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faai\f~oltlco r leido lll•1alnopenicUlnioo. aeta GJtlao tantc 

por al .. to4o qufatco coao por el aatolll& 11111a•t1co. 11 lc14o 
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Objetivoe, 

Objetivo General. 

- Describir las metodolo9!aa existentes p~ 

ra productr el leido 6-aminopenicillnico (6-APAl, com-

pgesto estrat&gico para fabricar cualquier p~nicilina -

sc=isint,tica, con el fin de conocer laa dificultades y 

diferencia• de estos método•, tanto por el proceso qu!

=ico usado actualaente por la industria como por el prE 

coso en:imStico deaarrolladc en el t.I.B~M. de la U.N.n. 

N., del cual el presento trabajo es una contribución. 

Objetivo• especificoa. 

- Presentar la aotodolo9fa general para -

producir el 6-APA por el sistema anziaStico. 

- Deaarrollar un proceso de aeparaci6n -

para el &•APA con alto 9rado de pureza y rendimiento a 

partir de la mezcla reaultante de la acci6n hidrol!tica 

de la enztaa pentctlina aaidaaa de !acherichia ~ ·-

ATCC 11105, ya sea parcialmente purificada e inmoviliz~ 

da en un poltmero llamado aaberlita, o por la c,lula co~ 

pleta inaovilizada en un aoporte galante, formado por el 

biopol!aero carragenina. se~alar las dificultades enco~ 

erada• por alguno• investiqadoroa para realizar la sapa

raci6n del 6-APA preparado por mAtodos aimilaroa, a ilu~ 

trar alguno• de eatoa mAtodoa de aeparaci6n. 
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J. Antecedentes 

El priaer deacubriaiento del fon6meno de -

•nta9oniamo microbiano fue logrado por Paeteur y Joubert 

en 1867, quienes encontraron que uaa bacteri• aislada -

del aire ten!a la propiedad de inhibir el crecimiento -

del bacilo antraxº De eata forma•• inició ol reconoc! 

miento de l~• potencialidadea terapeGticaa do eate foni 

meno de antagonismo, aa! •• describieron nu~eroao1 eje~ 

ploa de bacteria contra bacteria, bacteria contra leva

dura y hongos, hongos contra baceteriaa, etc., en gran 

número de estos casos, la acci6n antagónica so debía a 

la prodacción de aetabolitos antiaicrobi~les, a loa que 

se lea bautiz6 como •antibióticos•. 

Fleminq fue el primero en detectar la pen! 

cilina, años deapufa Chain !!_ !! (2) reportaron la pri

mera preparaci6n da penicilina relativamente pura, En 

1943 ae di6 a conocer la eatructura de la penicilina -

(1). Poatarioraente Noyer y Coqhill, informaron que en 

loa medio• de fermentaci6n de Penlcilliua Chryaogenum, 

no ae obten!• una aola penicilina sino varias en conce~ 

traclonaa relatlvaaente bajas (2) y (4) a las que ao 

lea denomin6 coao penicilina• naturales (tabla IJ. 

Para el aflo do 1940 Abraham y Chain hab!an 

deacublorto quo la• penicilinas naturalaa aran inactlv! 

d•• por una enzimo bacteriano denominada como penicill• 

naea 6 r-lactamsaa (5), 

La r,onicilina tu, lntro,l11clda ol ~a~po do 

la ao'11r:in• : Jranto la &o')unda Gu,,rra Mundial, el 6xlto 

d~ ••t• oapreaa r,J, dohJ~o on qran parta ni r,r110 doa! 

,,,,J 1,, ,t,. 11r. prr,r:-1Jfi'" tto formontacl6n pnrn la r,rr;,rJucc16n 

'1•1 ,,,,•Jt,i~ttro., ,,,11n nar:11ln, 'I '1n In aolec,:l,,n do en-
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paa Penicillium chryaogenum hiperproductoraa do antibi~ 

tlco 11). 

Loa antibi6ticoa r-lact5micos eat&n diap~ 

nible• para su aplicaci6n en el campo de la medicina en 

virtud de la a!nteaia microbiana. 

Biol;9icamente ea raro encontrar el sisto

ma de anillos lactama-tioazolidina, sin embargo exist~ 

prominentemente en productos naturales, di!Icilos de -

sintetizar qu!micaaente, por lo que la mejor for~a de 

obtenerlos os por bioaíntesis, empleando microorgania-

aos. 

El año dá 1950 Sakaguchi y Hurao reporta -

ron la converai6n microbiana de la bencilpenicilina a -

al 5cido fanil-ac,tico y otra substancia deacrita como 

•,encin• (6). La caracterizac16n de este compuoato co

•o el ,cido 6-aainopanicil&nico 16-APA), fu, en el afto 

1955. Sin embargo, haata 1959 ae pudo obtener por pri

aera vas 6-APA en foraa cristalina a partir de un medio 

de feraantaci6n de Penicilliua ~hryaogenum (7) y (8). 

Sakaguchi y Murao fueron loa primorea on -

e•tablecer que la parte oatructural oaonclal de laa pe

nicilinas 16-APA), pod!a obtenorse mediante la acci6n -

hidrol!tica da la enzima penicilina amldaaa sobro la -

funci6n aalda, 

El daacubrlmlento del G-APA hizo poalblo -

la •fnte1J~ d~ nuevas peniclllnna no ~iapnnlbloa anto·· 

rior•ente f~T procodimiontos do tormontaci6n" Rl 6-ArA 
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producido por formontaci6n ea un proceso obsoleto por au 

co~plejidad de aop4raci6n y purificaci6n. co=o moncion~ 

aoa anteriormente fuo hasta el año 1959 on que por prim~ 

ra ve: se obtuvo el 6-APA en forma cristalina por Batch! 

lor !.E,!.! (9) a partir del caldo de un proceso de ferme~ 

taci6n de Penicillium chrysogonu= , esto grupo do inves

tigadores cocfrob6 indirectamente la estructura del 

6-AFA haciendo reaccionar 6sta con ol cloruro del &cido 

!enil-acótico para formar la boncil ponicilina, quo dc

toet4ron analiticamento por bioonsayos compr~bandoso -

la presencia de la penicilina por la actividad antimi-

crob!ana. 

Mas importante que la coaprobaci6n de la e~ 

tructu~a del 6-APA por acilaci6n, !ué el m5todo misao -

ya que presento la posibilidad de preparar otras "PEN! 

CILINAS SEHISINTETICAS" procedlaiánto que actualmente -

ea funcional tanto a nivel qurmico como econ6mico. 

La a!nteaia qu!aica de las ponicilinaa fue 

realizada con 5zito deapu&s del descubrimiento de las -

carboditaidaa coao reactivos intermediarios para la fo~ 

aaci6n de enlaces pept!dicos (10) 1 poro esta metodolog!a 

no es competitiva con la síntesis microbiana, ni a nivel 

t,cnico, ni do aelectividad, rendimiento, etc. 

Dada la aeloctividad, rendimientos y prepo~ 

deranteaente loa coatoa, la producción industrial de t~ 

doa l~• antibi6tico1 p-1aetSmicos dopondon actualmente 

do la !eraantaci6n microbian•, 

En la figura 1 ao iluatra ol proco10 de -

hidr6J1olo de la bencllponlclllno r•r• obtonor el 6-APA, 
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4. 1 Estructura y estabilidad do la penicilina 

Un punto que hay que considerar importanto 

cuando se trabaja con antibi6ticos ~ -lactama, os la º!. 

tructura y la estabilidad de la misma • La 01tructura 

de la• pentctlinas fu, deducida mediante ol empleo de 

Métodos de difracc1Sn do rayos X, cspectoscop!a infra

rrojo y ul<ravioleta (11) 

En el siguiente diagrama se muestra la di~ 

posición cstereoqu!mica de la bcncilpenicilina (11) ~ 



TABLA 1 

H 
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Diferentes tipos do ~enicilin4s 

Acido 6-acinopcn!cil¡nico 

PENICILIIIAS NATURALES 

Penicilina G (Bencilpenicilina) 

Penicilina F 

Penicilina K 

Penicilina X 

PENICILINAS SEMI-SINTETICAS 

Penicilina V 

Neticilina 

Aapici lina 

Carbonicil:na 

A.,oxillna 

,.taclllna 
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Loa grupos !uncionaloa preaontea en 14s P! 
nicilinas ae ilustran en el siguiente diagrama. 

al cadena lateral 

b) Uni6n amida o peptídica 

e) An1llo de lactama 

el) Anillo de tiou:oliclina 

e) Grupo metilo 

f) Grupo ,eido 

Para el eaao del 6-APA, 

Nomenclatura 

Aeido 6-aminopenieilanleo (6-APA) 

Acldo 6-AMIHD J,J-dlmotll-7-oxo-4-tlo-1-

azoblciclo-hoftan-2-carboxtlico. 
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lencilpenicilina Esta es muy establo en . 
estado s6lido, resiste calentaaiento a 100 e por var~a 

horaa sin plrdida do actividad y a temperatura ambiente 

cuando•• protoje de la huaedad, retiene au potencia por 

periodos de un año o más, lo cual está relacion~do con 

el hecho de que la substancia cristalina cstl anhidr~ 

La bencilpenicilina sódica presenta tendencia a formar 

un trihidrato a 20 C hasta alcanzar una húaedad relativa 

de 6S\, el agua fijad~ corca de ese punto causa una pa~ 

cial inactivaci6n. Lo anterior no puede ser el único -

factor reaponaable de la lenta descoapoaici6n, ya que 

taabi,n puede at,ibuirse a trazas de impurezas higroa

c6picas (11). 

