicina por una.cooperativa Anglo Americana

durante la segunda guerra mundial. (Flynn, 1§72).

El avance de esta empresa fue debido al répidofdéééhn0116{ 
del proceso de fermentacidn a gran escala y a la se

del Penicillum sobreproductor.

Por este tiempo (1950), cuando se empezaron a’&éséuﬁbiff
las limitaciones de la Penicilina G, incluyendc sﬁfbéjéygc-
tividad relativa contra bacilos gram negativos, tales como
el bacilo de la tuberculosis; Newton y Abraham descubren en
1953 otra variedad de antibidticos lactimicos como lo son las

cefalosporlnas (Flynn, 1972).

El descubrlmlento de las cefalosporinas atrae la: atenc1on-»

de muchos investigadores, debido a sus prop:edadus antlbacte—”;

riapas y principalmente a su establlldad en medxo" ac1dos yigu



gran resistencia a la enzima B-lactamasa en-comparacidn con

las penicilinas.

Los aﬁtibiéticos g-lactimicos son bioldgicamente raros,
quimicamente dificiles de sintetizar, eminentemente naturales
v su preduccidn depende de fermentacicnes industriales. La
sintesis quimica de estos compuestos se ha intentado, pefo
dichos esfuerzos no son competitivos con la sintesis microbia
na, sin embargo, estos antibidéticos pueden ser modificados

dcilmente por a imica o enzim&tica.
£ 1 t or ruta aquimica o zimat

la modificacidn de la cadena lateral de los antibidticos
B-lactamicos naturales les confiere una serie de caracteristi
cas importantes, entre las principales tenemos: aumento de su
actividad intrinseca, de su espectro antibacteriano, de su
estabilidad contra la enzima g-lactamasa y medios 8cidos, asi

como el incremento en sus propiedades farmacocinéticas.

A este tipo de antibibticos se les denomina: "Antibidticos

semisintéticos".

La modificacibn de los antibidticos B-lactamicos consiste
basicamente en remover la cadena lateral de las penicilinas™y,
cefalosporinas que no presentan las caracteristicas ﬁecesariés
para ser utilizadas como agentes terapéuticos, de esta manera,
se obtienen sus nlicleos estructurales; acjk)s_ammopaﬁéiuﬁdco -

(6-APA), dcido 7-aminocefalospordnico {7-ACA) y &cido 7-aminodesactoxi--



cefalospordnico (7-ADCA) ., los cuales con =

la adicidn de una adecuada cadena lateral nos"dénJlés_qe_Q

nominadas penicilinas y cefalosporinas semisintéticas.

Como ya se menciond, la modificacién de los antibiéfié
cos lactamicos puede realizarse por via quimica o por via |
enzimdtica, y es debido a esta (iltima opcidn que la produc
cidn de penicilinasy cefalosporinas semisint&ticas han toma

do un matiz muy interesante.

1:1 La tecnologia enzimitica en la pr§ducéié£
diarios para la produccién‘de”aﬁtiBiSticbs:3v1ééféﬁ,¢05 
semisinté&ticos. - :

Las enzimas son proteinas especializadas en catflisis de
reacciones bioldgicas (Lenhinger, 1273) que presentan carac-
teristicas muy importantes para ser utilizadas en este tipo

de procesos:

1. alta especificidad.- que permite la catilisis de un
solo tipo de reaccidn, evitando asi la produccidn de compues
tos indeseables occasionados por reacciones colaterales ines-

pecificas, dadas comunmente en procesos quimicos.

2. las condiciones de operacidn como son un pH moderado,
presién atmosférica y temperaturas relativamente bajas con
velocidades de reaccidn elevadas, disminuyen los consumos

energéticos y de equipo.



la utilizacién de microorganismos como fuente enzimltica
ha permitido que las enzimas tengan un mayor uso, ya que
pueden ser producidas mis facilmente y en mayor cantidad
por técnicas de Ingenieria Genética y manipulacidn de facto-

res ambientales.

En la (iltima década dado el gran desarrollo que ha tenido
la tecnologia enzimética se han implementado técnicas de in-
movilizacidn de cé&lulas y enzimas microbianas con alguna ac-
tividad biolbgica. Estas técnicas consisten en restringir
la movilidad de enzimas o células miecrobianas y mantenerlas
an una regidn del espacio relativamente definida con una ade

cuada retencibn de su actividad catalitica, lo que permite:

a) la reutilizacién de la enzima,

b) utilizacién del sistema en procesos continuos,

e} un mayor control de la reaccidn, ya que la preparacidn
inmovilizada puede ser incorporada o extraida de la
reaccibn sin mayor dificultad,

d) alta pureza y rendimiento de los productos. La pureza
en los antibibticos es particularmente importante, de-
bido a que la presencia de proteinas en el producto fi
nal da lugar a la formacidn de compuestos alergénicos, y

e) ahorro de recursos y menor contaminacidn.

Las ventajas de disponibilidad, costo y manejo de las pre-
paraciones de la enzima libre o inmovilizada (fig. 1), hace

pensar en un proceso mds simple, como es la inmovilizacidn de



células intactas con la actividad enzimitica deseada.

Los factores que se deben tomar en consideracién para

la utilizacidn de cé&lulas microbianas inmovilizadas sobre
la utilizacidén de enzimas inmovilizadas son:

a) si las enzimas son intracelulares,

b) si el extracto enzimitico o enzima purificada es
inestable antes, durante o dgspués de la inmovilizg‘
cibn,.

¢) si los microorganismos no contienen enzimas que
realicen reacciones colaterales y afecten al producto
de interés, y si existen, sean fdciles de inactivar,

d) si los sustratos y productos son de bajo peso molecu-
lar, ¥

e) si se reguiere el sistema multienzimftico del microor-

ganismo.



Y SU INDUCCION.

CRECIMIENTO ZE LA FUENTE ENZIMATICA

1

SEPARACION DE LAS CELULAS
(centrifugacidn, filtracidn)

* EYTRACTO. -
(ENZIMAS:EXTRA
- CELULARES) "~

CELULAS
(ENZIHAS INTRACE
LULARES)

RUPTURA DE CELULAS
PARA OBTENER LAS ENZIMAS

¥

CENTRIFUéACION 0 FILTRACION PARA
REMOVER SOLIDOS -

y

T
EXTRACCION Y SEPARACION

DE LAS ENZIMAS

t

CONCENTRACION Y PURIFICACION [
DE LAS ENZIMAS

!

-
ol

INMOVILIZACION |

SUSTRATO ———m= |

REACTOR ENZIMATICO | —»=prRODUCTO

Fig. (1) Diagrama comparativo entre los procesos dirigidos a
la inmovilizacidn de enzimas purificadas y de células
microbianas.



1.2 Técnicas de inmovilizacidn.

Las técnicas de inmovilizacidén de enzimas y células pueden
clasificarse en enzimas o células ligadas a un soporte y enzi-
mas o células atrapadas, que a su vez se dividen de la siguien

te manera, (Fig. 2).

Enzimas o ecélulas inmovilizadas

I lipgadas I . . atrapadas )
adsorcibn enlace , atrapadas en microen-
fisica covalente una matriz capsuladas
a un so entrecru
porte zamiento

De los métodos antes mencionados los mds apropiados en la
* inmovilizacibén de células microbianas son,

A. Ligadas a un soporte por adsorcién quimica o fisica

B. Entrecruzamiento y,

C. Atrapamiento en una matriz.

En 'la tabla (15 se muestran las caracteristicas comparativés
de los métodos utilizados en la inmovilizacién de céiulas micro-
bianas.

A. Adsorcibén quimica o fisica. Este método‘consiste en el
acoplamiento de las células microbianas a la superficie de un so-

porte. Dicho acoplamiento puede llevarse a cabo por algunoc o la



Enzimas o células atrapadas

@

Sz

Q
T-———-_‘ - -
Atrapamiento a una Atrapamiento a una

matriz microcdpsula

Enzimas o células ligadas :

) ) L Enlace Entrecruzamiento
Adsorcién fisica . . covalente a "

Fig. 2. Esquematizacibn de los métodos de inmovilizacidn emplea

dos para células o enzimas microbianas



comb1nac1on de los 51gu1entes tlpos de enlaces,

- fuerzas4d van der Walls

- 1nteracc1ones hldrofoblcas
- puentes de hldrogeno
- transferencia‘de cargas

- intercambio de iones y,:

- quimioadsorcidn

B. Entrecruzamiento.. Este étodc ; ado e for-

macién de enlaces covalentes 1ntermole ulares entre los com-

ponentes de la membrana o pared celular del mlcroorganlsmo y,

un agente bi o multlfunc1ona1.

Los agentes bi o multifuﬁcionales mas utilizados son el
glutaraldehido, los disocianatos, la bisdiazobenzidina, la
carbodiimida, etc. La aplicacién de este método no ha sido
muy amplia, sin embargo, puede resultar un buen método encon-
trando el agente bi o multifuncional y concentracidn adecuada

para el microorganismo deseado.

C. Atrapamiento en una matriz. Esta técnica consiste en

retener las células microbianas en espacios intersticiales cons

truidos durante la formacién de un gel o un polimero insoluble
en agua. Este método es el mds utilizado en la inmovilizacidn

de células microbianas.

9,



Tabla 1. Caracteristicas comparativas de los métodos utilizados en
la inmovilizacidén de células microbianas. (Chibata, 1978).
Células ligadas Entrecruzamiento Atrapamienfo en
Caracteristicas una matriz
Adsorcién Adsorcibn
fisica quimica
Preparacidn facil fécil dificil fécil
Actividad *
Enzimitica alta alta moderada alta
Especificidad *
por sustrato no varia no varia variable no varia
Unién
Células-soporte débil fuerte fuerte moderada
Regeneracidn posible posible imposible posible
Aplicacién General baja moderada baja alta
Co§to de la inmo-
vilizacidn alto moderado bajo.

bajo

* Pardmetro dado en base a el sistema libre.

"0t



Entre las matrices mis utilizadas tenemos la poliacrilamida,
coligena, fibras de celulosa, agar, alginatos, poliestireno,
ete. La inmovilizacidn en geles de poliacrilamida ha sido muy
utilizada pero las condiciones de polimerizacibén son muy drésti-
cas, 1o cual causa desnaturalizacidn parcial o total de la enzi-

ma.

Recienfemente Chibata(1978), desarrolld un métode para la in-
movilizacidén de células microblanas utilizando como soporte ca-
rragenina. Las caracteristicas de las células inmovilizadas re-
sultantes presentan buena actividad y éstabilidad. Este método
se ha utilizado en la inmovilizacibn de c&lulas microbianas- apli
cadas en procesos industriales y resulta ser mas ventajoso que

el método de atrapamiento con poliacrilamida (Tabla 2).

En las tablas 3, 4 y 5, se presentan algunos microorganismos

inmovilizados por las técnicas antes mencionadas.
1.3 Inmovilizacibén de células microbianas en K-carragenina.

La carragenina es un polisacirido aislado de algas marinas
rojas, no tbéxico, utilizado ampliamente como aditivo en la indus-
tria alimentaria. Su férmula quimica consiste en unidades D-ga
lactosa unidas por enlaces glucosidicos a-(1=3) y B-(1~4) en
forma alternada (fig. 3) y se diferencian entre ellos por la can

tidad de moléculas de los azlcares 3,5 anhidro D-galactosa que

11:



Figura 3.

Estructura Quimica de la carragenina.

Unidad estructural: B-D galactosulfato y;
3,6 anhidro a-D galactosa

Peso molecular: 100,000 - 800,000 °

n ¢ 200 - 250
Contenido de ester sulfato: 20-30% en.peso

Contenido de 3,S'anhidro a-D galactosa:’ 34%
en peso. . ' .



Tabla 2. Actividad enzim&tica y estabilidad de células
microbianas inmovilizadas en poliacrilamida y

carragenina (Venkatasubramanian, 1979).

Enzima Actividad Enzim&tica Temperatura Estabilidad operacional
Microon azismo u/g células o mg. proteina 6ptima Tiempo de vida media (dias) .
g Poliacrilamida  Carragenina (°C) Sist.sol, Poliacrilamida Carragenina
18,900 49,400 37 .10 120 680%
(Aspartasa) (73%) (49%) ‘
St. pheochromogenes 4,160 4,310 60 i'v~ l5Q;5,‘ - 289*%
(glucosa isomerasa) (37%) (59%) : S e
B. ammoniagenes 5,800 5,800
(Fumarasa) (60%) (60%)
B. flavum 6,680 9,920
(Fumarasa) (34%) (51%)
Aminocilasa 10 10% 60
(50%) (50%)
Aspartasa 190 300
(29%) (40%)
Glucosa isomerasa 660 4,640% 03
(12%) . (69%) i

*Curtidos con hexametilendiamina y Glutaraldehido.

“ET



iu,

contengan 'y por,la~posici6n'én,que los grupos_sulfato{se‘

encuentran en la molédcula de D-galactosa., Las fraccione

de carragenina mis importantes som k, Y, y 8.

Los pesos moleculares de la carragenina varian de’
500 000 en su forma nativa en la planta marina, a 100 000,
que es la forma comercial més utilizada en alimentos. Al
dispersarse en agua, la carragenina se hincha y se requiere
de un calentamiento ligero para que se disuelva. La solu~
cidn resultante tiene una baja viscosidad a temperaturas
mayores de 60°C, pero al enfriarse forma geles, cuya cali-
dad y rigidez dependen de la concentracidn del coloide y
de la cantidad de iones K+, NHu+, Ca2+, Sr2+, y Ba2+ que
contengan. El mecanismo de gelificacidn no es totalmente
conocido, sin embargo, se ha visto que las moléculas de
carragenina tienen estructuras helicoidales a través de las
cuales pueden reaccionar entre ellas formando una red tri-
dimensional. A temperaturas mayores del punto de fusidn
del gel existe una agitacidn térmica que impide que se pro
duzcan las hélices y por lo tanto el polimerc existe en

solucidn con una conformacidn al azar (fig. ).

Posteriormente, cuando se enfria se produce una transi-
cidn sol gel que induce la formacibn de una estructura tri
dimensional en la cual las dobles hélices son los puntos de

unidén de las cadenas de los polimeros; al seguir enfriando se



favorece la agregacién de las moléculas, lo cual resulta en

la formacién final del gel.

) .y, P e,
La rapidez con la que estas transiciones ocurren afectan

la rigidez del gel.

15.



Tabla 3. Cé&lulas miérobianas inmovilizadas por adsorcidn

1o,

SOPORTE MICROORGANISMO Abliéécién)
Resinas de intercambio : . L
anibnico Actinomicetos §9merasa
Dowex 1 Azotobacter ;5i51qma;multienzi

agile mético-de glucosa
a’ succinato.
DEAE-celulosa E. coli penicilino amidasa

Celulosa de intercambio

idénico

Cloruro de polivinil
{poroso)

Acromobacter sp.
B. megaterium
‘Achromobacter sp.

Aperpillus orvsae
Levadura

(sintesis)

cefalosporino ami-
dasa (sintesis).

Sistema multienzi-
mitico para la pro
duccidén de cerveza.