Las t-14ctaaaa tl'picas presentan dos eatru~ 

turas resonante• caracter!sticaa: 

• 

Zata re1onancia peraito la estabilidad do 

laa lactaaao monocfclicao, dandolea m&a astabllidad a 

la h1dr61i11o alcalina (11) '/ (12), 

La penicilina G aueatrn un comportamionto 

dif•rente en aoluci~n puoato que afea auacoptitlo do 
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hidr6liais en condiciones alcalinas, dependiendo de la 

temperatura de la solución, para dar ¡cido peniciloicc. 

La diferente reactividad a la hidr6lisis entre una 

lactama t{pica y la penicilina G, se atribuye a doa ca

r~~terrsticas de esta Gltima: 

Primera: 

Segunda: 

No ea posible la existencia de 

dos formae resonantes. 

La tensiór. exiat~nte en el ani

llo de la lactama ocaaionada por 

la vecindad del anillo de ti0az2 

lidina. 

La reactividad del anillo de p-1acta11a de 

las penicilinas es indudablemente uno de los factores 

responsable• de la alta actividad bi0l69ica de estos a~ 

tibi6tic01 y tambienes uno de 101 problemas que se pr! 

•entan cuando se lleva a cabo la s[nteaia qut~ica de e~ 

toa compuestos. 

Ea posible que el grupo carbonilo adyacente 

al grupo 6-amir10 puodo preaontar un ofocto de inducció~ 

• la hidr6liai1 del anillo r-lactamlco, 

~~' .... :~ 
_, -,,,,. ~ I~_ ~-& 

o ....... o 1 •\tk" 
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En loa siguiente eaqueaas ae presenta la oxte~ 

aa aerie de degr•dacionea de la penicilina, ilustrando -

aal au labilidad qulmica 

CATALISIS ALCALINA 

ll_\J'l-(~ 
-eoc~~ 

leido peniciloico 

.. l~ l.¿RJ 
~ -oec \'-r~"' 

N , ceo" 
,cido penamaldicc 

.. 
+ 

penic i la11 in• 
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CATALISIS ACID~ 

aeido penici lÓico 

acido penlcllinlco 
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4.2 CAAACTEAISTICAS ~ISICOQUINICAS DEL 

ACIDO 6-ANINOPENICILANICO (6-APA). 

El 6-APA ea un aaino-,cido que tiene un p~ 

ao mol,cular de 216.28, y cuya f6rmulaa!nima ea c8 H12o3 

N2s. Como cualquier amino,cido presenta propiedades 

anfotfricas a cauaa de la di10ciaci6n de loa grupos a

aino y carboxilo presentes en la mol,cula del 6-APA por 

lo que en aoluci6n •c~oaa ae puede presentar en loa ai

guientes eatadoa jÓnicoa, dependiendo de la concentra

ct6n de protones: 

Para el 6-APA, se han reportado: 

pk,• 2.l pl • 4. l Ref ( 15) 

pk1• 2.l pI • 4.l pk2 • 5.91 aef ( 16) 

La rotac16n 6pt1ca d•l 6-APA en 1oluci6n acuosa 

ea d•pendiente del pH. Entra pH 7 y 10.5 la roteci6n º! 

pec!tica ea cona tan te cor. un valor de\.c,l1~º· • 284, o 1 
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punto de fu•i6n reportado par el 6-APA •• do 209ºc-21o•c 

con doacoaposici6n, t•abion •o reporta que cristaliza de 

R20-RC1. 

S) 6-APA •• relativaacnce eat•ble a loa leidos, 

•• flcilmente degradable por baaea fuerte,, y prcaenta 

su mlxima estabilidad en aoluci6~ acuosa a pH 9. 

La degradaci6n del 6-APA tambign se puede lle

var a cabo poL el ,ompiaiento du! anillo de f-1accam4 

TDe.Jfan~e !4 acción de la enzima r-lACt41!148A, dando O

rigen a el ¡cidc ponicilóico. 

Dada la naturaleca de la e•tabilidad del 6-APA, 

f•t• debe tratarse a au 6ptimo pR o en condicione• ale! 

Unas y en au•encia de la encima p-1actamaaa, para evi 

tar au degradaci6n. 



19 -

4.3 Preparaci6n vra gutmica del 6-APA. 

ta matodologfa usada actualmente a nivel indu~ 

trial para producir el 6-APA, a partir de bencilpenici

lina, •• poco accoaible, ya que existe auy poca infora~ 

ción al re•pecto. El proceso qu!mico principia por man

tener el sistema anhidro desde la primera ot4pa, hasta 

el paeo de hidr6lieis. La primora etapa consisto en la 

protección del grupo carboxilo presente on la molécula 

de la penicilina con grupos qua son rápidamente hidro 

lizados en presencia de agua, talos grupos co~prendenJ 

cloro-ailanoa (17), anhidridoa y fosfo&steres de ben

zoilo, eatos Gltiao1 requieren para su separación hi

drogenoli•i•, por lo que no son usados, ya quo la hidr~ 

9eaoli~i• abrirta el anillo tlaeta .. a, ~- disminuirla el 

rendi•iento de 6-APA. 

RELACieN ROLAR REQUERIDA PARA LA HIDROLISIS 

QOIRICA DE LA IERCILPENICILINA, 

RATERIA PURA 

Bencilpenicilina pot••ica 

Diaetil-dicloro-silano 

Dicloro-aetano 

Diaetil-ani lina 

Pentacloruro de f6eforo 

a-oe (ReOff 6 BuOHP 

Aaon{aco al 28\ 

• 2 Uquido 

Acetona 

"ª" (68) 

~ 
1.0 

1.0 

29.0 

2,S 

LO 

t J,, 8 

21,0 
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Deacripci6n del proceao químico 

La reacci6n •e inicia a 4°C, A la bencilpani

cilina emulcionada en cloruro de metileno, se le agrega 

el diaetildiclorosilano permitiendo que la temperatura 

•uba hasta 20°c. La •ililaciSn ae lleva a cabo durante 

20 minutos, tranecurrido1 eatos, ae desciende la te~pc

ratura hasta -60°C utilizando nitr6geno liquido a trav&s 

de los serpentines del reactor 

Alcanzada la tamporatura, ae agrega el penta

cloruro da f6sforo, per~itiendo quo la temperatura ae 

eleve hasta -Js•c., posteriormente 1e adiciona la dimcti! 

anilina, en otro tanque, •• enfrta metanol a -eo•c., el 

cual •• agrega al reactor. La reacción exot8rmica pro

voea que la temperatura suba hasta -6o~c. y se mantiene 

eata temperatura por t.5 horas. Luego se adiciona agua, 

la te•peratura •• eleva haata -11•c., en este paso se -

obtiene el 6-APAr el p! en el reactor oa de cero, El -

tiempo de hidr611e1e ea 4e 13 ainutos, este tiempo•• -

importante ya que podr!a existir degradaci6n del 6-APA, 

Efectuada la hidr&liaia el p! se va elevando hasta 1,6 

con NR 4 0H, 1e efectda 1eparaci6n de faae1. La faae acuosa 

c~ntlene el 6-APA, eeta •• lleva a un pH 4.2 con NR 40H 

y ao controla la temperatura a o•c. 

La cristallzaci8~ dol 6-APA so lleva a cabo 

durante la noche, Po1tertor~onto 10 contrtfuga rara te

ner el 6-AP~ on ostad~ sSltdo, oato producto ea aocado en 

una e•tufa y a vacfo, 

La• aqua1 aadrea 10 tratan con acetona, con 

el fin do 1nparar y recuperar la dlmotllanlllna, 
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Tanto la dimetilanilina coao el clorure de m•ll 
leno se recuperan por destilaci6n para au posterior re

circulaci6n al proceso, esta operaci6n reduce los costos 

da producci6n del 6-APA . Ref: (18,19,20,21 y22). 

REACC!ON DE LA HIDRO~ISIS QUIHICA DE BENCIL

PENICILINA PARA PRODUCIR 6-APA (36). 

,, 
""º.. ...,.t,J~~ "'º. 
---'f-o'_C._'>., 

0
µ~ tlC-
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4.4 Tranaformaci6n enzimatica de penicilina a 

!.:.....!!! 