Tabla 4. Células microbianas inmovilizadas por entrecruzamiento

AGENTE

MICROORGANISMO

ENZIMA (Aplicacidn)

Glutaraldehido

Bacillus coagulans

E. coli

Hongos

glucosa isomerasa

aspartasa
NHu—fumaratooL-
aspartato.

removimiento de
rafinosa

Chibata, 1978.
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Tabla 5. Células microbianas inmovilizadas por atrapamiento
MATRIZ . MICROORGANISMO ENZIMA (Aplicacidn)
Gel de poliacrilamida“ ' E. coli Aspartasa (NH, fumara
R sa—.L—aspavtlco)
Penicilino amidasa
Penicilina G 6-APA
Arthrobacter Sistema multienzimdti
orydans co (1,3 propanediol
acido lictico)
Corynebacterium Sistema multienzimdti
glutamicum co (Glucosa-sl gluco
sa)
Agar Lactobacillus B-galactosidasa (hidrd
Vulgaricus lisis de lactosa)
Saccharomyces .
pastorianus invertasa
Alginatos’ Candida tropica~ Sistema multienzimiti

K carragenina -

Triﬁcetato‘de“celulosa
Coldgena

Gelatina y glutaral-
dehido

Poliestireno

lis
Levadura

Brevibacterium
flavum

E, coli

Streptomyces
phascchromogenes

E. coli

Saccharomyces
actis
Corynebacterium
glutamicum
Streptomyces ve-

nezuelae

Actinomycetes

Candida tropica-
lis

co (fenol--DCOZ+HZO)-
Produccién de cerveza

Fumarasa (fumarato-elL-
malato)

Aspartasa (NH, fumara-
to-eL-aspdrtico)
glucosa isomerasa
Penicilino amidasa
penicilina G 6-APA

B-galactosidasa
(hidrdlisis de lactosa)

Sistema multienzimiti
co (glucosa-eglutdmico)

glucosa isomerasa

glucosa isomerasa

Sistema multienzimdti
co {(fenol-w C02+H20)

Chibata, 1978.
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frio

calor-

6 (a)
Solucidn

ifi i enina
Fig. 4. Mecanismo de gelificacidn de la carrag
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La inmovilizacibn de células microbianas utilizando como

soporte carragenina se esquematiza en la fig. 5.

La suspensidn celular y carragenina se disuelven en solu
cidn fisioldégica a una temperatura entre 37 y 60°C, ambas
se mezclan y la mezcla se enfria y/o se pone en contacto con
una solucidn que contiene cualquiera de los iones inductores

de la gelificacidn.

Después de este tratamiento, el gel es dividido en peque-
fias particulas. Esta preparacidn tiene caracteristicas meci
nicas poco satisfactorias, por lo que el biocatalizador es
tratado con agentes curtientes, tales como glutaraldehido y
hexaméetilendiamina,con el fin de obtener una preparacién més

resistente.

La razbn de la alta estabilidad de las preparaciones que
utilizan carragenina como soporte no es clara, sin embargo,
en algunas evidencias experimentales se ha encontrado que la
carragenina en "estado 1iquido" no muestra efecto alguno de
estabilizacibén de la actividad enzim8tica. Esto suéiere que
la matriz "gel carragenina" juega un papel muy importante

para esta estabilizacidn.

A continuacién se resumen las caracteristicas y ventajas
del método de inmovilizacidn utilizando como soporte K-carra

genina.
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este método de inmovilizacifn es aplicable a muchos

tipos de células microbianas-y enzimas,

los rendimientos de actividad en la inmovilizacidn

de células microbianas y enzimas es alta,

el tamafio de particula del biocatalizador 6bténid6
puede manejarse de acuerdo a los propbsitos de:apli-

cacibn, y

la estabiliZad operacional de células microbianas.y.
enzimas es alta, especialmente cuando se trata con

el agente curtiente apropiada

1.4% Propiedades de cE&lulas y enzimas inmovilizadas

Las propiedades de células y enzimas inmovilizadas en com

1.

2.

paracifén con un sistema soluble son diferentes (Tabla 6), es
to se debe a los cambios que sufren las enzimas durante el
proceso de inmovilizacibn, que se pueden atribuir a los si-

guientes factores:

alteraciones del sistema enzimitico dado por las carac

teristicas quimicas y fisicas del soporte utilizado, asi como

del método de inmovilizacién.

efectos difusionales
a. células o enzimas unidas a la superficie de un sopor

te.
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Suspensién celular S, Solucibn de carragenina

Mantener entre 37-50°C : Mantener entre 37-60°C

Mezclar

Enfriar y/o poner
en contacto con agentes ge
lificantes

GelL

Fraccio&amiento

] .
Tratamiento con’
agentes curtientes

Células inmovilizadas
(Biocatalizador)

Fig. 5. Esquema de la inmovilizacidn de células microbianas
utilizando como soporte carragenina{ = Linko.y .

Linkarn, 1979),.
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- resistencia interna a la transferencia de masa
- presistencia externa a la transferencia de masa

-~ efecto de particidn del sustrato

Los cambios que frecuentemente presentan los sistemas in-
movilizados son: incremento de su estabilidad térmica, in-
cremento de su estabilidad operacional, incremento de su es-~
tabilidad al almacenamiento, disminucidn de su actividad es-
pecifica, modificacibn de su temperatura y pH Sptimos y mo-

dificacibn de sus constantes cinéticas,

Durante el proceso de inmovilizacién adecuado, se logra
cierta estabilizacidn de la estructura tridimensional de las
enzimas, ademfs el soporte en si confiere a la enzima cierta
proteccibn a factores ambientales, logrando asi mayor estabi-
lidad t&rmica, operacional y de almacenamiento con respecto

al sistema libre.

Los perfiles de temperatura y pH, as{ como la temperatura y
pH 8ptimos pueden o no variar dependiendo del nuevo microambien
te formado en las inmediaciones de la enzima. Estos cambios
dependen bfsicamente del tipo de soporte y del método de inmo-

vilizacién empleados.

La modificacidn de los par@metros cinéticos de sistemas inmo

vilizados, se puede atribuir a los siguientes factores (Goldstein,
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1976): ; :
a. cambios cohfbrﬁééidhéies de 1a‘§nzihéf
b. efectos estébicos~
c. efecto del microambiente
e. resistencia externa a la transferencia de masa, y

f. resistencia interna a la transferencia de masa

En el caso particular de c&lulas inmovilizadas en el seno
de una matriz, las enzimas de las cé&lulas inmovilizadas no
interaccionan directamente con el soporte, por lo que los efec
tos conformacionales y estéricos son poco probables. Sin em
bargo, las interacciones electrostfiticas e hidrofbébicas de las
células con el soporte causan lo que se denomina efecto de par
ticibn del sustrato, el cuél consiste en lo siguiente: cuando
una enzima es atrapada en una matriz, se separan dos fases, la
fase liquida y la fase de la matriz, en ausencia de reaccidn
quimica un soluto puede mostrar afinidad preferencial por algu-

na de las dos fases.

Los efectos difusionales son los modificadores mis importan-
tes de la cinética de las enzimas inmovilizadas. Las restric-
ciones difusionales internas pueden ser detectadas por un de-
cremento en la energia de activacidn aparente, y serd mayor
la influencia para células inmovilizadas, ya que el tamafio de
particula de las preparaciones de células inmovilizadas es usual

mente mucho mis grande que las correspondientes a enzimas --
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inmovilizadas.

las restricciones difusionales internas pueden reducirse
por el uso de un tamafic adecuado de particula con una elevada
4rea superficial por volumen de biocatalizador, mientras que
las restricciones difusionales externas pueden minimizarse
por incrementd de la velocidad de agitacién en un reactor -
agitado o por incremento en la velocidad de flujo en un reac

tor de columna.

La cinética de c&lulas inmovilizadas es mis compleja que la
correspondiente a enzimas inmovilizadas, por dos factores adi-
cionales, éstos son, la posibilidad de un limitado incremento
de c€lulas por divisidn celular y la presencia de una barrera
difusional adicional creada por una membrana celular y una’

membrana citoplismica osmdticamente intactas.

Asi los parémetros cinéticos efectives de la actividad enzi-
mética de cé&lulas inmovilizadas llamadas V'mfx. y K'm, son
raramente cercanos a los pardmetros ciné;icos de enzimas inmovi
lizadas; consecuentemente la ecuacibn de Michaelis-Menten se

modifica a:

© V= (Vmdx.S)
(Km + S;



donde: ‘ v
W,V;#fvelocidéd de reaccibn
'S_Q?concentracién de sustrato
Vimax = velocidad m4xima de reaccién
k’m,= constante de Michaelis Menten

n = factor de efectividad



Tabla 6. Comparacidn entre las propiedades de células
libres e inmovilizadas para diferentes procesos.

Enzima Aspartasa Fumarasa L-Arginina L - histidina Penicilino
deiminasa amonia-liasa amidasa

Microorganismo E. coldi Brevibacterium Pseudomona Achromobacter E, coli

ammoniagenes putida liguldum

pH dptimo

Intactas 10.5 . 5.5-6.0% oP 8.

Inmovilizadas 8.5 . 5.5-6.0% 9° 8.

Temp. Sptima €C) .

Intactas 50 60°C 37 g0P 40

Inmovilizadas 50 60 55 BOb 40

Estabilidad térmica

% de actividad rema-

nente relativa

Condiciones 50°C, 30 min 55°C,60 min 60°C,60 min - 60°C, 30min.

Intactas 49 63 42 - 10

Inmovilizadas 58 65 63 - 25

Estabilidad operacional

Tiempo de vida® 120 52.5 1o 180~ 17 42

nedia (dias) (37°C) (37°C) (37°¢C) (37°C) (40°C)H(30°C)

Sustrato Fumarato de amonio Funarato de sodio Learginina L-histidina Penicilina G

Producto Acido Lraspdrtico Acido-L-mlico L-citrulina ac-uroconico 6-APA

Referencias Chibata, 1974 Yamamoto,1976  Yamamoto,1874a Yamamoto,1374b Sato, 1976.

; En presencia de 0.05% de bromuro de cetiltrimetilamonio
En presencia de 0,05% de bromuro de cetiltrimetilamonio

¢ dato para la enzima intacta

dato para la enzima inmovilizada

‘gz
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2. ANTECEDENTES.
2,1 Clasificacidn y biosintesis de antibidticos g-lactimi-

COSs.

El grupo de los antibibticos g-lactlmicos estd comprendido
por las cefalosporinas y penicilinas, sus estructuras son se-
mejantes, difieren en que las primeras contienen un anillo
f-lactama dihidrotiazina hexagonal en lugar del anillo B-lacta
mé tiazolidina pentagonal Qe las {ltimas (Fig. 6). Su biosin-
tesis se encuentra a cargo de un reducido grupo de microorganis
mos, todos ellos filamentosos pero no relacionados taxondmica-
mente, algunos son hongos (eucariotes) y otras bacterias (proca-

riotes) (Flynn, 1972).

Las especies productoras mds comunes son Penicillum, Aspergi-
llus, Cephalosporium y Streptomyces, aunque las principales es-

pecies involucradas son bidsicamente Penicillum y Cephalosporium.

Los antibibticos sintetizados por la especie Penicillum se
caracterizan por tener una cadena lateral N-acil variable, que
incluye al Scido D-a-aminoadipico o alglin otro derivado acido
carboxflico. La sintesis de penicilinas especificas se lleva
a cabo por la adicidn de una cadena lateral precursora al medio
de cultivo, tal es el caso de la penicilina G al adicionar &cido
fenilacético como precursor. Durante la fermentacidn de esta

especie de microorganismos se acumula 6-APA, especialmente



F,N—J: ’s‘ <

O
o , —coou

e Nﬁt)C—cH,occu,

zN-cl—?a e, .'

Anillo g-lacti Anillo tiazo  Anillo Allllc dihidro
mico  lidina 8-lac

tiazina
tdmico ’
sistema . O tem
penam s“—‘—gl
3-cefem

Figura 6. Estructura basica de penicilinas y cefalosporinas.

28,
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en ausencia de precursores. Cabe mencionar aqui que la especie

Penicillum no sintetiza compuestos cefalosporénicos.

La especie Cephalosporium sintetiza {inicamente antibibdticos
con cadena lateral D-a-aminoadipil, esta fermentacidn es insen-
sitiva a la adicidn de cadenas-laterales precursoras y todas las
cefalosporinas conocidas son sintetizadas por las especies Ce-
phalosporium y Streptomyces. El 7-ACA no se forma durante la

fermentacidn.

Se han aislado tres cefalosporinas importantes, esto es la

P, N y 1la C del hongo Cephalosporium acremonium aislado en 1945

por Giusseppe Brotzu, de ellas la mis importante es la cefalospo
rina C, la cual posee una cadena lateral derivada del &cido D-
a-adipico, presenta moderada actividad contra bacterias gram
positivas y gram negativas, pero dicha actividad no es suficien

te para utilizarle como agente terapéutico.

En la tabla 7 se presentan las principéles cefalosporinas
producidas por fermentacibn, asi como el microorganismo produc-

tor.

2.2 Cefalosporinas semisintéticas.

Desde la introduccidén de la cefalotina (Tabla 8) en léﬁh, las
cefalosporinas semisint&ticas han adquirido importancia como agen

tes terapéuticos en el tratamiento de infecciones causadas por
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microorganismos gram positivos y gram negativos. El nficleo
estructural de estos compuestos son el 7-ACA y 7-ADCA. ‘El
primero se obtiene por hidr8lisis quimica o enzimitica de
la cefalosporina C, mientras que el segundo se produce a
partir de 7-ACA removiendo el grupo acetoxi, o bien por hi-

drdlisis quimica o enzimldtica de bencilcefalosporina (Fig. 7).

La ventaja que existe al partir de 7-ADCA en la produccidn
de cefalosporinas semisintéticas, es que el grupo acetoxilo
que contiene el 7-ACA, hace inestable a la sustancia en el
tubo digestivo, lo que requiere via pgrentenal. Al reempla-
zar este grupo acetoxilo por otro grupo, las cefalosporinés
son estables en el tracto digestivo y pueden administrarse
por via oral (Litter, 1979). Por otro lado, el grupo acetoxi
lo no es determinénte en la actividad antibacteriana de estos
compuestos, &sta actividad depende principalmente del sistema
anular dihidrotiazina g-lactlmico y de los sustituyentes Ry

R' (Tabla 8).