La explotaci6n, a nivel industrial, de enzima• 

y aicroorganiamos tradicionalaente ha aido realizada m~ 

diantc el uso del microorganismo intacto o de prepara

ciones de enzimas on aoluci6n. Eetoa procoe01, por su 

eficiencia, solo pueden aor usados una ocasión en una 

roacción o !ermentaci6n por lote. Otros usos adiciona

les no son posibles en esta forma debido a que: 

a) Las enzimas o c,lulas aon relativamente 

inestables y pueden perder actividad du

rante una reacción o fermentación4 

b) Loa •'todos de recuperación convenciona

les son costosos o causan la deanatural! 

zac16n y en consecuencia la p¡rdida de 

la actividad catal!tica. 

La inmovilizaci6n oa una t,cnica que se ha 

desarrollado en loa Gltimos aftoa, con el objeto de reu

aar lo• catalizadores biol6gicoa siendo estos la c,lula 

completa o la onziaa parcialmente purificada. 

Inmovillzac16n. Consisto en fijar una enzima 

o c&lula a una matriz inaolublo, lo cual permite au re

cuporaci6n, y ademSa avita su deatrucci6n por filtraci6n 

o contrifugaci6n, La aatabilidad de la on1imft fijado os 

atribu!bl• a factores como disminuci6n de la libro rot! 

cl6n de la enzima unida, Otra vontaja conferida por la 

1nmovlliza~i6n, ea quo la onzima unida a un soporta pu~ 

do ser us8da contlnuamento, en un tonquo o ronctor on 
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columna y la purificaciSn de loa productos se facilita, 

por la ausencia de matarial organtco soluble Entra las 

de•ventajas que presenta eatln loa pasos adicionales r~ 

queridos para la inaovili&acl6n, el costo de la inmovl

lizaci6n y la pfrdida de actividad durante la fijaci6n. 

~sto9 problemas son caracterfsticoa de los a&todos do 

in=ovilizaci6n, aineabargo esto no significa que no con~ 

tituyan una tecnolog!a rentable. 

Los cétodos de inmovilización pueden ser clao! 

!icados en cuatro categorias b&aicas: 

1) M6todo de uni6n covalente .- En cate se -

une la enzima a un soporto insoluble en~ 

gua aediante una uni6n covalente. 

2) N,todo de entrecruzaaiento.- Se logra uni 

ende intermolecularmonte las enzimas media~ 

te un reactivo bifuncional o multifunciodal, 

3) "'todo de atrapamiento.- tao enzimae o e! 

lulas se incorporan a un gel o se ocluyen 

en una •••bran• conatitutda por un polt

aero seeiperaeablo. 

4) Hftodo dq microencapsulaci6n.- conaiete on 

encapsular las en2imaa en pequoñaa oaferas 

peraoables 

DIAGPAMAS DE ENZIMAS INNOVILIZADA6 

~i' :~~: '-~ ... ., 
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Loa procesos coaerciales desarrollados a la f~ 

cha baa4doa tantc en mltodo• qu{micoa como en =ótodos -

microbianos para obtener el compuesto 6-APA, usan como 

aateria prima la bencilpenicilina. (ver Hg.1 pag 9). 

En el proceso enzim5tico para la producción del 

6-APA, es necesario disponer de : 

al fuentes de la enzima (microorganismos) 

b) medio pua hacer crecer al aicn,qrqanlmD. 

e) medio para sobreproducir la on:ima-

d) t6cnica para recuperar las c¡lulas o la 

enzima. 

o) m&todo de inmovilización. 

!) condiciones de reacción do la hidrólisis. 

9) orocPso de recuperac16n del producto. 

Las fuentes de la enzima para efectuar la hi

drólisis de la bencilpenicilina, pueden sor muy vari~ 

das, y aunque las que se emplean en la industria no son 

conocidas, tanto las fuentes como loa procedimientos -

eapleados, pueden en general detectarse a partir de las 

patentes y en aenor proporción do las publicaciones en 

revistas oapecializadaa. Existen una gran variedad de 

fuentes do la enzima dono"tnada1 penietltno aeilaaar 

penicilino amidohidrólaoa, ponicilina amidasa, otc., -

aiendo la• prtncipaleo las do origon fGngico y bacte

riano (23,24 ,25 y 26), 

La• copas•'• eatudiadaa son, Bacillius mega

~ y la do Eaahorlchia ~. do esta Gltim• ha •1 
do poaiblo 'Jtiltzar copas •mojoradna" (~utndnn ya aoa 

por gen8tlca cl6olca o lngeniorta qon6tical (27,28,591 

Patontca rect~ntoa y nuftoro1n1 publlcaclonon 11obrc aci

Ja1a1 do b~ctoriaa, auqloron quo nlq11na1 o~pronna, par

t1cularaonte en .J~116n, tatadno Untd~n do Nort,• Am~ricn 
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y Aleaania, uaan industrialmonte fuentes biol69icaa, ·~ 

tre las que eatan !~ ~, ! megateriWII, Kluyvora E!i!:2, 

phila y P••udomonaa meanoqenum, para producir el 6-APA, 

a partir de bencilpenicilina (29,JO,J1:. 

El desarrollo industrial de cepas que producen 

la •acilaaa" y loa detalle• de los procesos de fer=ent~ 

ci6n para las especies mencionadas y otras, son propio

dad del•• compañfas que las han producido, sin e~bargo, 

se han publicado estudios del modio de cultivo (28), ·~ 

reaci6n (l2J y regulaci6n (ll,34,28), estudios que augi~ 

ren los requerimientos m&a importantes para la prepara

ci6n eficiente do las ponicilino acilasas~ 

Existen blsicamente cuatro sistemas para efec

tuar la transformaci6n enzimltica da la boncilpenicilina 

a 6-APA y aon lea siguientes: 

a) Cllulas "solubles" 

bl Enzima soluble 

el c,lulas inmovilizadas 

di Enzimas inmovilizadas 

101 aiateaaa e) y d) son loa usados on las trans!orma

ciones biotecnol6gicas industriales. Para el caso da 

!• col!, existe una intornaciGn oxtonsa sobro las me

todolog!a, de inmovilizaci6n do la enzima penicilina -

aaidaaa, como ejemplo podemos citar la lnmovillzaci6n on 

acetato de celuloaa y on una roaina llamada Amberlita 

XAD 7 (36 y 40), lo vorsatllldod do loa mGtodoa do inm2 

vlllzac16n consisto principalmonto en el tipo do oopor

te u1ado1 otro• aoportoa emploadoa aon bontonltn (38), 

acrl loilaml"• ( 171, etc, 
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Deacripci6n general del proceso deaarro 

llado para producir 6-APA por v{a onzi-

~· 

De acuerdo a ••te aatodo, el microorganismo e~ 

pleado como fuente del catalizador biol6gico os la bac

teria Eacherichia :2!.! ATCC 11105, El cultivo de este 

aicroorganiaao •• realiza en un medio apropiado de nu-

triontea on presencia de aire. El medio de nutriontea 

consiste oscencialmente de una fuente de nitrógeno como 

NH 4Cl, una fuente de carbono y energía adecuados como -

lo•• par& ,ate caso el &cido fonilac,tico, Las condi

cione• del cultivo se controlan a 2e•c y 24ºC para el -

crecimiento como la inducci6n respectivamente do la fo~ 

aaci6n de la enzima. Las clilulas s·e r6cupe'ran mediante 

centrifugaci6n (60). 

Preparaci6n del Biocatalizador, 

Con el objeto do que la enzima que cataliza la 

hidr6liaia de la bencilpenicilina sea m&a estable, y•• 
pue4a reuaar en varias ocaatonea, la• c,lulaa completas 

de!· coli ATCC 11105, las cuales contienen la enzima, 

ae inmovilizan, a un soporte insoluble en el medio de 

reacci6n, en forma covalonto. En esto procese so em

plea un gel de carragenina. La carragenina es un bio

poliaero de poliaac&ridoa sulfatados formados por uni

dades de galactosa, El procedimiento do inmovilizaci6n 

conaiate ba1icaaente en, 

Una auapenai6n de a,lulaa, ao mezclan on 

una aoluc16n de carragonina on la• propor 

cionoa adoc,,adaa, a unn tomporaturn do so• 

e, la aoluci6n golltica al dlamlnulr In -

temporatura y ae lo da la forma doaoada a 
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la proparaci6n reaultanteª Este gel•• tr~ 

todo con 9lutaraldehldo para unir mediante 

enlace• covalentea las c,lulaa al gel, lo-

9rSndose aa! la inaovilizaci6n qu!mica (64, 

65). 