El hecho de partir de 7-ADCA para la produccién de cefalos-
porinas semisint8ticas presenta adem8s de las ventajas antes
mencionadas, las siguientes: el 7-ADCA se puede obtener por
método enzimitico a partir de bencilcefalosporinas o fenoxice-
falosporinas, las cuales son deaciladas por amidasas que hidro
lizan penicilihas, por otro lado, la obtencién de bencil o - -

fenoxicefalosporinas se realiza a partir de bencil o fenoxi--
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Tabla 7. Cefalosporinas produc1das por ferncntac10n
(Hamill, 1978),

€

“Nombre gEstrugtgral
: _DPrLoduetor: L
Cefalosporina C.. . . ‘Cephalosporium R
: : acremonium =R
'R
Deacetoxicefalosporina muchas cepas de ‘ R'# e
c’ : « hongos entre ellas R'= -H.
. Streptomyces sp R%= -H
Deacetilcefalosporina Cephalosporium sp ‘Ro=
R'= -H -
. RY= -QB S
7-Metoxicefalosporina Streptomyces lipmanii R = 7 o
C (A 16884) R'= -OCH, . -
R"=""=0C0 Hsi
7-Metoxi-3~deacetil- Streptomyces R =
3-0- carbam011cefalos clavuligerug R'= -0CH
porina C Streptomyces R"= -OCOﬁH2
(A 16886B, cefamicin . lactamdurans
C)
Cefamicin A Streptomyces R =
‘ . griseus R'= OCH
R"=

0COo cu.@o c

ContinGa,..
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Continuacién Tabla 7 ...:-“

. Nombre Organismo Estructura
productor :
Cefamicin B Streptomyces R = =H
griseus R'= OCH3
R"=z OCOC=CH—©»OH
1
) OCH3
C2081% Streptomyces R = «H
heterorphus R'= OCHj3
Streptomyces R"= OCOC=CH OH
panayensis 1 OH
OCHj
N-acetildeacetoxi- éeghalosgorium R = -COCH3
cefalosporina ¢ dcremonium R'= -H
- R"= -H
3-Deacetoxi-3-tio~ Cephalosporium R = ~H
metilcefalosporina C acremonium R'z -H
Ri'= --S-CH3
3-deacetil-3-0-carbamoil- Streptomyces R = -H
cefalosporina C (AL6886A) clavuligerus R'= -H
R"= -OCOHN;
7-metoxideacetilcefalos Streptomyces R=-H
porina C chartreusis R'= -OCHq
SF 1623 R"= -QH
7-metoxideacetoxicefa- Streptomyces R = -H
losporina C Wadayamemsis R'= -OCH3
(WS-3442.D) R"= -H
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Tabla 8. Principales cefalosporinas semisintéticas
(Hamill, 1978) :

Nombre Genético

— R j T
Cefalotin T ,U—cﬂz B
. : T 72\
Cefaloxidina : —
. CHa
. : c— R
Cefaloglicina r'mg OCOCHy
- H
Cefalexin @—c —H
) NHe

' N
Cefazolin | \—- CHe __g
N =/

Cefradina

Cefapirin @—S—CHg-— —0~COCH3
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penicilinas, compuestos producidos por fermentacidn con bue
nos rendimientos, y por ello son disponibles. Este no es
el caso de cefalosporina C porque los rendimientos durante
su produccidn son bajos, ademids de que no existe una amidasa

que realice su hidrdlisis satisfactoriamente.

En la tabla 8 se enlistan las principales cefalosporinas

semisintéticas.

2.2.1 Produccibn de cefalosporinas semisintéticas.

Los datos de produccidn y consumo de cefalosporinas semi-
sintéticas son muy escasos, en el Chemical Economics Handbook
(edicibn actualizada a octubre de 1984), la produccidn de ce
falosporinas se menciona en la categoria "otros" dentro del

" pubro antibidticos:

Miles de toneladas Valores de ventas Valores de ventas

métricas (millones de ddlares) dblares/kg.
Produccidn Ventas
4.4 2.4 270.1 110.91

Datos para el afo de 1980,

En esta categorfa se incluyen ademis de cefalosporinas, antifun-

gicidas, antituberculosis, bacitrina y cloranfenicol.

En el pafs no se produce cefalosporina C, asi que una parte
de cefalosporinas semisintéticas se produce con 7-ACA y 7-ADCA

importados y otra a partir de 7-ADCA producido en el pais por
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hidrélisis quimica de bencilcefalosporina:(sintetizada a par
tir de penicilina G) {(datos proporcionados por la empresa

Fermentaciones y Sintesis, S.A.).

2.3 Penicilino amidasa.

2.3.1, Clasificacidn y microorganismos productores.

La enzima penicilino amidasa en conocida por varios nombres
penicilino amido hidrolasa, penicilino acil transferasa, pen-
amidasa, penicilino acilasa (Hamilton, 1966). La comisidn de

enzimas le ha otorgado la siguiente denominacifén E.C. 3.5.1.11,

Las penicilino amidasas se pueden clasificar en base al
tipo de microorganismo que las sintetiza (Claridge,1963), o
bien al tipo de penicilina que preferencialmente hidrolicen
(Vandamme y Voets, 1974). De acuerdo a esta (iltima clasifica-
cidn se dividen en:

I. fenoximetilpenicilina (penicilina V) amidasas,

II. bencilpenicilina (penicilino G) amidasas y

ITII. D-a-aminobencilpenicilina (ampicilino) amidasas.

La enzima del tipo I hidroliza penicilina V a una mayor ve-
locidad que a la penicilina G y ampicilina, la del tipo II es
mis a fin a la penicilina 6 y la del tipo III a la ampicilina.
Las penicilino V amidasas son producidés principalmente por
hongos, las penicilino G amidasas por bacterias y las ampici-

‘lino amidasas por algunas especies de Pseudomonas.

En la tabla 9 se presentan los principales organismos



Tabla 9. Microorganismos que producen penicilino amidasa
(Vandamme, 1980).

Bencil penicilino amidasa fenoximetil penicilino amidasa

Bacterias Hongos
Rhodopseudomonas spheroides K,Y., 4112 Penicillum chrysogenum Q 176
Pseudomonas aeruginosa K.Y. 3591 K.Y, 8501 " Penicillum chrysogenum A-9342
Pseudomonas cruciviae K.Y, 3960 Penicillum chrysogenum S.C-6481
Pseudomonas sp. Emencellopsis minima (Stolk) I.M.I-69015
Xanthomonas Sp. _ Cephalosporium C.M.I., 49137
Alcaligenes ?gecalis A-942y " Cephalosporium acremonium A,T.C.C. 11550
Alcaligenes faecalis B,R.L. 1237, 1238 - " Aspergillus niger
Bacterium faecalls alcaligenes 415 ) Aspergillus ochraceus B,R.,L, 731
Escherichia coll sp. " Epidermophyton interdigitale, Edermophyton
Escherichia coli N y I/3-67 floccosum B.R.L. 623 B,R.L. 722
Escherichila coli N.C.I,B, 9465 ' ‘ Trichoderma sSpp.
Escherichia coli ATCC 9637 (N.C.I.B.8666) Batrytiscinerea
Escherichia coli ATCC 11105 (N.C.I.B. 8878) * Fusarium aucnaceum
Kluyuera citrophila XK.Y. 3461, P.L,-10, P.L.21
Aerobacter cloacae Levaduras
Erwinia sp. " Torulopsis, Zygasacharomyces, Debaryomyces
Serratia sp. : Anatorula spp B.R.L. 809,

" Cryptococcus Saccharomyces
Hongos Trichosporon spp.

Neurospora F.S.C, 987, D.G.C, 757
R.F. 520 R.W.B., 622 F.G.S.C. 262, 3a6A

Erwinia aroideae N,R,R,L, B-138
" Acromobacter sp. B.R.L, 1755
" Micrococecusureae

ContinGa...
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D- a aminobencilpenicilino amidasa

Pseudomonas melanogenum K.Y, 3987
K.Y. 4030, K.Y. 4031
Pseudomonas ovalis K,Y. 3962

Continuacidn Tabla 9...

“LE
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Figura 7. Produccién de intermediarios de cefalosporinas.
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productores de la enzima,

"La enzima utilizada en este trabajo pertenece al tipo II,
especificamente de E. coli ATCC>9637. Por este motivo nos
concretaremos a- hablar de las caracteristicas y propiedades

de esta enzima en particular,

2.3.2., Caracteristicas y propiedades de penicilino amida

sa de E, coli.

La enzima cataliza la reaccién de hidrélisis de bencilpenici
lina y bencilcefalosporina, obteniéndose como productos de reac

- eibn 6-APA y 7-ADCA ademfs el &cido fenilacético (Fig. 8).

La enzima proveniente de E, coli es intracelular, se encuen
tra localizada en el espacio pepriplésmico, tiene un peso molecu
lar de 71 000 + 2 000 determinado por sedimentacibén y de 70 000
+ 5000 por filtracidn en gel, y su punto isoeléctrico determi-

nado por electrodifusién es 6.8 + 0.2 ( - Kutzbach,1974).

La temperatura y pH 6ptimos para la hidr6lisis de bencilpeni-
cilina se encuentra entre 50 y 55°C, pH 8 + 0.2 (Balasingham y
Waburton, 1972). Debido a la inéstabilidadvde la enzima a‘su
valor 6ptimo de temperatura y pH ésta se maneja a temperaturas
de 32 a 40°C y pH 7.5 a 8, el valor de ¥m para la enzima pura
" fue 0.02 mM, comparada con 30 mM bara células intactés (Cole,

©1969). (Tabla 10).

La enzima es inhibida por penicilina G y sus productos de



.Tabla 10. Datos de Km de penicilino amidasa de E. coli
utilizando penicilina G como sustrato,

Microorganismo T(°C) pH  Km(sist.sol.) Km(sist.inmov.) Referencia
M M
E. coli ATCC 9637 - R 3.%1073 enzima Ryu D., 1972
E. coli NCIB8743A - - - 3 x10 células in "
_3 tactas
E. coli - - 1.5x10 ¢ - enzima "
E. coli ATCC 11105 25 8.1 2 xlo_u - -3 enzima Kutzbach, 1874
E. coli NCIBB743A 37 8 5 xlﬂ_2 8.3%10 enzima Klein, 1980
E. coli NCIB8743A 50 8.2 3 xl0 - células in Cole, 1969
3 tactas
E. coli ATCC 11105 37 7.8 2 x10” - células in Klein, 1980
_y tactas
E. coli NCIB87u43A 37 7.0 7.7x10 4 - enzima Warburton, 1972
" 37 7.5 7.4x107, - enzima "
" 37 8 6.7x10'u - enzima "
" 37 8.5 8 xlO'u - enzima "
" 27 8 7.7x107 3 - enzima " '
E. coli sp. 30-35 8 1.35-1,59%10° - célula in Vandamme, 1980
-3 tacta '
" 37 7 7.7x10 célula in "
. -3 _3 tacta
E. coli ATCC 9637 37 7.5 1.5x107, 7.7x10 enzima "
E. coli NCIBB743A 37 8.2 6.7x10 -y enzima "
o - 7.6 - 6.3x10_ ¢ enzima "
E. coli 11105 - 8.1 - .3 2 x107 enzima "
E. coli C-15 (NCIB 9465)~ 5.5 4, %10~ - célula in "
. -4 -4 tacta
E. coli NCIB 8743A 37 8 5'7"10-1; 6.3x10 enzima "
E. coll ATCC %637 40 8 1.4x10 - células in Sandoval , 1980
-3 tactas
E. coli sp. - 7.5 17.5%10 - células in Vandamme, 1980
tactas

-
o
.
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Figura 8. Reacciones que cataliza la penicilino amidasa.
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reaccidn. La penicilina G causa inhibicidn = competitiva, el

6-APA inhibicibn no competitiva y el 8cido feﬁilahéii:’iinhi—

bieidn comﬁetitiva (Balasingham y Waburton, 1972);

La energia de activacibn del rompimiento hi e la
bencilpenicilina es de‘ll.ﬁ7kc§llmdlra pH 7

savitskaya, Mys,
19752, -

2.3.3, Perfil de sustrato,
El susfb&£QVQﬁé*ié énzima hidrolizaVpreferencialmeﬁfe es la
?enicilina G; gin embargo, se reporta que existen otros sustra
tos (Tabla 11), El tamafio y la naturaleza quimica de la cade
na laterai es muy importante, siendo 6ptimo la cadena fenila-
cetil, tolera sustituyentes tales como grupos amino a hidroxil,
bero no carboxi (Savidge y Cole, 1975)., De esto depende la afi-

nidad que esta enzima presente por un sustrato.

Dado que la estructura de las cefalosporinas es muy semejan
te a la de las penicilinas, las penicilino amidasas de E. coli
utilizan como sustrato algunas cefalosporinas, en especial aque
llas que contienen una cadena lateral fenilacetil parecida a la
de la penijcilina G. Estb es muy importante ya que la cefalospo-
rina €, finica cefalosporina que se produce por fermentacién,
con resultados satisfactorios, no es sustrato de la penicilino
amidasa y no se ha encontrado la amidasa que pueda ser econdmi_
camente importante para esta transformacifn (De Main 1963,

Hamilton Millex, 1970).



Tabla ll. Perfll ‘de sustrato para la penicilino amidasa
de E .coli (Casas, : 1981).

SUSTRATQS

VELOCIDAD RELATIVA DE
= HIDROLISIS.
Penicilinas: 100
Benc1l-

p-hidroxilbencil
DL-a -hidroxilbencil:
D- a -aminobencil
a-carboxilbencil
2-furilmetil
2-tienilmetil
fenoximetil
a-fenoxietil
n-propoximetil
Isobutoximetil
n-heptil

fenil
2,5-dimetoxifenil

Cefalosporinas:
Cefalotina
Cefaloridina
cefaloglicina

Otros sustratos:

Fenilacetamida

n-fenilacetilglicina
n-fenilacetil-DL-leucina

&cido n-fenilacetil-D-a~-aminofenilacético
dcido n-fenilacetil l-a-aminofenilacético -
&cido bencilpenicilbico
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La penicilino amidasa de E, coli también cataliza la reac-
cibn de sintesis de penicilinas y cefalosporinas, tales como

la ampicilina y cefalexina (Ldpez, . 1982; Choi, 1981).

2.4 Siétemas inmovilizados.

2.4,1. M&todos que se han empleado para la iﬁhoy;llzadiSn

de penicilino amidasas.

Existen muchos reportes sobre inmovilizacién derbencilpeni
cilino amidasa, los m&s utilizados se pueden agrupar en 4 ca
' tegorias: adsorcibn, adsorcibén y entrecruzamiento, enlace co
valente y atrapamiento fisico, La primera aplicacidn de la
tecnologia de enzimas inmovilizadas llevada a nivel industrial
fue la deacilacién de la penicilina G para la produccién de
6-APA. En la tabla 12 se muestran ejemplos de los m&todes de
inmovilizacién de la penicilino amidasa utilizada en la produc
cibn de 6-APA, y en la tabla 13 los métodos de inmovilizacidn

esﬁecificos, asi como la compafila que los desarrollé.

2.4,2 Sistemas de penicilino amidasa inmovilizados en la

conversibn de cefalosporinas.

La mayoria de reportes de la enzima penicilino amidasa, estén
dirigidos a la produccidn de 6-APA por hidrSlisis de penicilina G
o penicilina V principalmente, y mencionan que dicha enzima pue

de catalizar la hidrbflisis de algunas cefalosporinas. Se han
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Tabla 12. E]emplos de métodos de inmovilizacidn de
: penicilino amidasas y uso para produceién
de 6-APA. (Savidge, 1984)

Técnica de Inmovilizacidn

Método de inmovilizacién

Adsorcidn
Adsorcidn de enzima modifi-

cada

Adsorcifn y entrecruzamiento

Enlace covalente

Atvai:amiento fisico

Enlace covalente

En bentonita y tierra de dia“-
tomeas a pH 6,2 ~ 6.3 por 1 hr.

Enz1ma modificada para la ad-
sorcién en soportes basicos
(DEAE-sephadex) con anhidro
succinico.

Adsorcibn a resinas de polime-
tacrilato (Amberlita XAD7)a
pH5 y entrecruzamiento con glu
taraldehido.

1.~ Copulacidn a sephadex 6200
activada con bromuro de ciand-
geno.