Preparado el biocatalizador se procede a 

empacar el reactor seleccionado para efo~ 

tuar la hidr6liais, 

Hidr6liais.- La boncilpenicilina pot&sica en -

eoluci6n acuosa es puesta en contacte con el biocatali

zador, aanteniondo la reacciSn 6ptima~entc a una tempe

ratura entre 37ºC y 40º e, y a un pR de 7 a 8 (66). Do~ 

p~6• del tiempo adecuado para permitir la mSxima conv~! 

ai6n de la penicilina a 6-APA y Scido tenilac,tico ae 

procede a la separaci6n del producto deaeado que ea el 

6-APA. .. 
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4.6 "'todoa de aeparaci6n reportados. 

Para el caao pert!cular de aeparaci6n del leido 

6-aminopenicil&nico (6-APA) producido por hidr6liaia e~ 

ziaatica •• han reportado S proceaoa, de los cuale1 4 

aon patentes norteaaericanaa de loa años 1964, 1969, 

1973 y 1976, el 5°. eatS reportado en un art!culo publi 

cado por japoneses en 1972, el cual fue empleado por un 

grupo de coreanos en el a~o 1979 aunque estos Últimos -

obtuvior6n un rendimiento de recuperaci6n de 6-APA de• 

54\ en vez del es, reportado en el art{culo original de 

lo&fOreanos. 

En el año de 1964 se establece que la hidr6li

aia enzimStica do ponicllinaa presenta deaventajas para 

obtener el 6-APA en forma pura a partir do penicilinas 

(29). De acuerdo con eate •'todo el 6-APA puede ser P 

recuperado, mediante adsorci6n en carb6n activado o r~ 

ainaa de intercambio 16nico leidas, tal como la resina 

IR-120(8+)1 poaterioraente el 6-APA ae eluye con una 

base (NB4 0Bl a pi 7, y ae concentra a vacio criatali&a~ 

do el 6-APA a pH 4.4. Reportaron rendimientos de 651 e 

701, e identificar6n el producto tan solo por una prueba 

indirecta, fitnilaci6ri del 6-APA para producir bencilpe-

nicilina y detectar eata Gltima por au actividad bacte

ricida Para cristalizar ajustan el pH con B2so4 . 

En el afto 1969 Squibb, Sona (38) patentarbn 

au proceso de hidr611ala enzimltica para la producci6n 

del 6-APA, el cual comprende el uao da una aorle de pe

nicilina• como materia prima, la t,cnlca de lnmovlllli

zaci6n do la enzima ponlclllna amldaaa conalato funda-
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aental~ente en ad9orberla en bentonita. En la de•crip

ci6n del proceso de separaciSn, mencionan las dificult! 

des que•• pre•entan para eato tipo de siatoma y espe

cialmente para el caao de la h1dr6liaia onzim,tica de la 

penicilina, afirman que eate proceso preaenta muchas d! 

ficultade•, entro la• cual•••• encuentra el eacalamie~ 

to industrial , ya que en esta etapa on general se obti~ 

nen bajos rendimientos en la rocupcraci6n del producto 

de h1dr6lisis deseado (6-APAJ. "'ª a6n, la aoparaci6n 

del producto 6-APA a partir de la aoluci6n en q~• eatin 

presentes otros residuos, presenta muchas dificultades. 

En la descripción do au proceso do aeparaciSn, ae pro

cede de la siguiente manerai se enfria y acidula con. 

HN03 , se extrao con un disolvente orglnico las "iapure

zas•, ae agita y se centrifugft, •• na~trali:a con NaOH 

al SOi o con NR 40R al 101, posteriormente se concentra 

a une temperatura aenor de 4o•c, finalmente cristaliza 

el 6-APA acidulando con RN0 3 a un pH 3,8-4.0 . Los 

cristales foraado• •on lavados con agua y poateriorme~ 

te con acetona. El producto ea secado a vacio y a una 

temperatura de 4o•c. En eata patente trabajan con can

tidadoa de hasta IS g/1 do penicilina G pot,sica, pero 

no dan re!erencia de lo• rendi•ientos de recuperaci8n 

del 6-APA ni de la calidad del producto, 

!n el afto de 1973 •• regiatr6 • Un mejor •'t2 

do• (61), para la producci6n, aeparaci6n y purifica-

ci6n de 6-AP~ aodianto preparacl6n enzimatlca con la 

bacteria!.,_~. !n eate trabajo postulan las deav•! 

tajea de u1ar la• c6lula• complota• do la bactorlo CO! 

pleta, elen~o lo• aigul~ntoa, 
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al incluyen una gran cantidad do material inactivo 

b) pfrdida do 6-APA por adaorci6n en lu c:6lulu 

el poeibles pl!rdidaa por 1nact1vaci6n enz1""tica 

d) pl!rdidas por degradaci6n por &lcali 

el reacc16n muy lenta (ya que la endu es intra

cflular)" 

fl la separad& del 6-IIPA. a partir de los pro

ductos de oacis16n llevada a cabo ad, como -

los factores anteriormente señalados la hacen 

BIIIIDellte diffcil. 

De acuerdo a su iMtodo do separaci6n la soluci¡;n 

acuosa obtenida después de efectuada la hldr/:lisia enzl..Stic'a ea 

tratada en la siguiente forma: 

La soluciltn es acidulada con un S:cido m.inoral ,po!. 

te:-ic't'11ente 111e e,feetúa una extracci6n con un disolvente orC;f&nico 

inaialble en agua e,,- p,,r ej<1111plo 11111til-ieobutil-cotona, l!ter -

edlic:o, acetato da n-butUo o acetato de iaoul.lo a pH 1. 5-4. 

La capa or9Snica e• separada y la faae acuosa neutralizada a pH 7 

-e Mdiante 1111 '1cali deapula la aolucl&i ea concentrada a vaclo, 

La .,luci6n concentrada es acidulada a pR 4-4, 6, causando la for

ucicin de un precipitado cristalino do 6-IIPA al cual os separado y 

secado. Se obtuviM6n rendlaientos con respecto a la bencUpeni

ci Una de 72 , • Loa c:oncentracionoa a laa qua trabajarón son de 

5 o/l de bencilpenici!ina pothica. 

!n el afio do 1976 Clllbata !! !!• (37) registraron 

un proceao para la producc16n anz1""t1ca dol 6-APA, on oatft llllltO

dologfa cuando la h1dr6!ids ao ha ofoctuado totalmonto, la solu

c16n de reacci6n ao hierve y/o so Scldula para doatrulr la enzima 

o aJcroorganinio, y el precipitado ea sopara por flltrac15n. l!n 

este trabajo r,aportan haber oxperbnentado c~n concentrncionea do 
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bcncilpenicilina y penicilina V al 2, y al 101, habiando obtenido 

rend.imiantoa de recuperaci6n da 6-APA con rHpecto a la penici U

na usada d.e 76.8 ,. La diferencia con reapecto a los anteriores 

procesos ea el disolvente uaado para efectuar la extraccic5n. el 

cual en este caao fu& la -til-i11obutil-cetona, disolvente qu.e -

adeús d~ caro ea tóxico y alt-nte flamable. 

En el ,mo de 1979 H.,.~!!· reportar6n una -todo

log!a para preparar el 6-APA haciendo uso de la c:flula c:o11plata de 

IUcrococus l1rte1111 en to.- soluble. La separaci6n y purificaci6n 

del 6-APA, la efect....6n de acuerdo al mi!todo de Okachi ~ !!• 

(63) , del cual ae presenta el diagrama en la siguiente pa01na, este 

alitodo lo l!IOditiCÓ Ha: ~ ::!_. sustituyendo cloruro de bario por -

cloruro de calcio. 

En el trabajo de Okachi se presenta por primera vez 

un espectro de análisis del 6-APA al infrarrojo. 

En el trabajo de Na se presenta ad'""'• de un eape:_ 

tro de infrarrojo, reportan las bandas de un d&pectro de R,11.R. e

fectuado al 6-APA oue obtubierOn, as! e,-, el punto da deac:oeposi

ci&i del aimoo (62). 
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Separaci6n del ACIDO 6-AIIINOPENICILANICO 

Por Okochl et al. (32) 

Mezcla de reocci6n 

aat 

Faso or ,nica 

Preci itado 

Preci itado 

Ba(OH) 2 

vacio 

de NeOH 

• vacio 

HCL 

Criatalizaci6n durante 
la 

Filtrado 
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5. PROCESO D! SBPARACION DE 6-AJ>II DESIIRROLLIIDO. 

Loa proceso• de separación y purificación 

en general consisten de loa aiguientoa elemen~oar 

J. Reaoción do insolubles 

a) Filtración 

b) Centrifugación 

c) Docantación 

• II Concentraci6n del producto. No selectiva. 

a) Evaporación 

b) ldaorc::16n - carbón 

- reainaa de intercambio 

tónico 

c) Ext•acción por dhól.,el'leoa 

d) Precipitación 

•> Ultrafiltración 

III Purificación - &electiva 

a) Extracción fraccionada l!quido-ltquido 

b) Extracción por disociación 

c) Croaatogratta 

d) Docoloración 

IV llialemionto dol producto finel 

a) Criatalización 

bl Recuperación del producto 

c) Secado 

La aayorta de lao tScnlcao de rocupora· 

ei~n, coao1 oxtraect6n por diaolvontoar evaporac16n 

a pre•l6n reducida, precipitación rrncclonada, fll

tr•ci&n, contrltuqnct6n, otc. aon usadaa par" la r~-
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cuperaci6n de variadas aubatanciaa. 