2.- Copulacidn via grupos an-
hidro a copolimeros de acrila-
mida, anhidro maleico y N.N'-
metileno bis-~acrilamida.

Atrapamiento en triacetato de
celulosa

1. Copulacidn a un copolfmero
sacarosa/eplclorhldrlna activa
do con bromurc de 01anogeno,

para formar una enzima inmovi-

lizada soluble en agua.

2. Copulaclon via grupos anhi-
dro a copollmeros etileno/anhi
dromaleico, modificados a la

* forma de una enzima hidrofdbica

-polimero conjugado por veaccibn
con n~octadecilamida.




Tabla 13.

Deacilacidn de penicilinas por
(Savidge , 198W)

penicilino amidasas inmovilizadas.

Fuente enzimitica

Método de Inmoviliza-
© eibn

Comentarios

Compafia

Escherichia coli

E. coli
E. cold
E. coli
B. megaterium

Atrapada en triacetato
de celulosa

Enlazada a bromoacetilce
lulosa, &cido carboximetil
celulosa, CM sephadex, re
sinas de intercambio catid
nico,

Copulada a resinas de poll
metacrilato (XAD-7) con glu
taraldehido y hexametilen-
diamina

Copulada a un copolimero
sacarosa/epiclorohidrina
(P.M. 400 000 ) y contenido
en una divisibn de ultra-.
filtracibn

Adsorcidn a bentonita y
tierras diatomeas y con
tenida en una divisién de
ultrafiltracién

después de 30 ciclos
se retiene el 79% de
su actividad inicial

La enzima bromoacetil
celulosa se reutiliz
4 veces

El complejo enzimltico
fue reutilizado 15 ve-
ces

La enzima se unid a

un polimero soluble

en agua para incre-

mentar su peso mo--
lecular y minimizar

pérdidas en la ultra
centrifugacibn

Proceso empleado para

la produccibn comer-
cial de 6-APA

Continfa...

SNAM
Progeti

Beecham

Beecham

Beecham

Squibb

“gh



B. circulans
E. coli

E. coli

E. coli
Fusarium

]
moniliforme

E, coli

Continfia Tabla 13

Enzima acilatada con
anhidro sucefnico y
copulada a DEAE-Sephadex

Copulada a un derivado
de cloro-S-triazina de
DEAE-celulosa o papel

filtro de celulosa

Copulada sepharosa acti-
vada con bromuro de cia~
nogeno

Copulada a un copolimero
de acrilamida, N,N'-meti-
len bis(acrilamida) y
anhidrido maleico

Copulado a dextrana acti-
vada con bromuro de cianc
geno

Esporas de el microorga-
nismo

Células atrapadas en gel
de poliacrilamida

Atrapamiento en gel de
poliacrilamida

Utilizando un reactor
de columna se obtuvo
6-APA con 93% de con-
versién

Después de 11 semanas
de reutilizacidn la ac
tividad enzimdtica no
se perdid

Proceso empleado para
la produccién de comercial
de 6-APA

L)
Las esporas fueron reuti
lizadas 3 veces para hi-
drolizar fenoximelilpeni-
cilina

En un reactor columna se
hidrolizd 85% de una solu
cibn al 1% de penicilina
G

Otsuka
Lakemedel

University
College
London

Astra
Lakemedel

Bayer

Bayer

Laboratorios
Ayerst

Tanable
Seiyaku

Tallin Poly
tech. Inst.,
USSR

‘L
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identificado algunas cefalosporina C acilasas de especies de
Brevibacterium, Achromobacter y Flavobacterium (Walton, 1964),
sin embargo, dichos reportes no han sido confirmados. A es-
cala industrial esta reaccidn se lleva a cabo con alta efi-
ciencia, utilizando,por ejemplo, cloruro de nitrosilo como
agente hidfolizante. Ciertas cefalosporinas semisint&ticas son
hidrolizadas por penicilino G amidasas bacterianas, pero las
velocidades de reaccibn son menores a las de las penicilinas

" correspondientes (Huang 1963, S&berget 1967, Cole 1969(a),
Nara 1971(b), Shimigu;1975),

En la tabla 14 se mencionan fuentes enzimdticas y sustra- °*

tos cefalospordnicos mis importantes.

Esti reportada una ruta enzimitica complicada para la pro
duccidn de 7-ACA formando derivados cetoadipil y glutaril a
partir de cefalosporina C (utilizando una D-amino &cido oxi
dasa), estos derivados posteriormente se hidrolizan a 7-ACA
{Banyu, 1877). Sin embargo, se tienen reportes de una cepa

{Pseudomona putida) que lleva a cabo la hidrSlisis de la ce-

falosporina C (Meiji Seika Co. Ltd., 1978). Las células pro-
ducto de una fermentacidn se lavan y se resuspenden en amor-
tiguador de fosfatos pH 7 y se agrega la cefalosporina C
(0.5%), la reaccibn se contin@a por 7 horas a 37°C, después
del cual 37% de cefalosporina C es convertida a 7-ACA. Otro
reporte (Shibuya, 1981) donde se estudia la separacidn y pro
" piedades de la acilasa de P. putida indican que la cefalospo-

~rina C no es sustrato y que la reaccidn es de dos pasos:
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Tabla 14. HidrSlisis de algunas cefalosporinas
semisintéticas por penicilino ¢ amidasas,
(Vandamme, 1980).

Microorganismo Sustrato Producto
Escherichia coli Bencil cefalosporina 7-ADCA
(B,R,L. 35) :
Cefalotin

Escherichia coli
N.C.L.B. B743A

Escherichia coli
B.R.L. 35 1

Nocardia sp. F.D. 4697

Proteus reHgeri
F.D. 13424

Kluyvera citrophila
K.Y. 3641, K.Y, 7844,

Kluyvera noncitrophila

K.Y, 3642

Micrococcus luteus
K.Y. 3781

Achromobacter sp,
K.Y. 3048

Flavo bacterium sp.
K.Y. 4082

Cefaglicina

Fenoriacetil —7ACAi

Fenilmercapto-7ACA

Cefalotin
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uno que involucra la conversién de cefalosporina C a glutaril-
7-ACA por una o-amino oxidasa, para posteriormente realizar

la hidrdlisis a 7-ACA por la acilasa.

Es claro que no se ha encontrado una enzima comercialmente
importante que hidrolice a la cefalosporina C, la cual es la
cefalosporina natural que se obtiene con mejores rendimientos
por fermentacién. Dicha fermentacién no se encuentran tan

‘bien establecida como es el caso para la produccidén de peni-
cilina G. Estos factores han dado lugar a pensar en obtener

cefalosporinas a partir de penicilinas naturales.

Las cefalosporinas pueden producirse duimicamente a partir
de penicilinas por extensidn de su anillo de 5 miembros 'tiazo-
1lidina a un anillo de 6 miembros dihidrazina de las cefalospo-
rinas (Cooper y Spry, 1873) (Fig. 9), resultando una cefalospo
rina con una cadena lateral de la penicilina de la cual se --
haya partido, y esta cadena lateral puede removerse enzimitica
mente para producir 7-ADCA como se muestra en la fig. 8. Es~
tas reacciones son catalizadas por algunas bencilpeniciline o
fénoxipenicilinoamidasas, y parece prometedor que algunos de
los procesos descritos para la produccidén de 6-APA pueden uti-
lizarse para esta reaccibn, En un proceso (Bayer A.G., 1975,
1977), 1la bencilpenicilino amidasa inmovilizada por enlace
covalente a dextrana activada con bromuro de ciandéeno fue

utilizada para deacilar 7-fenil-acetil-7-ADCA (6%) a 37°C y
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pH 7.8 (controlado con amonio). La mezcla de reaccién se
pasé a través de una columna de intercambio ibnico (lewatit
MP 560 A en forma de cloruro), el eluido se ajustd a pH 3.7,
el producto precipitado-se filtra y se lava sucesivamente con
agua y acetona y entonces se seca obteniendo éu% de rendi-

miento de 7-ADCA.

En un proceso similar, desarrollado por Fujii (1976) con
enzima de B. megaterium la enzima extracelular se absorbid
en celita, la preparacifn se empagd en una columna de-10 1i-
tros para la produccién'continua de 7-ADCA, por el paso de
sustrato (0,5% a 37°C) a velocidad de 5 1/hr por 4 dias. El
7-ADCA se recuperd con un 90% de pureza (por adicidn de ace-

tona y ajuste del pH a 4) con un rendimiento del 85%.

Una fenoximetilpenicilino acilasa aislada de E. aroideal
ATCC 25206 se utilizd para deacilar 7-fenoxiacetil-7-ADCA
(Fleming,61977). La enzima es intracelular y se produce por
fermentacibn aerbbica, las cé&lulas cosechadas se ponen al 10%
en amortiguador de imidazol con sulfato de amonio ferroso y
" f-mercapto etanol, €stas se rompen en un homogeneizador Malton
Gaulin y entonces la enzima se purifica por precipitacidén frac
cionada con isopropanol, La enzima se inmovilizd en fibras
de triacetato de celulosa, dichas fibras se empacaron en una
columna a la cual se le hizo pasar la solucidn de sustrato --
(16.7 mg/ml de &cido 7-fenoxiacetamidodesacetoxicefalosporanico),
después de 3 horas a 37°C, 58% del sustrato se hidrolizd a 7-

ADCA,



En la tabla 15 se muestran los,prindipales procesos para

hidrolizar cefalosporinas con amidasas,
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Tabla 15,

Deacilacibn de cefalosporinas

inmovilizadas (Abbott, 1975)

por penicilino amidasas

Fuente de 1a
enzima

Método de
Inmovilizacién

Reaccién Catalizada

Comentarios

Compafiia o
Institucidn

B. megaterium

Arthrobacter
V1SCOSUS

B. megaterium

Erwinia aroi--
deae

Adsorcidn en tierras
diatomeas

Adsorcibn en Ca
(PO,) y "Decali%e"

Células atrapadas
en triacetato de
celulosa

bencil cefalosporina
a 7-ADCA

bencil cefalosporina
a 7-ADCA

fenoxicefalosporina
a 7-ADCA

fenoxicefalosporina
a 7-ADCA

un reactor de
columna se ope
r6 9 dias

Toyo Jozo

Banyu
Pharmaceutical

Tozo Jozo

Laboratorios
Glaxo

“hg
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ITI. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudio de la reaccién de hidrdlisis de la bencilcefalos=-
porina con un biocatalizador (c&lulas de E. coli ATCC 9637
con actividad penicilino amidasa inmovilizadas en carrageni-

na) utilizado en la hidrblisis de penicilina G.
Objetivos parciales

- Estudio del sistema con células libres
-~ Estudio del sistema con células inmovilizadas
- Montaje de un reactor enzimidtico para llevar a cabo la

reaccidn de hidrdlisis de bencilcefalosporina. .
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IV. MATERIALES Y METODOS
4:1 Materiales

4:1:1 Reactivos:

Acido clorhidbico (3.T. Baker)
Acido fosférico (J.I. Baker)
Acido sulfﬁrico {J.7. Baker)
Acido fenilacético (Sigma)

Acido 7-aminodesacetoxicefalosporénico. (Fermentaciones y Sin
tesis, S5.A.)

hgar bacterioldgico (Difco)

AlbGmina bovina (Sigma)

Bacto peptona (Difco)

Bencilcefalosporina (fcido bencil-7-aminodesacetoxicefalospord
nico (bencil-7~ADCA) 6 &cido 7-fenilaceta
midodesacetoxicefalospordnico (Fermentacio
nes y Sintesis, S.A.)

Carbonato de sodio (J.T. Baker)

Carragenina (Prevequin)

Cloruro de amonio (J.T. Baker)

Cloruro de calcio (J»?H Baker)

Cloruro de potasio (J:T. Baker)

Cloruro de sodio (J..T. Baker)

Etanol absoluto (J.T. Baker)

Etilendiamina (J.T. Baker)

Fosfato de potasio monob&sico (J.T. Baker)rvr

Fosfato de potasio dibésicof(q.T.,Baker)

Glicerol (J.T. Baker)

Glutaraldehido (Merck)
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Hidrdéxido de amonio (J.J.. Baker)

Hidréxido de potasio (J.T. Baker)

Hidrdxido de sodio  (J.T, Baker)

Isopropanol (J. T Baker)

Membrana Millipore tipo HAWP difmetro 47 mm (Millipore Ltd)
Paradimetilaminobenzaldehido (J.T. Baker)

Reactivo de Fenol Folin Ciocalteau (Sigma)

Sulfato de cobre heptahidratado (J.T. Baker)

Sulfato de fierro hexahidratado (J.T. Baker)

Sulfato de potasic (J.T. Baker) ) V
Sulfato de magnesio heptahidratado (JT. Bakeﬁfﬁﬁ_'ﬂ  9

Tartrato de sodio y potasio (J.T. Baker)

4:1:2 Equipo

- Colorimetro (Spectronic 20 Baush & Lamb, Co.)

- Potencibmetro (Corning, Co.)

- Centrifuga clinica 5 000 rpm (Sol Bar, Abaratos cientificos)

~ Incubadora (Cuarto de temperatura constante-29°C)

- Bafio con agitacibn rotatoria (modelo G 76) New Brunswick
Seientific Co.).

- Centrifuga de alta velocidad con refrigeracibn (Sorvall
R.L. § B)

- Balanza analitica cap. 100 g (842000) Bosch

- Balanza granataria

- TFermentador de 25 1t. con controles automdticos ( Centro de

Instrumentos).
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- Bio flo Multi Gen New Brunswick Co, Inc.-Edison N.J.

USA cap. 2000 ml.

- Homogeneizador de células (Caframo Wiartorn, Ont. Canada)

4:1:3 Cepa

Escherichia colil

rio de Tecnologia Enzimdtica de IIBM (UNAM).

4.2 Métodos

4.,2.1 Medios de cultivo,
- Medio Luria (liquido)

Bacto peptona o triptona

NaCl

Extracto de levadura

Acido fenilacético

ajustar el pH a 7 con hidrdéxide de potasio.

ATCC 9637 proporcionada por el laborato-

g/l'

10
10

Para preparar medio Luria sdlido se agrega agar bacterioldgico

15 g/1.

- Medio minimo (1liquido)

Fosfato
Sulfato
Sulfato

Cloruro
Sulfato

Cloruro

de potasio monobisico

de potasio

de magnesio 7H20

de calcio
ferroso 7H20

de amonio

Acido fenilacético

ajustar el pH a 7.4 con hidrbxido de potasio.

Para preparar medio minimo sbélido se agrega agar bacterioldgico

15 g/1,
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Los componentes de cada medic se disuelven en agua des-
tilada, el pH se ajusta antes de esterilizar, la esterili-
zacidn se realiza a 121°C, 15 libras/pulgada2 de presién,

durante 20 minutos.

4.2.2 Conservacibn de la ce@a.

La conservacién de la cepa se realizb en glicerol como
se menciona a continuacidn,
+
1.- inocular un tubo de ensaye con 3 ml de medio minimo,

incubar durante 24 hr, a 29°C, 200 r@m,

2.- transferir este volumen a un matraz erlenmeyer de 125
ml con 25 ml de medio, incubar bajo las condiciones deg

Wt

critas en el paso 1,

" 3.- centrifugar durante 1 hr a 3000 rpm, en condiciones

estériles, desechar el sobrenadante.

. 4.~ resuspender el paquete celular en -l ml de medio y
adicionarlo a 1 ml de glicerol estéril, agitar para

lograr completa homogeneiéacién, mantener a -15-°C,

4.2.3 Determinacién de 7-ADCA por el método de para-dime

tilaminonobenzaldehfido (p.d.a.b.) (Casas,' 1981).

a) Fundamento
Se forma una imida (Base de Shiff) entre el grupo aldehido

del p dimetil aminobenzaldehido y el grupo amino (amina primaria)



del 7-ADCA, formandose un compuesto colorido (amarillo),

que presenta su maxima absorbancia a una longitud de onda

de 415 nm.
//O s
\H k =
i Z
+ qu : 2Hs .
/ /CH;
: COOH
CHa \;hs ~ COOH
p.d.a‘b} 7-ADCA ' :Ccmpuesto colorido

b) Reactivos
. p.d.a.b.
. alecochol etilico absoluto
. &cido sulffirico concentrado

. H,KPO,, HK

2P0y

¢) Soluciones
. Preparacién de la solucibn de p.d.a.b.
Pesar 1 g de p.d.a.b., agregar 50 ml de alchol etilico

al 60%, adicionar 0.5 ml de dcido sulffirico concentrado,

llevar a 100 ml con alcohol etilico al 60%.

. Solucién amortiguadora de fosfatos pH 8 0,03 M.

60,



d) Procedimiento

De cada muestra problema tomar 0.2 ml, agregar 4.8 ml de
alcohol absoluto, agregar 2.5 ml de solucién de p.d.a.b.,
agitar y dejar reposar durante 10 min. Durante estos 10
min. centrifugar a 3000 rpm 5 min, Leer a 415 nm contra
blanco de reactivos, el cual se prepara sustituyendo los
0.2 ml de muestra problema por 0.2 ml de amortiguador de

fosfatos pH 8 0.03 M.

e) Curva patrbn

Preparar una solucibén de 7-ADCA 2 mg/ml en amortiguador
de fosfatos pH 8 0.03 M, para lograr una disolucidn com-
pleta, ajustar el pH a 8 con solucibn de hidrfxido de pota-
sio diluida.

Proceder mediante la siguiente tabla:

ml de sol 7-ADCA. nl de By ;,
o o.g,f,f{LW,v
- 08
0.3 AL0;7 b  ::
0.4 L

0.5 0.5

De cada préparacién tomar 0.2 ml y seguir el procedimiento
ya descrito. Una curva caracteristica se muestra en la fig.

10,
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D.O. 415 nm.

1 | J 1 ]

02 04 06 08 10

mg / ml de 7-ADCA

Fig. 10 Curva estandar de 7-ADCA
y=mx +b  x=(7-ADCA)
: y= D.‘O

415nm
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4.2.4% Determinacibn de,proteinabcelular (Lowry,'l95l).

a) Fundamento

Se basa en el desarrollc
i) reaccidn de Biuret:
ii) reaccidn del reactiv fQSfbmdlibdgp?fugsfano por. amino
dcidos como tirqéiﬁ e féﬁé fﬁésentes en las pro

teinas.

azul intenso

b) Reactivos.

o Na, €O,

. NaOH

. CuSOu

. KNachuOs

. reactivo Fenol Folin Ciocalteau

¢) Soluciones

. solucidn A.- Na,CO, aié?%f(pYV)“eh'NdOH 0.1°N.

63.
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. solucién B,- CuSO, .S5H, O al 0.5% (p/v) -
. solucidn C.- Tartrato de sodio y potasio al 1%
(p/v). A o

. veactivo D.- Mezclar vollmenes iguales de soiucién B
y C al momento de usarla. '

. reactivo‘ E.~ Por cada 50 ml de solucién A agrggér ﬁn
ml de reactivo D, ‘

."reactiQB; F.~- Diluir volumen a volumen el reactivo de

Folin con agua destilada.

El reactivo E se prepara agregando simulténeamente la can-
tidad necesaria de solucibn B y C a la cantidad previamente

medida de solucibn A.

d) Procedimiento

. tomar 0.1 ml de suspensifn celular y llevar a 1 ml con
agua destilada, '

. adicionar S5 ml de reactivo E, agitar y dejar reposaﬁ
durante 10 min,

. adicionar 0.5 ml de reactivo F, agitar,dejar reposar
30 min,

. leer a 590 nm contra blanco de reactivos, el cual se pre
para de igual manera, utilizando 1 ml deragua déstilada

en lugar del problema.



e) Curva Patrdn .

La curva patrbn se prepara partiendo de una solucidn de
200 wg/ml de albﬁmina,bovina, de ésta solucidn se toman

0-25,'055,ﬂ0:75;11fml'y se aforan a 1 ml con agua destilada.

Una curva caracteristica se muestra en la fig. 11.

'4.2g5';Determinaci6n de actividad enzimdtica en célu-

" las libres (Casas , 1981).

a) Fundamento

La enzima penicilino amidasa contenida en células intactés
de E. coli ATCC 9637 cataliza la hidrllisis de B—7-ADCA; ob-
teniéndose como producto de reaccidn el 4cido fenil acético
y 7-ADCA el cual contiene un grupo amino (amina primaria) que
reacciona con el grupo aldehido del p.d.a.b., dando un compues

" to de color amarillo que absorbe a 415 nm.

b) Reactivos

. p.d.a.b.
+  HyKPO,
. HKZPOﬁ

. Alcohol etilico absoluto

"+ Bencilcefalosporina

. KOH

c) Soluciones
. solucibn de p.d,a.b. (antes descrita)

. amortiguador de fosfatos pH 8 0.03'M

//
o~
-



D.O. 590 nm.

~ CURVA ESTANDAR DE PROTEINA

0.4

0.3

0.2 -

b=0.01

0.1 r=0.999
‘ m=0,00237
1 I

100 200

pg/ ml DE ALBUMINA

Fig. 11. Curva estandar de proteina.
= mx+ b x= (proteina)
) y= D,0.

590mm. -
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solucibn de bencilcefalosporina 50 mg/ml en amorti-
guador. de quf@th}pHEB‘ 0,03 M, ajustar el pH con
hidréxido de potasio dilufdo. -

Procedimiento

Tomar 10 ml de medio fermentadq?éo :§; coli ATCC 9637

Centrifugar a 3000 rpm durante 15 m:
eliminar sobrenadante :

resuspender adicionando 3 ml. ér tiguadora

de fosfatos pH 8 0.03 M. pen-
sién.
agregar 0.1 ml de sustfat¢'p‘b cibn

final de 5 mg/ml.
Incubar durante 30 min. en uhﬁb
toria a 40°C. |

transcurrido este tiempo,. se toman-0
reaccién y se vierten sobre 4.8 mi détéicohq
absoluto. E
se determina 7-ADCA por el método de p.d;éiﬁ

desecrito.
CONTROLES

1. de sustrato  Se sigue el procedimien

to anterior, sustituyen

' .'d9,eI¥V 1u 'sﬁépeg

sién celular por solucién
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de sustrato (bencil

-cefalosporina).

2. de células . Se sigue el procedi-
miento anterior, sus-
tituyendo el volumen
de sustrato por solu-
cidén amortiguadora de

fosfatos pH 8 0.03 M.

. determinar proteina celular por el método de Lowry (an-

tes descrito).

Definicibn de actividad enzimftica:

uMoles de T-ADCA 5 ygoc, pH 8
30 min. mg prot. s =

4.2.6  Purificacibn de sustrato.

El sustrato utilizado en este trabajo:kbéhéiicéfalosporina »
&cido bencil—?-aminodesacetoxicefalosporéﬁiéo‘(B-7-ADCA)6 jcido
7-fenilacetomidodesacetoxicefalosporinico, fue porporcionado
por Fermentaciones y Sintesis, S.A., este producto se obtiene
por via quimica a partir de bencilpenicilina. S8e nos proporcio-
né en forma impura. La técnica de purificaéién fue porporcionada

por la misma industria..

a) Reactivos

isopropanol



69.

. hidrdxido de amonio

. &cido clorhidrico
b) Procedimiento

. en un vaso de precipitados colocar 10 g de bencilecefa-
loépofina impura, agregar 80 ml de isopropanol agua
60% v/v, ajustar a pH 7 con hidréxido dé amonio, hasta
disolucibn total.

. s8i hay turbiedad filtrar, el filtrado se precipita con
HCl concentrado a pH 1.3 a 1.6 a temperatura ambiente.

. después de un pefiodo de cristalizacibén a temperatura
ambiente (24 hr) el producto se filtra-y se lava por
separado con 25 ml de agua caliente y 20 ml de isopro-

panol,

4:2:7 Curva de crecimiento,

El crecimiento de un microorganismo puede determinarse por
numerosas técnicas, fundadas en algunos de los siguientes ti-
pos de estimacidn:

1, rgcuénto o enumeracibn de c€lulas directamente por mi-

croscopia o mediante un contador electrbnico de particu-

las o, indirectamente por recuento de colonias.

2, masa celular.- directamente por pesada o determinacibn
cuantitativa de nitrdgeno celular, o indirectamente por

turbidimetria.

3. actividad celular.- indirectamente por referencia del

grado de actividad quimica al tamafio de la poblacién.



70.

En este trabajo el crecimiento del microorganismo se
determind por turbidimetria y se realizd ademfis por peso
celular, para asi obtener la relacidn existente entre peso

celular y D.0. 560 nm. (Fig. 12).

a) Procedimiento

El experimento se realizd en un fermentador Multi Gen
New Brunswick Co. Inc, Edison M.J. USA, con capacidad de
2000 ml y volumen de trabajo de 1200 ml, 250 rpm y 1.0 vvm,

utilizando medio minimo, 5% inbculo.

El crecimiento celular se siguif hasta que el microorga--
nismo llegd a la fase estacionaria, se fomaron muestras de
10 ml cada hora, se determiné D,0. 560 nm utilizando como
blanco el medio de cuitivo. De estos 10 ml, 5 ml se fil-
traron en membranas millipore (0.22 y.m.) previamente pesa-
das y puestas a peso constante, se dejaron en la estufa a

80°C hasta llegar a peso constante.

4,2.8 Produccidén de la enzima penicilino amidasa conteni-

das en células de Ei coli ATCC 9637.

El medio en que se realizd el crecimiento.del

mo fue medio minimo, pH 7.4 antes de esteriliza

cibn rotatoria a 200 yrpm, durante un ﬁiempb'd 2
a) Procedimiento. . ..

Se parte de un,gli't 1 S\ nbcg

lar un tubo de enéay

* S iy
ccpa conservada:en glicerol. .
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incubacidn el contenido de este tubo se transfiere a un ma-
traz erlenmeyer de 125 ml con 25 ml de medio. Transcurrido
el tiempo de incubacidn 5ml de este matraz se transfieren

a un matraz erlenmeyer de 250 ml que contienen 50 ml de medio.

Cuando el crecimiento se realiza en matraz Fernbach el vo-
lumen de trabajo es 1200 ml. El porcentaje de inbéculo de -~
fernbach.y fermentadores es 5% de volumen, dicho indculo debe

"seguir los pasos antes descritos,

4,2.9 Inmovilizacidn de células de E. coli ATCC 9637.en
carragenina (Casas , 1981).

a) Reactivos

. H2KPOu
. HK2P0l+
. KOH
. KCL

. Etilen diamina
. NaCi
. Glutaraldehido (25%) .

v H3P0u conc,

b) Soluciones

. solueidn salinévfiéiblégi de NiCl' 'y llevar

a 1000 ml éon agua“ des’
e :



D.O.

D.O. vs. PESO SECO.

g/ml X 10~%

Fig,.12 Curva estandar peso seco de E. goli ATCC 9637
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solucidn curtidora.- En un vaso de precipitados de
1000 ml colocar 22.35 g de KC1 y disolverlos en 500

ml de amortiguador de fosfatos pH 7, 0.5 M, adicionar '
5.10 g de etilendiamina, todo esto a 4°C. Ajustar el
pH a 7 con 4cido fosforico concentrado y aforar a -
1000 ml con amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 7. Las
cantidades de KCl y etilendiamina estf&n para tener

una concentracién de 0,3 M y 0.085 M respectivamente.
Procedimiento

Inmovilizacibn .

pesar 3 g de carragenina

resuspender el paquete celular (4g p.s.) en solucibn
fisioldgica hasta un volumen final de 25 ml,

en un bafio a temperatura de 60°C, colocar 75 ml de
solucibn fisiolégica, hasta que alcance 60°C,

~agregar la carragenina y con un homogeneizador de célu-
.las, mezelar durante 10 min para lograr una suspensidn
homogénea y transl@cida. '

bajar la temperatura a 50°C,

agregar la éuspensi&n celular, mezclar con el homogéneizg
dor de.células, hasta lograr una suspensidén homogénea
vertir sobre una superficie lisa,

dejar enfriar a tempefatura ambiente durante 30-40 min,
. sumergir en cloruro de potasio 0.3 M a temperatura de

4 a lo0°cC,
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. fraccionar el biocatalizador (cubos) .

Procedimiento para curtir el biocatalizador cé&lulas

carragenina.

. se toman 100 g de biocatalizador (peso hfimedo),

. se suspenden en 500 ml de solucibn curtidora, se mantie
ne en agitacibn durante 5 minutos,

. se agrega glutaraldehido para tener una concentracién
final de 2%,agitar durante 30 minutos,

. transcurrido este tiempo lavar generosémenfe con agua
destilada, posteriormente se da un lavado con XCl 0;3
M,

. sus?ender en KC1 0,3 M.

4,2:10 Determinacibn de actividad enzimitica en el bio-

catalizadop

a) Reactivos

. p.d.a}b.

. H2K POu

. HK2P0l+

. alcohol etilico absoluto
. bencilcefalosporina

. KOH
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b) Soluciones
solucidn de p.d.a.b. (antes descrita)

. amortiguador de fosfatos pH 8 0.03 M.

. solucidn de bencilcefalosporina 50 mg/ml en amortigua
dor de fosfatos pH 8 0.03 M, ajustar el pH a 8 con

hidrdéxido de potasio diluido.

e) Procedimiento

. ‘pesar Q1 a 02 g de biocatalizador peso hﬁmedof adicionar
9 ml de solucidn amortiguadora de fosfatos pH 8 0.03 M,
en un matraz erlenmeyer de 50 ml.

. 'agrégar 1 ml de sustrato (B—7—AbCA 50 mg/ml)

« dincubar durante 30 min en un bafio con agitacidn rotatoria
a 4o°C.

. transcurrido este tiempo, se téman G.2 ml de mezcla de
reaccibn y se vierten sobre 4.8 ml de alecohol etilico ab-
soluto.

. Be determina 7-ADCA por el método de p.d.a.b. antes des-

crito.

Definicién de actividad enzimdtica:

umoles de 7-ADCA a 40°C, pH 8.
30 min g de biocatalizador (peso htimedo)

413 Disefio experimental

El desarrollo de este trabajo se llevd a cabo bajo la siguiente

“El biocatalizador curtido tiene 93 % de humedad.