Para aeleccionar y aplicar alguna t,cnica 

de aeparaci6n o recuperaciSn, hay que tener presente 

la• diferaneiaa tiaieoqu!aieaa que manifieston la n~ 

turaleza qu!aiea de ceda aubacaoeia1 aeidez, estabi

lidad tfraiea y al pH, oatado tfaieo, aaf coao de -

las impureza• presentes ya aean do naturaleza org,

nica o inorganica. 

En la produeei6n industrial, eada etapa 

de un proceso de aeparaciSn debe aer aeleccionada -

desde un punto de vista pr1ctico y econ6mico, por lo 

que•• deben considerar loa aiguientea puntear 

al El proeeao debe aer lo als simple posible. 

bl El rendiaiento de eada etapa del proeeso 

debe ser alto. 

el Evitar etapas prolongadas 

dl !vitar tlenicas qae sean dlfieiles para 

au eaealaaianto induatrial. 

el Evitar etapas que diaainuyan la concen

traei6n de la substaneia requerida. 

f) Laa materia• primaa deben aer razonabl~ 

•ente baratas y las cantidades conaumi

dae mlnimaa. 
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s. 1 Consideraciones teóricas para el proceso~ 

Uno do los puntos claves on un procoao de 

eata naturaleza ea la operac16n de cristalizaci6n del 

6-APA que tiene como finalidad provocar la aeparaci6n 

del cuerpo s6lido formado a partir de la disoluci6n 

que le contiene. 

La opcraci6n de criatalizaci6n ae prcfiri6 

puosto que ea tlcil do escalar dol laboratorio a plan

ta industrial, en &Qbos casos se pretende obtener los 

rendiaientos y pureza m&s altos posibles~ 

La teor{a de la criatallzaci6n comprende, 

no eolU1ente el estudio de las relaciones de equili

brio eziatente~ entre ,,n cristal y 1~ aoluci6n que le 

da origen, sino adem,a otros tactorea quo afectan a 

la formaci6n del criatal, como efectos t&rmicoa, y n~ 

cleac16n. Hay que tener presente que en el caso de -

coapaeatoa qoe aer&n empleados poateriormente coao !!. 
teriaa priaaa en wedicamentos, resulta muy importante 

cerciorar•• de la pureza. 

Desde un punto de vista general•~ puede 

afiraar que en la fonnaci6n de s6lidoa inorq&nicoa, 

en la mayor!a de loa caeos, es auticionte la forma

ci6n de un precipitado, mientras que on la aoparaci8n 

y purificaci6n de substancias oroSnicaa gonoralmonta 

con el objeto de elevar la puroza ao doaoa obtenor ol 

producto criatalino, 

Cuando•• ttonon aubetancia• orq&nicaa, 

al precipitarlas, qeneralmonto, •~ loqra unn form~ 

et6n relatlvamonto lonta ~o: a611do on un procoao en 
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el qua ae obtiene un aatorial cristalino que os dos

de el punto de vista qutmico el compuesto deseado, y 

esto ea porque so trata de un procoao t!sico o cuan

do mls, fiaicoqu!mico, el cual oat, directamente as~ 

ciado al cambio de estado f!aico y al equilibrio a6-

lido-soluci6n. 

La purificaci6n de s6lidoa por cristali

zaci6n trae generalmente como inconveniente una plr

dida considerable del material deseado, ya que fato 

permanece an la aolución de la cual se han fon:aado 

loa cristales, pero tiene en general la gran venta

ja de que el grado de pureza que se alcanza es muy 

superior al que proporcionan algunos otros ••todos 

de separación cl&sicos. Un punto m&s a favor de la 

crietalizaci6n ea ~ue la determinación del pun\_o de 

fusión de cada cosecha individual de cristales ea -

directaaente indicativa de la pu~eza del c~mpueato 

que se eatS obteniendo. 

!n ninguna de las tacnicaa de separaci6n 

del 6-APA, se menciona algGn factor que afecte la 

criatalizaci6n del miamo1 y al llevar a la prlctica 

algunas tfcnicas de aeparac!Sn reporta~aa, ae obtu

viorón bajo• rendimientos do recuperación y un produ~ 

to amorfo e impuro, e•tos oxperimontoa preliminares 

permitieron conocer que los factores importantes pa

ra recuperar ol 6-APA 1onr 

al Conocer el comportamiento dol 6-APA 

en aolucJ6n acuosa alcalina, puesto 

que aon las condicione1 de reacci6n. 
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b) L•• concentracionea mis adocuadaa de 

6-APA para efectuar la criatalizaci&n 

lo anterior con el objetivo principal 

lograr un producto criatalino 

a&a puro y obtener alto1 rendimientoa. 

Las consideraciones generales con reapecto 

a los productos en la ••&cla de reacci6n son las sigui

entes: 

1. -

2.-

En la reacci6n resultante tenemos el ,cido 

6-aminopenicil,nico, roaiduos de bencilpe

nicilina, leido fenilac,tico, fosfatos in

org,nicos, producto• de descomposici6n de 

6-APA y bencilpenicilina ( leidos penic1-

161coa) aaf co•o a6lidoa en auspenci6n del 

soporte. 

Propiedades de cada eleaento1 

11 El 6-APA, bencilpenicilina, y fenila

cético ya •• han tratado anteriormen

te.( ,ar Cap. 4 J. 

11) Productos de deacomposici6n de 6•APA 

y bencilpenicilina, 

Loa posibles productos de deacomposi

cl6n tanto para el 6-APA como para la 

bancllpanicillna son los productos dé 

~1dr6liai• alcalina, llamados leidos 

penicil6icoa, loa cuales se pueden -

obtener en fonna al!llda coino •0110,-cl• 

dos y~ pff no •enor de 5, ya qua su

fran daacarboxllaci6n dando orlqon a 
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,cidoa penflicoa, asboo productos de 

de1coapoaici&n pueden ••r extratdoa 

oon dtaolventea or9,nicoa inaolublea 

en agua. 

ii~ Si exiatieran carbobidratoa en la ao

luci6n que conten9a 6-APA, aate reac

cionarfa dando ori9en a derivados -

glucoa!dicoa, pero a pff icido se vue! 

ven a regenerar ambo• compuestos ). 

iiiil Protelna~.- la poaibllidaó de la pre

aencia de eat01 c011pueat01 hacen nec~ 

aario un trataatento para separarlas, 

au comportaaiento an!ot,rico similar 

al que preaentan loa eaino&cidoa o la 

deanaturel1zac18n y prec1p1tac16n de 

las protelnaa pueden ser empleada• p~ 

ra su reaoc18n o en Glt1aa instancia 

efectuando callllioa da pR y temperat~ 

rapara , finalaente, ••parar por ce~ 

tr1fugac18n o adaorc16n. 

11111) Loa lfpidoa que puedan oatar presenNa 

.. pueden extraer a pR ,cido y con -

dlaolvontea no polarea. 

4.- Se han realizado conalderaclonoa do 

loa procesos de aeparaci6n reportados 

para alguno• compueatoa, obtenidos por 

otros a4tod~a. 

1, Beparac16n de bencllpenlclllna,- en la 

lltoratura so han reportndc procoaoa -
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para recuperar bencilpenicilina • pa~ 

tir de soluciones que contienen este 

compuesto producido por fermentaci6n, 

en laa cuales eatln presentes iapure

zaa proteicas, azGcarea, aminolcidoa, 

etc~ Todos de ori9en microbiano o del 

modio do cultivo Normalmente la be~ 

cilpcnicilina, ae separa de este tipo 

de aolucionoa acuosas. aediante una 

t6cnica do oxtracci6n y usando disol

vente, comoi ater aulfGrico, acetato 

de etilo, acetato de iaobutilo. acet! 

to de n-butilo, etc., a un pH de 2 a 

l-5 y una temperatura de o•c a 1o~c. 

iil El ,cido fonilacltico es un coapuosto 

que puede ser extra!do a un pH ,cido 

alrededor de 2, 

t1• 

iiil El ,cido 6-aminopenlcil&nico no puede 

e•traorse a pH Scido ya que forma un 

compueato i6nic01 

Considerando loa antorJoroa puntos no pro

cedo a particulariznr lne oporncionea qu~ dobon ojocuta! 

1e, partfendo ~o un m,to~o do 1oparaci8n V puriticnri8n 

en qeneral, para dotor~inar ln• parlmotroa ~ptl~oa dol 

proce•o. 



• 40 -

5.2 Materiales y x,todoa. 

1) Naterialea, 

Producto. Procedencia. 

Ac. clorh!drico R.A. J.T. Bakcr, 

Hidr6xido de sodio R.A. J.T. Bakcr. 

Acetato do n-butilo R.A. J.T. Baker. 

Acetato do isobutilo Fermic S.A. 

Bencilpenicilina Permic S.A. 

Ac. 6-aminopenicil&nico ~uinonas S.A. 

Ac. 6-aminopenicil&nico Sigma. 

Ac. 6-aminopenicil&nico Fermic S.A. 

Netanol R.A. J.T. Bakor. 

Retanol 'tec. Permic S.A. 

Etanol R.A. J.T. Baker. 

Fosfato aonoa6dico R.A J T. Baker. 

Fosfato dia6dico R.A. J T. Baker, 

Amortigaador de ref. Sigaa. 

Papel indicador de pR pRydrion. 

Papel filtro No Whatman. 

Papel filtro No Whatman. 

todo R.A~ Nerck. 

Carb6n activado Sigas, 
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Potenciómetro Cornin9 JD. 

!loaba de vacfo -.PE-1400 Fali-llelch. 

llafto de a9ua de teap. re9. Colora ET 5, 

Colorimeto C~ronic 201 

c,aara p/cromato9rafta 

lausch • Loab 

Pyrex. 

Aparato para punto• de f. Fiaher-Jhons. 

Agita~or aagnetico Cornin9 PC-353 

larras •aqneticas Curtin H.S. Incº 

Rota~apor -~ Binkaam Inst. 

Quictfit 24/40 Corning. 

Quic~fit 14/23 Cornin9. 

Cubre objetos Profesional 

lluctner de 15 ca. diaa P.I.R.S.A. 

~itaaatos de I y 4 l. Pyrex. 

Eabudoa de separacian 1.Pyrex. 

Pipetas graduadas 10 al. Pyrex. 

Trampa para a9ua Crista-Lab, 

vaso• de pp, de I l. Pyrex. 
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Anali•i• del 6-APA por el •'todo dal 

p-diaetil-aminobenzeldebido. 

El •'todo del p-diaetil-aainobenzaldeh{do 

depende fundaaentalmente de la reacci6n de &ate con el 

grupo ••ino del 6-APA, para dar lugar a la tormae!6n de 

una ba•e de Shiff colorida, la cual •e puede estimar 

cuantitativaaente empleando un eapcctrofot6aetro a 415 

na. El •'todo puede ser aplicado directamente a la 

aezcla de la reaccidn sin un provio paso de extracci6n. 

p•Df METIL-AH r "º 
BENZALDY.H!D0 

REACCION 

14, 

~µ~~~ 
o 0 rou 

6-APA 
,cido 

fonilac,tico 

BASE DE SCHIFF 

Compueato crom6foro 

Aba. mlxlma a 415 nm, 
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Limitaciones del •'todo p-di~ettl~••tno~ 

benzaldehfdo, 

81 existen otra• aatnas prtaartaa; adem&s 

de la prvaente en ol 6•APA7 eata• interferir8n en la d~ 

tenoinac16n, ya ~ue taabifn dan reacci6n po1itiva, 

Otros proble•a• se evttan toeando un tiempo 

adecuado para hacer la lectura, de acuerdo a la curva de 

calibrac16n. (49), 

Procedimiento, 

Realizar una curva patr6n de 6-APA cada vez 

qae se preparen reactivos de la siguiente manera 

1, Pesar exacta~ente 58,378 ~g de ~-APA al 1001 

de pureza y paaarlo cuantitativamente a un 

•atraz aforado de 10 al. con poca agua, aft! 

dir NaOH 0,1 N hasta efectuar la d1soluci6n 

del 6- APA y aforar a 10 al, 

2. ftacer diluciones progresivas de esta solu• 

c16n, tomando 1 al, de soluci6n de 6-APA y 

agregando 1 al. de buffer, agitar, 

l! Pipetear 0,2 ml, de cada soluc!6n de 6-APA 

en tubos de ensayo, y aarcarlos, Para el 

blanco uaar 0,2 al, de buffer, 

4, Pipetear 4,8 ml, do alcohol on cada tubo y 

agitar. 

5, Pipetear 2.5 ml. de reectlvo p-dimotil-amln~ 

benzaldohf~o en cads tubo y ao!tar, 

6, De1ar en repo,o 10 1 y leer on el colorfmotro 

a 41~ n~, 

7, ~nallzar la curva por duplicado, y gr~ttcar 

lo• valoran. 
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M,todo para determinar la eatabilidad de 

!.:!!!• 

En ••te aftodo, •• hace uao para medir el 

6-APA7 del •'todo colorimltrico del p-diaetil-amino

benzaldehldo (anteriormente deacritoJ. 

Las condicione• de lstabilidad del 6-APA 

probadas son las empleadas en el proceso de separaci~n 

deaarrollado, tanto para las condiciones de concentra

ci6n como para la• de cristalizaci6n. 

Procedimionto, 

1. Se prepara una aoluci6n de 6-APA a una co~ 

centraci6n de 0,5 aa/;:il., ~n un buf,hr de 

toaf.ltoa 0.3 M, 

2. La soluci6n de 6-~PA ae ajucta a pR 7 para 

el caao de condiciones de concentraci6n -

(45°C,pK 71, y para el caso de condicione• 

de criatalizaci6n pK 2 , 4•c 

3. se toaan mueatraa de 0.2 al. de la soluci6n 

de 6-APA, cada hora. 

4. So mida el 6-APA por el mltodo del p-dimeti~ 

amino-benzaldahfdo, 

5, Se gratlcan loa valoras 
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Pruebas do aolubilidad do 6-APA. 

Solubilidad en agua do1tilada1 

1. Se pa1a un graao de 6•APA al 100, 

y se agrega cuantitativamente a -

an matraz aforado de 100 ~l. 

2. Se atora a 100 ml con agua dea

tilada, 

l. se agita por 20 minutos. 

4. Se filtra la soluci6n 

5, Se mide la concentraci6n de 6-A~A 

aolublo, por el aftodo p-dimetil

aaino benzaldohfdo.· 

6. Se aide el pR de la aoluci6n de -

6-APA. 

7. El 6-APA s6lido que ae separa en la 

filtraci6n taabien puedo secarse en 

una eatufa a so•c. y poaaree, con el 

fin de corrobarar loe datos obtenido• 

anteriormente. 

El procedimlonto anterior 10 apllco'en 

tor•a aimilar, uaando metanol a1f como butanol, En 

aabos diaolventes el 6-APA fu4 inaolublo. 

Coaontarioa, el valor de pH do une 1oluci6n 

de 6-APA (lg/100 al,), ea un paranotro quo puode corro!! 

clonarse, con la calidad del 6-APA y do hocho so hace, 

(ver tablft ) , 
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5,3 DISERO DEL PROCESO, 

EN BASE A LOS RESULTADOS ANTERIORFS EL PR~ 

CESO EPECTOADO PARA SEPAR EL 6-APA CONSISTE DE LOS SI

GOIB.TES PONTOS, 

') PILTRl\CION.-

2) EIIPRil\llIENTO, -

3) ADISION DE ACETATO 

DE IOTILO,-

41 AJUSTE A pR 2,-

En ••ta operac!Sn so eli

ainan los s6lidos o partf 

culas doaprendidas del s~ 

porte. 

Su objeto ea evitar deseo! 

posiciSn de cualquier co~ 

pueato ~-laetama presente 

al acidular la ~oluei6n 

Bw.ta la foraaei6n de una 

paata vllC:OH de los pro

ducto• de deacoapoaic18n 

de la benc1lpen1c111na si 

eat,n presentes. adeaas -

taabi,n sirwe para extraer 

&cido ?&nicil6ico y &cido 

fenilac8tico, eato ~ltimo 

siendo un 1ubproducto im

portanto. 

l\ este pff se haco m&a eft 

ciente la eztraccidn tanto 

do la bencilponicilina re

oidual, como dol 4cido !! 
nilac8tico y ~o algunAa 

otran 111p1Jrezas~ 



5) SEPARACI&N DE FASES,-

6) AJUSTE A pff 7 ,-

7) RFDOCCI&N DE VOLUMEN, 

8) r I LTRACION, -

9) 
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Con eata operaci6n se se

para el 6-APA que no fu, 

extraido do la fase acuo

aa a pH 2, 

Su objeto ea evitar la -

descomposición del 6-APA 

on faae acuosa.por la si

guiente operación. 

se hace a vac!o y a bajas 

temperaturas, para evita~ 

descomposición , 

!n esta se separan algunas 

bpurezas s61ldas que no 

•~ puedén ext:aer coao 

aalea o protefnae desna~ 

turaltza.1aa, 

Para eviar degradación del 

6-APA; an lea siguiente• 

etapas, 

10) ADICION DE AcOBu/MeOH,- Su objeto inductr lenta-

aente la cristalización -

del 6-APA en forma adecu! 

da, al roali•ar la siguie~ 

te etapa, 

11) Ajaste a pff 4,3,- !n esta operación omplea

aos una solución do MoOH/ 

HCl, eeta y la anterior -

operación pormlton la tor 

aaciSn dr cristales do 6-

APi hlon definidos y ado· 

••• eo doaplaza ol ~auill 



12) CRISTALIZACieN.-

13) FILTRADO. 