76,

secuencia :

Produccién de la enzima en c&lulas de E. coli ATCC 9637

Estabilidad al almacenamiento Estudic del sistema
de la enzima contenida en cé- soluble
lulas de E. coli ATCC 9637

~ Estudio de la influencia del tamafio de par
ticula del biocatalizador y del curtido sobre la
expresibn de la actividad

|

Estudio del sistema inmovilizado

Montaje y operacién de un reactor enzim&tiéo en
la hidrb6lisis de bencilcefalosporina '

A continuacibn se describe cada punto,
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I. Produccidn de la enzima penicilino amidasa contenida en

células de E.coli ATCC 9637.

La ﬁroduccién de las c&lulas de E.coli ATCC 9637 con
actividad de penicilino‘amidasa empleadas en el desarro-
llo de esta tesis, se efectlo en un fermentador de 25 1
construido en el Centro de Instrumentos de la UNAM, El
volumen de trabajo fué 18 1, se utilizd medioc minimo y
se inoculo con 900 ml de células crecidas conforme a lo
descrito en el punto 4.2.8. Para que un inoculo pueda ser .
empleado en una fermentacidn deberd tener una densidad -.
6ptica de 1.3 a 1.5 y.-una actividad especifica mayor de
0.6 pmoles de 7-ADCA/mg de proteina.

- Durante las fermentaciones se media porciento de oxi-
geno disuelto, crecimiento y actividad especifica.

Las fermentaciones se daban por terminadas cuando el
porciento de oxfguno disuelto en el medio subia. Las
células se empleaban en el proceso solamente si tenian
una actividad especifica de al menos 3 umoles de 7-ADCA/

mg de proteina.
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II. Estabilidad al almacenamiento de la enzima penicili-
no amidasa contenida en células intactas de E. coli

ATCC 9637,

En la figura 13 se muestra la forma en que se pro-

cedid para la realizacidn de este experimento.
Las condiciones ensayadas fueron las siguientes.

a) Almacenadas en diferentes medios:

.

i. medio minimo sin fuente de carbonoc ni de nitrdgeno
ii. amortiguador de fosfatos pH 8, 0.03 M '

iii. solueibn fisioldgica salina

b) almacenadas en el caldo de fermentacibn

c¢) almacenadas como paquete celular

Las temﬁeraturas probadas fueron: temperatura ambiente
(20-25°C), temperatura de refrigeracibn (4-8°C), temperatura

de congelacibn (0-,-15°C),

Se determind actividad enzim&tica al inicio del experimento,
a los 7, 21 y 40 dias.de almacenamiento, bajo las condiciones

mencionadas en la seccibn de métodos y materiales.



.Caldo de fermentacidn
(Células de E. coli ATCC 9637)

a) ‘Almacenadas en b) Almacenadas en el c) Almacena

diferentes medios: caldo de fermenta das como
cién : paquete
' celular
]
Centrifugar Distribuir en Distribuir en volGme-
vollmenes de nes de 10 ml, centri-
10 ml fugar y retirar el so-
Resuspender en " brenadante
Medio minime  Sol.amortigua Sol.fisioldgi
sin fuente de dora de fosfa ca (9 g/1) de
carbono ni ni tes pH 8 0.03M NaCl)
trbgeno e
\ Y

A ' LMACENA AR a:

i) temperatura ambiente
ii) temperatura de refrigeracién
iii) temperatura de congelacibn

"6L

" Figura 13. Procedimiento utilizado para determinar estabilidad al almacenamiento
de células de E. coli ATCC 9637
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III. Bstudio de la influencia del tamafio de particula
del bioccatalizador

Este estudio se realizd con biocatalizador curtido y sin
curtir, para el biocatalizador sin curtir se trabajé con ta-
mafios de biocatalizador de 0.6 cm por lado (0.2160 em®) a 0.1

cm por lado (0.0010 en®y,

Con el fin de tener parfimetro de comparacidn con respecto
a la actividad de cé&lulas intactas, la actividad especifica
del biocatalizador se realizd con respecto a proteina atrapada

por gramo de biocatalizador,

La determinacidn de proteina en biocatalizador se realizd

como se menciona & continuacibn:

Atrapamiento wmsfaebiocatalizador e pesar una
fraccionado s/curtir cantidaq\~r

solubilizar
en amortigua
dor

gel de carra smegegel fracciomsssepesar una can

genina s/cé nado tidad

lulas

detdrminacidn
de proteina
(Lowry)

Esta determinacién se realizd en biocatalizador sin curtir,
para el biocatalizador curtido se hizo la suposicidn de que la

proteina era la misma que para biocatalizador sin curtir.

La determinacidn de actividad enzimitica se realizd, mediante

to preestablecido en la seccidn de materiales y métodos.
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IV. Estudio del sistema libre e inmovilizado

a). Perfil de pH

Paquetes celulares provenientes de células fermentadas
en el medio de produccidn, se resuspenden en amortiguador
de fosfatos 0.03 M a diferentes pHs (6, 7, 7.5, 8, 8.5 y
9), En el caso del sistema inmovilizado se procede de la
misma manera, sustituyendo cé&lulas por biocatalizador. En
ambos casos se determina actividad conforme a 1o preesta-

blecido en la seccibn de materiales y métodos.

b). Perfil de temperatura

Paquetes celulares provenientes de c€lulas fermentadas
en el medio de produccibén, se resuspenden en amortiguador
de fosfatos §H 8 0.03 M, v se les determina actividad enzi-
mitica a diferentes temperaturas (30, 35, 40, 45, 50, 55 y
60°C). Para el sistema inmovilizado se procede de la mis-
ma manera, sustituyendo c€lulas por biocatalizador, las deter
minaciones dé actividad se realizan con las cantidades de bio
catalizador y suspensifn celular descritos en la seccibn de

materiales y métodos.,

c). Determinacibn de la energia de activacién.

En el presente estudio se determinbd la velocidad inicial
del sistema libre e inmovilizado a diferentes temperaturas

(30, 40, 50, 55°C), para de esta manera determinar la energia
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de activacidn.

En el caso del sistema libre se manejaron vollimenes de §

ml de suspensibén celular, se tomaban muestras de O;Q‘m éédﬁ

dos minutos, hasta el minuto .10. :

Para el sistema inmovilizado se manejaron 0.75 g~de bioca-
talizador (peso hfimedo), con:un volumen total de 25.m1 en ma-
traces erlenmeyer de 125 ml, se tomaban muestras cada dos mi-

nutos, hasta el minuto ntmero 10.

En ambos casos se utilizb una concentracién final de sustra-
to del1.51 x 10~?M,Se determind 7-ADCA mediante lo preestablecido

en la seccibn de materiales y métodos.
d), Termoestabilidad

En este experimento se ensayaron 3 diferentes temperaturas
40, 50 y 55°C. En el caso del sistema soluble, el paquete ce-
lular de E. coli ATCC 9637 se resuspende en amortiguador de
fosfatos pH 8, 0,03 My ée colocan en un bafio con agitacidn
rotatoria (200 rpm) a las temperaturas antes mencionadas y se

toman alicuotas a diferentes tiempos de incubacidn.

En lo referente al sistema inmovilizado, el biocatalizador
se coloca en el mismo amortiguador bajo las mismas condiciones

y se toman muestras a diferentes tiempos de incubacidn,

Para el sistema soluble se manejaron volQimenes de 60 ml,



las alicuotas tomadas fueron de 1 ml, Para el sistema inmo-
vilizado, se manejaron 6 g de biocatalizador (peso hiimedo)
en 45 ml de amortiguador, La cantidad de biocatalizador to-

mada a los diferentes tiempos fue de 0.1 a 0.2 g peso hfmedo.

En ambos casos se determina actividad enzim&8tica mediante

lo preestablecido en la seccibn de métodos y materiales.

e)., Efecto de la concentracién de sustrato.

En este estudio se determin® velocidad inicial a diferentes
concentraciones de sustrato (3.024 2,26, 1.51, 0.75
0.37.y 0.18 x 10'2 M. ), tanto en sistema soluble como en

sistema inmovilizado.

En el caso del sistema libre se manejaron 5 ml de suspen-
sibn celular. Para el sistema inmovilizado se utilizaron
0.75 g de biocatalizador (peso hfimedo) en up volumen total de

reaccibn de 25 ml.

En ambos casos se determind 7-ADCA mediante lo establecido

en la seccibn de métodos y materiales.

83.
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V. Montaje del Bioreactor Enzimitico

En el presente estudib;éetﬁtiiizé un reactor con penicilino
amidasa inmovilizada en f6fma ae:coiﬁmna,;con las‘éiguientes
caracteristicas, o '

1. columna de vidri&”de'lb Qm de longituﬂ y 2.2 cm de difme-

tro. | 7
2. cantidad de soporte empacado 18.5 g (peso hlimedo)

3. volumen muerto 10 ml,

Fig. 14, Caracteristcas del reac-
tor utilizado en la hi-
drdlisis de bencilcefa--
losporina.

Las condiciones de hidr6lisis fueron las siguientes:

concentracidn de bencilcefalosporina 0.158 M,

flujo 142.5 ml/min.

temperatura 40°C, pH 8

carga enzimitica 500 u/g de bencilcefalosporina

cantidad de bencilcefalosporina manejada .2.35 g.

volumen de reaccibn U7 ml.
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Un esquema del sistema de hidrblisis se muestra ajcontiQ

.z
nuacion:

CONTROL DE pH .
‘KOH
{ -

=T CONTHOL DE

TENPERATURA
-

Fig. 15,

Sistema de hidrblisis de la bencilcefa-
losporina. La solucidn de bencilcefalos-
porina se hace pasar através del bioca-
talizador por medio de una bomba . peris-
taltica, el pH se controla a 8 con KOH

1 Ny la temperatura a UOOQ.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION .

§:1 Consideraciones preliminares.

En el sitio donde se desarrolld esta tésis se ha trabé-
jado ampliamente en el desarrollo de una tecnologia para la
produccidn def-APA por hidrdlisis enzimdtica de penicilina G.
La figura 16 nos muestra el diagrama del proceso, en el se
puede observar que una de las alternativas es la inmoviliza-
cidén de células completas; en esta parte en particular, tra-
bajaron el Dr. Rodolfo Quintero R. y M. en C. Lidia T. Casas.v
Ellos produjeron un biocatalizador utilizando c&lulas intac-
tas de E. coli ATCC 9637 inmovilizadas en carragenina, para
su posterior uso en la hidrdélisis de penicilina G. EI1 pre-
sente trabajo pretende demostrar que utilizando el biocata-
lizador antes mencionado, se puede llevar a cabo la hidrdli-
sis de bencilcefalosporina, la cual nos da como producto de
reaccidn el 7-ADCA; importante intermediario en la sintesis

de cefalosporinas semisintéticas.

Es importante mencionar que demostrar que la bencilcefa-
losporina es hidrolizada por este sistema incrementd la im-
portancia del proceso, ya que el biocatalizador puede ser

utilizado tanto en la produccidn de6-APA, como en la de 7-ADCA.



E. coli ATCC 9637
ATCC 11105

‘l

GENETICA A

|

INGENIERIA GENETICA
GENETICA  CLASICA

Y
CONDICIONES

E. coli K-12 OPTIMAS ___ . CINETICA DE
DE PRODUCCCION = CELULAS INTACTAS

INMOVILIZACION DE INMOVILIZACION DE
PENICILINg~-AMIDASA CELULAS INTACTAS

t

CONDICIONES
OPTIMAS s

87.

DE REACTOR

L ]
Figura '1§. Diagrama del proceso para la produccidn del &cido

g-aminopenicilanico.




5.2 Produccidn de la enzima penicilino amidasa contenida en

células de E. coli ATCC 9637,

En la figura 17 se muestran las cinéticas de dos fermen-
taciones llevadas a cabo en el fermentador de 25 1, en dife-
rentes condiciones de aireacidn y agitacién. La fermenta -
cidn 17a se llevd a cabo empleando valores de 100 rpm y 0.5
vvm y la 17b a 200 rpm y 1 vvm. En ambas figuras se grafi-
can D.0..on -, % de oxigeno disuelto (% 0, dis) y activi -
dad especifica contra tiempo. Las dos fermentaciones presen
tan el comportamiento clésico de cinética de crecimiento: -
una fase de adaptacidn, una fase 1ogaritmica y una fase esta
cionaria.

En lo que se refiere a la produccién de la enzima en la
fermentacién 17a se observa que la actividad especifica se
incrementa a medida que el microorganismo crece, miéntras
que en la fermentacidn 17b la produccidén de la enzima presen
ta variaciones a lo largo del crecimiento. En la primera se
llega a una actividad especifica final de 7 Mmoles de 7-ADCA/mg
de proteina y en la segunda 3 ymwles de 7-ADCA/mg de proteina.

El % de 02 dis. disminuye a medida que la bacteria crece,
sin embargo, en la fermentacidn 17a la disminucién no es tan
dréstica como en el caso de la fermentacidn 17b; los valores
a los que se llegan sonvuﬂ y 30% a las horas 18 y 20 respec-
tivamente.

Es claro que el comportamiento en cuanto a la produccidn

de la enzima y % de 0, dis. es distinto en ambas fermentacio-

nes y esto se puede atribuir a las diferencias en las condi -

ciones de aireacidn y agitacidn.
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Se puede apreciar que cuando se manejan valores de 0.5
vvm y 100 rpm la actividad especifica fuf mayor que la obte-
nida cuando &stos fueron de 1 vvm y 200 rpm.

Para tener una idea mds exacta de la influencia de la- -
concentracibn de 0, dis. se calculd el kla para ambos casos.
El kla es el coeficiente de transferencia de oxigeno; este
concepto nos dice la eficiencia con que el oxigeno burbujea-
do a2 un fermentador se transfiere al medio de cultivo, supo-
niendo gue esta tranferencia sea la limitante para que el -
oxigeno pueda.ser aprovechado por el microorganismo.

El kla puede ser calc ulado por correlaciones que se en-
cuentran reportadas en la literatura y que son ecuaciones ma
tem&ticas calculadas experimentalmente. Existen muchas co -
rrelaciones publicadas (Belmar, 1984}3; para calcular el,klg
en la presente tesis sge utilizd la de Van't Riet (1983).

.Los valores obtenidos para las fermentaciones 17a y 17b

fueron de 29.98 y 178.77 hr~+

respectivamente, 1o cual quie-
re decir que la eficiencia de transferencia de oxigenoc es
aproximadamente 6 veces mayor en el caso de la fermentacién
17b, que es precisamente la que presenta la menor actividad
especifica final.

Esto nos indica que el oxfgenc tiene un posible efecto
inhibitorio en la produccidn de la enzima. No obstante para
concluir sobre este punto de una manera definitiva serfan ne
cesarios estudios mas profundos, que salen de los objetivos

de esta tesis.
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5: 3 Estabilidad al almacenamiento de la enzima penicilino
amidasa contenida en c&lulas intactas de E. coli-ATCC
9637.

En el sitioc donde se desarrolld esta investigacidn, se
ha trabajado muy extensamente con penicilino amidasa conte-
nida en células intactas de E. coli ATCC 9637, sin embargo,
la estabilidad enzimitica al almacenamiento no se encontraba
bien definida. El almacenamiento se ha realizado en solucidn
'fisiolégica a 4°C (Lépez-Laura, 1982), en solucién amortigua-
dora de fosfatos pH 8 0.03 M a 4°C y como paquete celular a
4oC (Casas, 1981).