14) LAVADO.-

151 SECADO.-
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brio de 6-APA soluble a -

6-APA s6lido. 

Reposo para dar tiempo a 

la coapleta formaci6n de 

1011 cristales. 

De 01t4 manera 1e recupo~ 

ran lo• cristales. 

El producto se trata con 

aqua para arrastrar poai• 

bles impurazaa cristalinas 

aucho aas solubles en agua 

que el 6-~PA, y acetona 

para arrastrar el agua. 

Se efectGa en condiciones 

de v1teto y teaperatura de 

so•c para lograr una hGm~ 

dad final •'xima de 0.2,. 

A continuación se presenta el diagra~a del 

proceso de separación para ol 6-APA en torna do bloquea4 
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PROCESO DE SEPARACIOH DEL 

6-ANINOPEHICILAHICO 

(6-APA) 

ANALISIS DEL PRODUCTO 

p, f., IR, R,N,H, 
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5.4 Reaultadoa y Diacoai6n. 

curva patr8n para la deterainaci6n de 

6-APA por el a,todo del p•dlaetllaminoben&aldeh!do 

concontraci8n de 6-APA D,O, 

0,01 1101 t. 92 

0.005 aol 1, 133 

0.025 aol 0,568 

0.00125 aol 0.294 

0,000625 mol 0, 148 

0,0003215 mol 0.070 

0.0000000 mol 0,000 

Prueba de aolubili4a4 para el 6-APA. 

I,- En H20' 2o•c 

Procedencia f~ 

Prov. Ind, 3,4 

Prov. In4. 2 3.6 

Reactivo Anal. 3,5 

I. I.11.11, 3,58 

II,- En lleOH, 2o•c 

Inaolublo, 

III - F.n DuOH, 20'C 

lnaolublo, 

( g/100 al. "2º 

~=!!~!! 

0,52 

0,4782 

0,4544 

0,4361 



2.00 

1.60 

ó 1 .20 

ó 

º·'º 

0.40 

Curva patr6n para la determinaci6n del 6-APA 

por el a&todo del p-diaetil-amino-benzaldchído, 

Conc. 

/ 
" 

- l 
mol/mi, X 10 

u, 

o 9 'º 
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o 
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"' 
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' 

SOLUBILIDAD DEL 6-APA. 

La aolubilidad do oate coapuesto al igual 

que para loa aaino&cido• ea, cas! totalmente, funci6n -

de au estado i3n1co, ya••• como sal 6 ¡cido, por lo -

tanto ea dependiente del pH. A continu•ción so preae~ 

ta el coaportamiento encontrado para este co~puesto. 

Temperatura 2o•cw .,, 
50 / 

45 I 
40 

/ 35 

30 

25 / 
20 I 

15 I 
10 

5.0 

o.o 
25 20 15 10 5 o 5 10 15 20 30 

con e. HC 1 ,_____,. conc, ~º" \ 
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ESTABILIDAD DEL ACIDO 6-JUIIROPENICILANICO 

(6•APAJ 

El objetiYo de eate ezperimento ea conocer 

ai hay perdida del producto en condiciones ácidas a 4•c 
( teaperatura de criatalt&aci8nl, 

del p•diaetil·a~ioo-benzaldehldo, 

pH 2 

T 4ºC' 

bpleando el m&todo 

Buffer de fosfatos 0.03 M. 

o.s 

0.4 

0.4 

0.3 

ó 
0.2 

" 
o. 1 

o 4 S 6 e 9 10 11 

TI P!MPO F.11 HORAS 



ó 
ó 

- s, -

ESTABILIDAD DEL ACIDO 6-AIIINOPENICILARICO 

16-APAl 

El objeto de esta curva de eetabilidad, •• 

dar bases tundamontalea, para justificar las condiciones 

de operaci6n cuando se requiere concentrar aolucionea -

acuosa~ de 6-APA, por lo que laa condicionea para vacio 

eon las aismae que para la •'xiea estabilidad de eete -

producto. 

pi 7 

Buffer de fosfatos 0,03 M. 
0.60 

0.50 

0.40 

O.JO 

0.20 

0.10 

4 6 15 

tleapo on hora11. 
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TABLA DE RESULTADOS DE 

PROCESO DE SEPARACION. 

Tratamiento exclu•ivamente ajuatndo pH 

a 4,3 con HCl (16). 

Tratamiento propuesto por Chibata !!. al 

on el año 1976 (37). 

••• Proceso desarrollado a nivel laboratorio. 

••••Proceso desarrollado aplicado a nivel do 

planta piloto. 

Penicilina I de Vol, Acido 6-aminopanicillnico(6·APA) 

G, q/1 Conv. t 9/aoln. 9/ rac:u¡,. \de recup. 1 eur• .. 
50 73. 18 0.45 9.5374 1. 77 13.00 78 

.. 50 72.07 0.50 10.4519 2.09 20.00 46 

50 62.03 o.so 9.0046 3.98 36.24 62 

•• 50 38.03 0.45 5.5200 8.00 70.00 48.3 

••• 25 83.00 1.00 12.047 11.673 95.00 98.0 

••• 2S 83.00 1.00 12.047 11,187 91.93 99.0 

••• 25 83.00 1.00 12 .1)47 12,34 92,00 89,0 

••• 2S 83.00 1.00 12.047 11.42 94.00 100.0 

••• 25 83.00 o.so 6.024 4, 73 78.00 'ºº·º 
•••• 40 69,00 100. 1603.0 1290 80.47 99.0 
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NZTODOS DE ANALISIS. 

Se efectuaron una aerie de determinaciones 

de lo• producto• obtenidos del &cido 6-aainopenicilln! 

co, y•• hac!an coaparacionea con el 6-APA proporciona

do por do• eapresaa que fabrican este producto en N,xi

co y con un reactivo analltico comercial (Sigma). 

6-APA 
I.I.B.N. U.N.A.N. 

p. dec. ~,o 

6-APA 
REACTIVO ANALITICO 

p. dec • 210 

,. 

Croaatografla en papel 

6-APA 
NEZCLA 

p. dec- 210 

Siateaa de eluyente , n-Butanol-EtOH-e 2o 

( 51411) Y/V 

Revelador vaporea de I 2 

Condiciones Temperatura ambiente 

Tieapo aprox, 1.5 Hora• 

• O. 4 

Rf renilac6tico• o.6 

a, Bencilpenicilina • 0,2 
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A continu4ci6n se enuncian las band4s mas 

ai9nificativa1, pro1entea en loa aapectroa dol produ~ 

to obtenido., 

Compuesto I Acido 6-aainopenicil&nico 

Espectro InfrarrojoG 

Grupo Funcional 

1770 -1 carbonilo do la lactama CII 

1620 
-1 aaida do la -la.eta.e.a c,o 

1520 - 1 6-amino e:, 

Espectro .!!..:.!!..:..!· 

1.4 aingulete grupo -motilo Cal 

1.6 aingulete grupo -metilo (bl 

2.5 aingulete grupo -6-amino (el 

4 .1 ainguleto do prot6n (dl 

4.5 eingulete de prot6n (el 

5, 35 doblete do prot6n 6 ( f) 
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Discuat6n, 

Extaten vartoa proceaoa de aeparaci~n para 

6-APA, ainembar90, eatoa han aido aplicados a aolucionea 

de 6-APA, formado a partir de la hidr6li•1• de bencilp~ 

nicilina, aediante diferentea aiate••• de cat&liaia en

ziaát!ca, por ejemplo loa microorganiamoa empleados co

mo faente de la enziaa aon diversos, aaf tambien son v! 
riados los soportes usados tanto para inmovilizar el •L 
croor9aniaao completo o la enzimaº 

La dificultad para aepar3r en forma pura el 

6-APA, depende de las iapuro&aa presente• y por ende del 

sistema enzim&tico utilizado ya que aodifican o requie

ren de diferentes operaciones a realizar en el proceso 

de •ep~rac16n. 