Durante las primeras etapas de este trabajo, se pudo ob-
servar que la actividad enzimitica de la peﬂicilino amidasa
contenida en E. coli variaba con el almacenamiento, esto es
de suma importancia debido a que dichas variaciones se ven

reflejadas en la reproducibilidad de los resultadps. =

Por las razones antes expuestas, se. dEClle determlnar

el comportamiento de la en21ma baJo dlferen ,cond1c1ones de

almacenamiento.

Se eligieron las condicionés ya;éntes manejadas en el
laboratorio, es decir, resuspendidas en solucibn fisioldgica,
en amortiguador de fosfatos pH 8 0.03 M, y como paquete celular.
En muchas ocasiones después.de ﬁroducir las células, no es po-

sible centrifugarlas y utilizarlas inmediatamente, asi que se
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dejan en el caldo de fermentacién agotado por un tiempo.
Por esta razbn, también se decidib determinar la estabi-
lidad al almacenamiento de la enzima en el caldo se fer-
mentacién agotado. Las células ademis se almacenaron en

medio minimo sin fuente de carbono ni de nitrégeno.’

Las temperaturas elegidas para el almacenamiento
fueron: temperaturas de refrigeracibn, (4 a 8°C), de conge-
lacibn, (0 a -15°C), por ser estas las temperaturas mis ‘
utilizadas en el almacenamiento de enzimas y con fines compa-

rativos tabién a temperatura ambiente. .

Los resultados se muestran en la figura 18, en la que
se puede observar que bajo las 3 diferentes temperaturas pro-
badas, el comportamiento es muy similar para células almace-
nadas en solucidn amortiguadora, en medio agotado, en sales
de medio minimo y centrifugadas; durante los primeros 7 dias
de almacenamiento, la actividad enzimftica disminuye, a los
21 dias aumenta y en la mayoria de los casos sigue incremen-
tandose hasta los 40 dias del almacenamiento. No obstante,
en células almacenadas en solucidn fisioldgica la actividad
enzimitica siempre aumenta. Este incremento es considerable-
mente mayor comparado con las condiciones restantes y llega
a ser casi del doble de la actividad inicial a la temperatura
de refrigeracién. Estos Gltimos resultados en un principio

fueron alentadores, porque al tener mayor actividad especifica
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en c&lulas, la actividad del biocatalizador se esperaba mayor.
Pese a todo, é&sto se debe tomar con mucho cuidado porque al
inmovilizar células con 4 semanas de almacenamiento (en sol.
fisiol8gica a 4°C), la actividad del biocatalizador obtenido

fué menor del valor.esperado.

El hecho de que las c&lulas almacenadas en solucién
fisioldgica hayen aumentado su actividad especifica pudo deberse
a una permeabilizacidn de la membrana tal que la difusidn del
sustrato v productos se vea mis favorecida. De éualquier forma,
estas células no pueden ser utilizadas para elaborar el bio-

. catalizador ya que el proceso de inmovilizacibn afecta a las
células permitiendo probablemente que la enzima se libere y que
el gel no sea capaz de reteneprla, Ademis, la enzima fuera de
la célula es més susceptible al tratamiento quimico que se le

da al biocatalizador para curtirlo,

Los resultados obtenidos nos indican que la manera m&s
conveniente de determinar el tiempo y condiciones de almacena~
miento de las células es evaluando el producto final {que en

este caso es el biocatalizador).
5:4 FEstudic del sistema libre e inmovilizado.

a) Perfil de pH

Las enzimas por ser proteinas contienen muchos grupos
ionizables. El efecto del pH sobre su actividad catalitica se

debe a cambios en el estado de ionizacidén de los componentes

.



g5.

del sitio activo, o bién de los componentes que permiten

mantener la conformacidn del sitio activo.

Esto da lugar a que las enzimas trabajen sobre intervalo
limitado de pH y en la mayoria de los casos a un pH definido

denominado "pH Sptimo".

En la figura 19, se puede apreciar que el pH Sptimo de
la enzima penicilino amidasa contenida en células intactas
de E. coli ATCC 9637, utilizando como sustrato bencilcefalos-
porina es 8. Este valor se encuentra dentro de los reporta-
dos para la hidrSlisis de penicilinid G, en enzima libre y
contenida en células intactas, los cuales muestran un pH de

actividad 6ptimo de 7.8-8.2, (Balansingham y Warburton, 1972).

Como puede observarse en la figura 19, la enzima presenta
una actividad muy semejante a pHs de 6 y 7, a pH 7.5, dicha
actividad aumenta hasta llegar a su &ptimo de 8, a pH de 8.5

la actividad enzimdtica declina apreciablemente.

Este comportamiento puede ser debido a que a pHs menores
de 8, exista un decremento en la saturacién de la enzima por
el sustrato, causado por una disminucidn en su afinidad, mien
tras que a pHs mayores de 8, el efecto'sea sobre la estabili-

dad de la enzima y/o sustrato {(Segel, 1975).

En lo que se refiere al sistema inmovilizado en la figura
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Figura 19. Efecto del pH sobre la actividad de penicilino ami
dasa contenida en células de E. coli ATCC 9637,
utilizando como sustrato bencilcefalosporina. Tem
peratura 40°C, amortiguador de fosfatos 0.03 M.

La actividad m&xima fue tomada como 100%.El experimen-
to se realizd por duplicado, en la grifica se mues-

tra el resultado promedic de las determinaciones.
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20 , se observa que el pH 6ptimo es 8,5. La enzima muestra
un incremento en su actividad catalitica de pH 6 a pH de
7.5, posteriormente se presenta una meseta entre valores
de pH 7.5 a 8.5 y a pH 9 la actividad declina apreciable-~

mente.

Aunque el pH 6ptimo de actividad enzimitieca parece ser
8.5, la meseta que existe entre pH 7.5 a 8.5, hace pensar

que el pH 6ptimo en realidad se encuentra entre pH 7.5 a 8.5.

El pH &ptimo reportado por Casas (198l) para el mismo
sistema utilizando penicilina G como sustrato, es 8.5. Es-
to nos indica que el cambio de sustrato no afecta el pH

6ptimo del sistema inmovilizado.

El pH de trabajo en ambos casos fue 8, ya que cae dentro
del pH 6ptimo de la enzima y muy probablemente dentro de los

limites de estabilidad del sustrato.
b)  Perfil de temperatura.

En la figura 21 y 22 se presentan los resultados corres-
pondientes al comportamiento de 1la penicilino amidasa, con
respecto a la temperatura en sistema libre e inmovilizado.
Para ambos sistemas se aprecia que la actividad catalitica

se incrementa conforme aumenta la temperatura de reaccibn,

esto se debe a que un incremento en la temperatura aumenta

g7.
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9637, utilizando como sustrato bencilcefalos
porina, temperatura 40°C, amortiguador de fos
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como 100%. El experimento se rculizd por dupli-

cado -, en la grifica se muestra el resultado -

promedio de las determinaciones.
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la energia cinética de los reactantes dando lugar a una
mayor produccidn de coliciones enzima~sustrato, hasta
llegar a un 6ptimo, que en este caso es 55°C para los dos
sistemas. Al sobrepasar esta temperatura se aprecia una
acelerada pérdida de actividad enzimitica que se explica
considerando que las enzimas por su naturaleza proteica,
si absorben mucha energia, su estructura tridimensibnal

kpuede perderse y dar lugar a su desnaturalizacidn.

Los datos'e*perimentales'concuerdan con los estudios
similares utilizando penicilina G como sustrato, en los
cuales se reporta una teﬁperatura de méxima actividad de
55°C en sistema soluble e inmovilizado (Balans;ngham y

Wapburton, 1972; Casas, 1981).

La temperatura 6ptima de las enzimas en ocasiones
cambia por la inmovilizacién. En este caso, no se observd
dicho efecto debido muy probablemente, a que la inmoviliza-

- cibn de la penicilino amldasa contenlda en celulas de E, coli
én carragenlna no altera 1a conformaclén quimlca y fisica
de dicha enzima porque no hay una interaccidn directa con el

sop¢rte.

La temperatura de trabajo en ambos sistemas, fue yooC
. ya que como se podra observar mas adelante a temperaturas ma-

yores, la enzima presenta baja estabilidad.
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Efecto de la temperatura sobre la actividad de
penicilino amidasa contenida en células de E.
coli ATCC 9637 utilizando como sustrato ben-
cilcefaiosporina, pH 8, amortiguador de fosfa
tos 0.03 M. La actividad méxima fue tomada co
mo 100%. E1 experimento se realizd por duplica.
do, en la prafica se muestra el resultado prome
dio de las determinaciones.
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Efecto de la temperatura sobre. la actividad de
penicilino amidasa contenida en c&lulas de E.
coli ATCC 9637 utilizando como sustrato bencil
cefalosporina, pH 8 amortiguador de fosfatos
0.03 M. La actividad miaxima fue tomada como
100%. E1 experimento se realizd por duplicado,
en la gr&fica se muestra el resultado promedio
de las determinaciones.
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¢) Determinacibn de la energia de activacidn.

El efecto de la temperatura sobre la velocidad de reac-
cibn enzimitica puede ser representado por la ecuacidn de
Arrhenius.

K= A e -E a/RT

o bien:

Vm1k= ;Eéfw‘»'

donde‘

. ) ‘--1
k== constante de la velocidad de reaccidn (min’ 7).

A = constante denominada factor de frecuencia ﬂmip‘i)_

Ea = energia de activacibn (cal/mol)
T = temberatura absoluta en °K
R = constante de los gases

La energla de activacifn es la energia requerida para
tener las mol&culas en estado activo, y puede calcularse por
la pendiente de la linea que se obtiene al graficar LnV con-
tra 1/T, en la que dicha pendiente corresponde a -Ea/R

(Laidler y Bunting , 1973).

Se obtuvo una energia de activacidn de 10,494 y 7,920

cal/mol para el sistema soluble e inmovilizado respectivamente.
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Energfa de activacién del sistema inmovilizado

-3} ; \
Fa 7,920 cal/mol

1 L 1 !
3 34 32 33

£ X073 (k=)

Figura 24. Energia de activacién para:la hidrélisis de
bencilcefalosporina con penieilino amidasa
contenida en E. coli ATCC 9637, pH8, amorti
guador de fosfatos 0.03 M, El experimento se
realizé por duplicado, en la grifica se mues
tra el resultado promedio- de las determina-

ciones.
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Los resultados aparecen en las figuras 23 y 24, en las cuales
se observa que un aumento de la temperatura de reaccién se

ve reflejado en el incremento de la tasa de reaccibn.

Savitskaya y Mys (1975), encontraron una energia de acti-
vacidn de 11,400 éal/mol a pH 7.5 para enzima pura, utilizando
como sustrato penicilina G. Al comparar este valor con el ob
tenido en el bresente estudio en sistema libre, se observa que
existe una pequefia diferencia, lo cual puede ser débido a las
diferentes condiciones en las determinaciones. Sin embargo,
si se considera que en un caso se estd hablando de enzima soiuble
con minimos problemas difusionales y para el otro de una enzi-
ma contenida en células intactas con problemas difusionales,
se, Podria suﬁoner que &sto fuera el motivo en la diferencia de

estos valores.

En lo referente a la energia de activacién dél sistema in
movilizado, se observa que el valor de este iltimo, es menor
que el corres?ondiente al sistema libre. Este tipo de compor-
tamiento es capacteristicb en sistemas en los que existen res
tricciones difusionales internas, lo que es muy 1l6gico de suce

der en enzimas inmovilizadas por atrapamiento en geles,
d) Termoestabilidad.,

Los resultados de termoestabilidad del sistema soluble. e

“En ellas'se

inmovilizado se presentan en las figurasf2§fy52'r
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aprecia que en las 3 temperaturas probadas la actividad en-
zimftica decae con respecto al tiempo de incubacibén. En am-
bos dbtemasse observa que el tiempo en que la enzima llega
a la mitad de su actividad inicial (tiempo de vida media,

t1/2) disminuye conforme se incrementa la temperatura .

En el sistema,soluble, a temperatura'de 40°C después de

38 hrs de incubacifn la enzima aln no llega a su t1/2, a 50 c

SU t1/9 fué de 6 hrs y a §5°C de 0.5 hrs.

.Con respecto al sistema inmovilizado, su comportamiento
es muy similar al del sistema soluble, con la diferencia de
que en este caso el t1/2es mayor.‘Se observa que a la tempe-
ratura de 40°C después de 96 hrs de incubacidn se conserva - »
casi el 80% de la actividad inicial, a 50°C el ty)q €8 de 24

hrs y a 55°C de 0,96 hrs,-

En las figuras 27 y 28 se puede observar claramente como
el sistema inmovilizado es mis termoestable que el sistema so-

luble.

Los resultados aqui obtenidos son 1dgicos, ya que las
enzimas por su naturaleza proteica se desnaturalizan con el
incremento de la temperatura y la mayoria de ellas se inac~

tivan a temperaturas cqmpréndidas entre 55 y 60°C.
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1 A 1 /] ﬂ}_—;

-
8 12 16 20 24 38

TIEMPO DE INCUBACION (hrs.)

Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la
enzima penicilino amidasa contenida en E. coli ATCC
9637. iLas cédlulas se incubaron a temperaturas de

40, 50 y 55°C, posteriormente se tomaron muestras a
diferentes tiempos y se determinaba actividad median
te lo establecido en la seccidn de materialessy mé-
todos. El experimento se realizd por duplicado. en la
grifica se muestra el resultado promedio de las de-
terminaciones.
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Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la
enzima penicilino amidasa contenida en E. coli ATCC
9637 inmovilizados en carragenina. El biocataliza-
dor se»incubé a temperaturas de 40, 50 y 55°C, pos-
teriormente se tomaron muestras a diferentes tiempos
v se les determind actividad mediante lo establecido
en la seccibn de materiales y métodos. El experimento
se realizd por duplicade, en la grifica se muestra
el resultado promedio de las determinaeiones,
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Termoestabilidad a 50°C
(grafica comparativa)

T = 50 °C
80 —
60 .
: sistema inmovilizado
40 =
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. sistema libre
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Figura-27. Efecto de la temperatura de 50°C sobre la estabi
lidad del sistema soluble e inmovilizado de la
enzima penicilino amidasa contenida en E. coli
ATCC 9637. El expérimenté se realizd por duplica o

do , en la grafica se muestra el resultado pro-
medic de las determinaciones.
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Termoestabilidad a 55°C .
(grifica comparativa) .-
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Figura 28, Efecto de la temperatura de 55°C sobre la estabili-
dad del sistema libre e inmovilizado de la enzima
penicilino amidasa contenida en E. coli ATCC 8637.

El experimento se realizd por duplicado, en la gra

fica se muestra el resultado promedio de las detepr
finaciones.
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En el caéo pavtiCular de la penicilinO‘amidasa, se de

termind que a su. temperatura optlma de 55°C su estabilidad

es muy baja,b nos 1nd1ca que la llamada "temperatura

6ptima" de.."la’ en21ma, debe considerarse como una caracte-
ristica dpéfac1onal ya que a temperaturas altas { en este
caso su Optima)existe un decremento de su actividad, resul-
tado de la disminucidn en la cantidad de la enzima activa

total, ya que como se pudo constatar, la desnaturali?écién

enzimética es funcibén del tiempo y temperatura. .