!n ningun •'todo de •eparaci6n reportado -

en la literatura, •• juatt!tca cada etapA u operaci6n -

efectuada, taapoco ae aeñala ni ••pacifica problema• 

t,cnico• o aencionan el coaportuiento del 6-APA en·~ 

laci6n acuoaa a las diferente• condicione• a quo se ao

aete el 6-APA durante el proceso tanto de hidr6lisis, -

como de aeparac16n, 

En cas! todo• los anteriores trabajo• la 

parte anal!tica carece de axactitud, ya quo en afead! 

ficil determinar aezclaa de coapuestos tipo ~-lactaai

coa. !n general el 6-APA lo deterainan por altodoa co

loriaetricoa indirectos coao el ensayo con hidroxilami

na y el •'todo iodom6trlco, que no aon eapecfficoa1 ta! 

bl,n oe ha aplicado la croaatoqraf!a en papel, la cual 

eon1i•te en eluir una muestra dol 6-APA en papel, post~ 

rioraer.te aplicar una aolucl6n do cloruro do ,cldo tonl! 

ac,tico para formar la bencllponlclllna y flnalmonte 1! 

ta Gl•i•a aedlrla por bloonsayo, La aodida puodo toner 

err';r-• debido a ~ue taabien puede habar cloruro do acl 
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do fenilac&tico residual, o un oxceso de leido fen11~ 

acltico, loa cuales tambien puodon inhibir el crocimio~ 

to del aicroor9ani1ao empleado para la prueba. En nue~ 

tro caeo el •'todo del p-dimetil-amino-benzaldehido ee 

eepecffico para la datarminac16n cuantitativa del 6-APA. 

Ea de hacer notar que alguno• compueatos 

eaploados en algunos m,todos de sepdraci6n reportados, 

provocan perdidas do 6-APA por descompoaici6n, entroº! 

tos oetan el HN0 3 , el H2so4 , y el &cido ac,tico, 

En los procesos reportados para separar el 

6-APA, existen algunos otros inconvenientes ademAa del 

anteriormente ~encionado, ya quo algunos diluyan la co~ 

centrac16n del producto deseado, 6 emplean disolventes 

co=o aetil-laobutil-c~tona que adomáe de t6xico ea di

ficil de manejar y tiene un alto costo, lo cual reatri~ 

ge su uso unicamente a nivel laboratorio. 

De entre loa puntoo mSs importante• del -

proceso de aeparaci&n diseftado, se encuentran la conce~ 

trac16n adecuada del 6-APA para cristalizar, y las con

diciones de operaci6n para concentrar ai ol caso lo re

querfa, 

Un punto del cual no a~ menciona en ningún 

trabajo 01 la eolubilidad del 6-APA, y menos aGn, que -

eota puede ser influenciada por la adici6n do metanol, 

dieolvento quo ea soluble Gn agua y puodo desplazar ol 

equilibrio 6-APA aolublo a 6-~PA a6lido. 
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In ••to tr•bajo ae oncontr6 quo el 6-APA 

os inaolublo on aotanol y butanol. La pruoba de solu

bilidad del 6-APA en estos alcoholes ac hizo pensando 

on que eatoa disolventes podían solubiliaarao en agua 

y asr buscar disminuir la solubilidad del 6-APA, siendo 

ademls iaportante que estos evitan la criatalizaci6n de 

otros alcoholes 6 graaaa posiblemente preaontoa, ya que 

pueden provenir de laa c,lulas inmovilizadas usadas P! 

rala hidrólisis do la bencilpenicilina. 

En la solubilidad del 6-APA en agua se a

precia la marcada dependencia do la cantidad de ,1cali, 

ya que da luqar a la formaciSn de 6-APA en forma do sal. 

En eate experimento de solubilidad so uso potasa, ya quo 

es el ,1cali empleado para regular el pH desde la form~ 

cJ6n ~el 6-APA a partir de la be~cilp~nicilina. 

Ea iap~rtahte resaltar quo 1~ solubilidad 

a&xiaa del 6-APA en agua destilada•• de o.5g/100 al. 

o aea 5 g/1, Sinembargo cuando se ha aolubilizado una 

cantidad mayor do 6-APA con un a1cali, y luego ee efec

tua la cristalización del 6-APA a pR 4.J ae esperarla 

recuperar la cantidad do 6-APA disuelto menos la canti

dad de 6-APA aolublo a saturación. Como ejemplo se 

puede citar a la tabla (pag.55) en quo se prcaontan r! 

aultadoa de loa proceaoa aplicados para separar el 6-APA, 

En el mdtodo • ae tiona en aoluci6n 9.5374 

g/ 0,451 6 aea un oquivalento a 21,19 q/1, Al efectuar 

la criatalizacl6n al pH 4.3 (punto !aool6ctrlco), solo 

•• recuperan 1,77 g do 6-APA cristalino, por lo que en 

•olucl6n quedan 7.7674 g , 6 eoa un equlvalonto a 17,26 

9/l. Eat~e reaultados indicftn que ae forman noluciono1 
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de 6-APA aobresaturadaa, do las cuales 10 cncontr6 quo 

son aay eatablo1. 

En el laboratorio•• observó quo la tompo

ratura no ten!a mucha influencia para doaoquilibrar la 

1oluci6n aobreaaturada. 

La rocuporac16n del 6-APA con las caracto

rfsticae deseadas Caltoa rondimiontos y pure:aJ se logrS 

usando acetato de n-butilo, ol cual presento una influe~ 

cia en la formación de loa cristales do 6-APA a partir 

de una aoluci8n aobreaaturada, loa cristales al micros

copio se observaron muy goom&tricoa y uniformes. As! 

mediante el uso do aetanol y acetato do n-butilo, se l~ 

gr6 desplazar el equilibrio 6-APA soluble a 6-APA s6lido 

factor que influ¡e para lograr alt?S =endi~iento~ d• r~ 

cuperaci6n y pureza. 

En el proceso de separaci6n tambien son i~ 

portantes las condiciones de cristalizaci6n las cuales 

se probar6m a pR 2 y 4ºC, no apreci&ndoae pfrdidaa de 

6-APA deapuos de mas de 11 horas, La oatabilidad del 

6•APA a pR 7 y 45'C fue muy buena, en la curva anterior 

aente pre•entada, ae observa un ligoro aumento en la D.O. 

esto•• debe a que hubo p6rdida do agua por ovaporaci6n 

por lo tanto se coneontr8 el 6-APA, m&a no ao descompuso, 

•e corrobor6 aste experimento ae!dulando la aoluciSn a 

pH 2 eaporando en caao do haberse ofoctundo doacompoat 

ci6n del 6-APA, la presencia de ,cido poniciloico el cual 

a pR &cido •• deacarboxila, y ao observa una ofervecencia, 

la aual no •o obserb6. 
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La tabla en que ae preaentan loe resultados 

de los proceaoa de aeparaci6n reportados y de el desa

rrollado, aplicados a aolucionea de 6-APA aimilarea, 

aueatra que por el m&todo deaarrollado se obtiene tanto 

aejores rendiaientoa de recuperaci6n coao una mayor pu

reza del producto. 

El an,liaia del 6-APA obtonido por el mft~ 

do desarrollado, se efoctu~ comparandole con 6-APA -

reactivo analttico. En el punto de fuai6n no so observo 

abatia1ento. 

Se utilizar6n taabien a8todos instrumenta

les. Se presenta el espectro de infrarrojo (I.R.l del 

producto obtenido por el •'todo de hidr6liais enzimatica 

y el del 6-APA reactivo analltico. Se efectu6 tambion 

un an,lieia por reaonancia aa9n,tica nuclear (R.M.Nl al 

producto obtenido, diaolvi&ndolo en diaetilaulf6xido. 

Loa espectros zasultantca aaf co~o el !naliaia compara

tivo con eapectroa de R.H.N del cloruro de icido feni! 

ac,tico, permitiendo eatablecer que el aistema de pro

ducci6n enz!matico de 6•APA a partir de penicilina era 

un becbo. 

Se presenta aeiaismo una copia del espectro 

de I.R. de 6-APA reportado por Okachl !.! !! CJOJ que os 

identico al obtenido por nosotros ya qua comprueba ~1 

,cido 6-sminopenic11,nico (6-APAI. 
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Concluaionea. 

Se ha deaarrollado un •'todo satiafactorio 

de aeparaci6n para el 6-APA, producido por el aiatema -

en&ia,tico, del cual ae han considerado los coaponentea 

preaentea en la soluci6n, ae ha evaluado la estabilidad 

del 6-APA en las diferente• condiciones a que ea comet! 

do, coao son las condiciones de cristalizaci6n o concc~ 

traci6n. Se encontr6 un factor muy iaportante para la 

transformaci6n del 6-APA aoluble a 6-APA cristalino me

diante algunos disolventes, lo• cuales adem,a influyen 

en la formaci6n del cristal, adem&s de elevar los por

cientos de recuperaci6n del producto. 

!l proceao deaarrollado ea aencillo, f¡cil 
~ 

de eacalar, habiendose aplicado a nivel de laboratorio 

y planta piloto, permitiendo recuperaciones de 801 a 951. 

Finalmente aediante divorsoa •'todos de 

anlliaia •• deaueatra que el producto de la hidr6liaia 

enzia,tica de ~encilpeniciline ea realmente el leido 

6-aainopenicilanico (6-APAI, el cual ae ha logrado re

cuperar en foraa eficiente. 
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