Los resultados de este estudlo, presentan concordan01a
con 1o que se reporta en la llteratura, ya que: la en21ma la

manejan a temperaturas comprendidas entre 35 y hoeC (Godfrey ,

1983).

Ahora bien, es claro que el proceso de inmovilizacién
incrementa considerablemente la estabilidad térmica del sis-
tema, esto implica que el proceso de inmovilizacién confiere
a la enzima cierta estabilizacidn, ademis el soporte en si

da proteccidn a la enzima,
e) Efecto de la concentracibn de sustrato.

Los resultados del estudio cinético de 1a enzima penici-
lino amidasa del sistema soluble e inmovilizado, se muestran
en las figuras 29 y 30, en las cuales se realiza la represen-

tacibén de Lineweaver-Burk para la obtencidn de la constante de
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Figura 29. Efecto de la concentracidn de bencilcefalosporina

sobre la actividad de la penicilino amidasa conte-
nida en E. coli ATCC 9637, pH B, en amortiguador
_de Fosfatos 0.03 M.El experimento se realizd por
duplicado, en la grifica se muestra el resultado
promedio de las determinaciones,
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Michaelis-Mentin (Km) y de la velocidad méxima (Vmix). Los

"My 4.38%10"°M para

resultados obtenidos son Km= 2,775X10°
sistema libre e inmovilizado respectivamente, y en el mismo
orden una Vmix de 0,1650 ymoles de 7ADCA/mg proteina/min y
0.107 umoles 7ADCA/ g biocatalizador p.h./min. Los valores
reportados en la literatura para células intactas de E. coli
utilizando como sustrato penicilina G son muy variados, se

4 a3 x 107%m. Tomando en consi-

encuentran entre 1.4 x 10~
deracibn que el Km es un indice de afinidad de la enzima

por un sustrato y que dicho valor entre mds pequefio, nos
indfca mayor afinidad de la enzima por el sustrato, se puede
decir que el valor obtenido en este trabajo (2.775 x lO'uM)

es bueno, ya que se encuentra dentro del orden de magnitud
bajo de los valores reportados en la literatura. Es impor-
tante mencionar, que afin cuando la bencilcefalosporina pre-
gsenta diferencias en su estructura con la penicilina G, esto
no parece afectar la afinidad de la enzima por dicho sustrato,
lo que implica que lo importante para la afinidad de la peni-
cilino amidasa de E. coli es la cadena lateral &cido fenilacg

tico.

Con respecto a las Vméx reportadas para células intactas
de E. coli utilizando penicilina G como sustrato son pocos.

Cole y Savidge (1975) reportan un valor de 7.1 lmoles B6APA/mg
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Efecto de la concentracién de sustrato sobre
la actividad del sistema inmovilizado (Lineawaver-:
Burk). S

10

Kn = 4.38 x 1073 M

Vméx = 0.107 pmoles 7ADCA/gbiocat/min
1 1 1 1 1 1 |

Figura 30.
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Efecto de la concentracibén de bencilcefaloyporina

sobre la actividad de la penicilino amidasa conte-~
nida en E. coli ATCC 9637, pH B en amortiguador

de fosfatos 0.03 M. E1 experimento se realizé por

duplicado, en la grdfica se muestra el resultado

promedio de las determinaciones.




115,

protefna/min para enzima de E. coli NCIB8743A, Cole (1969)
de 1.228 vy 1.156 umoles de BAPA/mg prot/min y Sandoval
(1880), de o.oéu umoles/mg proteina/min en ambos casos papé
células intactas de E, coli. De estos valores, los mis
cercanos al obtenido en esta investigacidn -son los de Cole y
Sandoval -, Seguramente porque estos trabajos se realizaron

también con células intactas.

En lo que respecta al sistema inmoviiizado, los valores
de Km y Vmdx reportados en la literatura dependen del método
empleado. Chibata (1980), reporta qQue los sistemas inmovili-
zados por atrapamiento incrementan su Kmy su Vmdx disminuye
en comparacidn con el sistema soluble y esto esencialmente por
los problemas de difusidn de sustrato y productos. En nuestro
case, se bresenté dicho efecto ya que el Km de 2.7 x 10’“M en
sistema soluble se incrementd a 4.7 x 1072M en sistema inmovi-
lizado. La Vmix de 0.1650 imoles 7ADCA/mg proteina/min dismi-
nuyd a 0,00427 Wmoles /mg proteina inmov/min (0.107 pumoles

7ADCA/g de bioc, ph/min). -



5:5 Estudio de la influencia del tamafio de particula del bio
catalizador y del curtido sobre 1la expresidén de la acti-
vidad.

En el caso particular de células inmovilizadas en geles,
los efectos difusionales son los modificadores mis importan-
tes del comportamiento de estos sistemas; existen dos tipos
de restricciones difusionales: las internas y las externas,
estas {ltimas pueden minimizarse por el incremento de la ve-
locidad de flujo en el reactor, mientras que las primeras
pueden reducirse por el uso de un tamafio de particula ade-
cuado, con una elevada &rea superficial por volumen de bio~-
catalizador. Ya se ha mencionado que la geometria del bio-
catalizador utilizado es clbica; una forma de incrementar
su &rea superficial es disminuyendo el tamafio de los cubos.
En base a &sto se manejarom. distintos tamafios de biocatali
zador curtidos y sin curtir, para adem&s observar el efecto
del tratamiento de curtido.

La evaluacidn se realizé'determinando el factor de efec-
tividad (n), definido como: v

n . Actividad del .:Sistema inmovilizado:

Actividad del sistema liSre
En la tabla 16 se puede observar que la eficiencia del
siétema sin curtir se incrementa a medida que el biocataiiig
dor disminuye de tamafio, llegando a obtenerse una eficiencia
de 0.7271 para el tamafio de 0.1 cm por lado. Sin embargo,
el biocatalizador sin curtir tiene poca consistencia, lo -
cual dificulta su mmejo al fraccionarse. Por esta razénvel

menor tamafioc que pudo obtenerse fué de 0.1 cm por lado del

)
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cubo, sin qhe ésto signifique que sea el &ptimo.

Por otro lado, al haéér la comparacidn de lés resultados
del sistema sin curtir con el sistema curtido (tabla 17 es
posible observar qué el tratamiento quimico afecta sensible-
mente la eficiencia del biocatalizador. Dicho efecto se in-
crementa al disminuir el tamafio del biocatalizador. Asi te-
nemos que para la preparacidn de 0.2 cm por lado de cubo la
eficiencia disminuye de 0.4831 en -:sistema sin curtir a --

0.286 en sistema curtido (diferencia = 0.1871); para la pre-

paracién de 0.4 cm por lado de 0.7172 a 0.4%4262 (diferencia =

‘ 0.2809).

De aqui se puede concluir que si bien es cierto que al
disminuir el tamafio del biocatalizador el 4rea superficial
es mayor y por lo tanto la eficiencia se incrementa, existe
ﬁn limite pard obtener tamafios de particula ‘mds pequefios de-
bido a la propia naturéleza del biocatalizador y a la técni-
ca de su fabricacidn.

Es claro que el tratahiento de curtido afecta a la enzi-
ma, desactividndola. Por ello la actividad especifica del
biocatélizador disminuye; dicho efecto se aprecia al compa-
rar las actividades enzimdticas de los mismos tamafios de cu-
bo, en los sistemas curtido y sin curtir. Cuando ia.comparg
cidn se hace dentro del mismo sistema para los diferentes ta

mafios lo que se observa son- fendmenos difusionales, proble -

mas meramente fisicos..
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Tabla16.Eficiencia del biocatalizador sin curtir con respecto a su
tamafio de particula.

Muestra mg de proteina Actividad® Tamafio
g de bioct. (p.h.) em/lado  volumen(cm®)
1 25,07 1.36 0.,2183 0.6 0.216
o2 - .27.88 .3.01 0.4831 0.2 0.008
3 ' 26.25 3.13 0.5024 0.2,0,15 0;008,6.0033
% 21,40 ' 3.36 0.5393 0.15 1 0.0033
s 2u.68 " .53 0.7274 0.1 0.001
% 25.056

# Actividad en ymoles de 7-ADCA/mg de proteina inmovilizada

Actividad del sistema solublez 6.23 pmoles de 7-ADCA/mg de proteina

*8T1
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Tabla i17Eficiencia del biodéﬁ@;ﬁ?adbﬁydurtido con' respec-
a su tamafio de particula, =~

Actividad® . Tamafio 3
N .‘ )

‘cm/lado volumen(cm

1.78°
2,78

- 0.2 0.008
0.1 0.001

*Activiqédzen umolés_der7-ADCA/mg de proteina inmovilizada
Actividad del sistema soluble= 6.23 pmoles de 7-ADCA/ mg
de protefna. i L e P



120

5.6 Montaje y operacifn de un reactor enzimitice en la hidrdlisis
de bencilcefalosporina.

Durante la hidrd1isis de la bencilcefalosporina se produ-
ce un mol de 7-ADCA por mol de dcido fenilacético, esto da
Tugar a que el bH baje durante 1a reaccidn. Por esta razbn
es necesario agregar un &lcali para mantener el pH en un valor
constante de 8. Cuando el gasto de dlcali no varfa signifi-
cativamente, se puede decir que la reaccién ha 1legado a su

fin.

En 1a figura 31 se presentan 3 hidrdlisis realizadas en
~ las condiciones manejadas pro Casas {1981). Dichas hidr§li-
sis presentan un comportamiento muy Similar entre ellas, y en
promedio se obtuvo un porcentaje de conversidon de 72.04 en
4 a 4.5 hrs de reaccibn. Los resultados obtenidos por Casas
(1981} para la hidrblisis de penicilina 8, fueron 74.03% de

conversibn en un tiempo de 6.8 hrs.

Se puede apreciar que los porcentajes de conversidn de
uno y otro sustrato son practicamente 1gua1es. péro los tiem-
pos de reaccibn difieren considerabemente. Es importante '
mencionar que durante la hidrdlisis de la penicilina G, el
biocatalizador empleado tenfa un tamafio de partfcula de 0.2
a 0.25 cm por lado de cubo; en este tesis Se utilizd un bio-
catalizador con un tamafio de 0.1 cm por lado de cubo.

Esto implica que la carga enzimdtica/valumen de biocata - -

lizador es diferente para cada caso, asf el - - -~
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reactor empleado para la hidrdlisis de penicilina G, ocupd
mayor cantidad de biocatalizador que el utilizado para la
hidr6lisis de bencilcefalosporina, por lo tanto el tiempo
que tarda la solucidn de penicilina en pasar a través del
biocatalizador empacado en el reactor, es mayor para la
hidrdlisis de penicilina G, y los problemas de inhibicidn
y gradientes de pH afectardn mds; esto trae como consecuen-
cia que la eficiencia del sistema disminuya y los tiempos de

reaccién se incrementen.

Del comportamiento de las hidrdlisis realizadas con
bencilcefalosporina se puede deducir que existen problemas
de inhibicidn; de hecho el dcido fenilacético, como ya se ha
mencionado, causa inhibicidn competitiva y seguramente el
7-ADCA y 1a bencilcefalosporina causan algun tipo de inhibi-
cidn.

Uno de los aspectos mas importantes en 1a evaluacidon de
.un biocatalizador es su estabilidad operacional. En el bio-
catalizador empleado en este trabajo se han realizado algunas
pruebas y, en los mejores resultados, el biocatalizador 1legd
a la mitad de su actividad inicial después de 30 hidrdlisis

de penicilina G.

Se debe mencionar que el objetivo principal de este tra-
bajo fue determinar si el biocatalizador era capaz de hidro-
lizar bencilcefalosporina; sabiendo &sto cualquier mejora
que se haga al sistema seguramente va a funcionar tanto para

1a hidrblisis de penicilina G, como para la bencilcefalosporina.
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CONCLUSIONES.

- Se demostrb que las células de E. coli ATCC 9637 con activi-
dad de penicilino amidasa 1ibres e inmovilizadas en carragenina
tieneﬁ la capacidad de hidrolizar tanto penicilina G como ben-
cilcefalosporina en sus respectivos productos de reaccidn -

(6-APA, 7-ADCA y dcido fenilacético).

~'Se encontrd que en ninguna de las condiciones de almacenamiento
probadas paré la enzima penicilino amidasa contenida en células
intactas de E. coli, la actividad enzimdtica se mantiene cons-
tante, por lo que 1o mds conveniente es emplear células recien-

temente fermentadas.

- Es muy probable que Ta produccién de la enzima'sea inhibida

por altas concentraciones de oxfgeno en el medio.

- E1 pH 6ptimo del sistema soluble e inmovilizado es 8 y 8.5 res-

pectivamente.

- La temperatura Gptima del sistema soluble e inmovilizado es 55°C

en ambos casos.

- E1 pH y temperatura Optimos del sistema inmovilizado coinciden

con los obtenidos para 12 hidrblisis de penicilina 6.

- La energfa de activacion del sistema soluble fue 10,490 cal/mol

y de 7;900 cal/mo} para el sistema inmovilizado.-

- E procéso de inmovilizaci6n da una alta proteccitn a la enzima
ya que Ta estabilidad t&rmica a través del tiempo a las tempera=

turas de 40, 50 y 55°C'son siempre mayores en el sistema inmovilizado



que en el sistema 1ibre,presentindose 1a mayor estabilidad

a través del tiempo en ambos sistemas a 40°C.

- La enzima penicilino amidasa contenida en células de E. coli
ATCC 9637, libres e inmovilizadas obedece a una cinética de
Michaelis-Menten respecto a bencilcefalosporina. Los valores

=3 para

de Kn obtenidos fueron 2.775 x 10 %M y de 4.38 x 10
sistema soluble e inmovilizado respectivamente y en el mismo
orden una Vmax de 0.165 umoles de 7-ADCA/mg de proteina/min y

0.107 umoles de 7-ADCA/g de biocatalizador p.h./min.

Es evidente que el biocatalizador presenta serios problemas
difusionales y esto se pone de manifiesto en la disminucidn

de 1a energia de activacién e incremento de su Km con respec-

to al sistema soluble.

3 porciento de conversibn de 1a bencilcefalosporina a 7-ADCA

fue de 72.04 en un tiempo de 4 a 4.5 hrs de reaccifn. Para

1a conversifn de penicilina G a 6-APA empleando el mismo sis-

tema y Yas mismas condiciones de reaccion el porciento de con-

versifn fue de 74,03 en un tiempo de 6 a 8 horas.

124
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VII. RECOMENDACIONES

- Con el objetivo de disminuir los problemas difusionales en
el biocatalizador se recomienda hacer estudios en cuanto a

su forma, a su tamafio y a la técnica de su elaboracibn.

- Hacer estudios mds produndos acerca de 1a influencia de la
concentracidn de oxigeno en la produccidn de la penicilino

amidasa en E. coli ATCC 9637.

~ Tratar de obtener un biocatalizador con una actividad enzimi-
tica mayor, o cual puede lograrse usando una cepa hiperpro-

ductora de la enzima.

- Realizar estudios para determinar si 1a bencilcefalosporina y
" 7-ADCA causan algilin tipo de inhibicion en la enzima, y st es
asi obtener los valores numéricos de dichas constantes y de

esta forma obtenef la ecuacifn matemitica que rige el éompor-

tamiento de la reaccidn de hidrdlisis de la bencilcefalosporina.
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