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INTRODUCCION 

El campo de estudio de las enzimas es un tema que ha desper­

tado mucho inter6a químico y biológico debido a que se encuen­

tra en el límite donde se unen las ciencias químicas con las. 

biológicas. 

La enzimología ha tenido un vasto y r'pide desarrollo por la 

relación que· tiene con varias ciencias como son la Bioquímica, 

Piaicoquímica, Bacteriología, Microbiología, Genética, Botánica, 

A~ricultura, Parmacolog{a, Toxicología, Patología, Fisiología 

y otras ciencias. 

Bl mecanismo de acción de las enzimas, ea por s:( mismo, ~o. 

de loa más fascinantes dentro de la investigación científica en 

la actualidad, convirti,ndose en una rama de las ciencias bio-

16gioas, todo lo referente a dichas enzimas. 

Las enzimas son catalizadores biol6gicos que hacen posible 

infinidad de reacciones químicas y son específicas para cada 

reaoci6n. La función, composición química y los aspectos genéti­

cos que determinan au producción han recibido una gran atenci6n · 

por parte de loa inveetieadores científicos. Ya que la vida de­

pende de un comp~icado trabajo de reacciones químicas cataliza­

do por enzimas específicas y cualquier alteraci6n en su estruc­

tura o mecanismo de acción, puede ocasionar tra.nstornos de gran 

importancia, es fundamental conocerlas m4s a fondo. 

lho de los objetivos del presente trabajo es el dar una contri­

bución para el mejor.conocimiento e importancia de las enzimas 

llamadas penicilinaeas, las cuales se, .1.es conoce también con el 

nombre de beta-lactamasae I por aer ~;;n~mbre m4s genérico. que 



indica predominantemente la hidr6lisis de las penicilinas, que 

son antibi6ticos utilizados generalmente en la Medicina contra 

una gran variedad de microorganismos que causan serios transtor­

nos al.organismo humano y animal. 

Por su importancia, en el presente trabajo se daran a conocer 

las propiedades físicas y químicas, reacci6n que catalizan, lo­

calizacicSn celular, e inhibidores y activadorea de l&. enzima. 

Asimismo como loa. principales productores. de dicha enzima son 

microorganismos, se expondrán loa.principales g'neroa. producto-

res, su bios!ntesis, extracci6n y purif1caoi6n de la enzima y 

la importancia que tiene en el campo industrial. 

Las penicilinaeaa tienen un amplio campo de aplicaciones en 

la indiletria farmacéutica para la detección' de la contaminaci6n 

en los productos farmac6uticos que contienen penicilina, y esta 

detección es muy importante para evitar que lleguen al pdblico 

productos que no reunan las normas.exigidas para este tipo de 

medicamentos. 

Otra de las aplicaciones que posee la penicilinasa es el de 

la detecci~n de penicilinas ya sea naturales o semisint6ticaa 

en alimentos como la leche y produbtoa lácteos. 

Bn clínica humana es usada para eliminar de los diferentes 

flu:!doa del cuerpo a la penicilina, tambi6n ea dtil com~ medida 

terapéutica en pacientes que presentan alergia a este antibióti­

co, ya que la enzima modifica en forma m1.11 favorable el curso 

de las reacciones allrgieas a la penicilina en el 8~ de los 

casos, dichas reacciones pueden ir desde una simple urticaria, 

basta la producci6n de un shock anati14ctico, siendo la enzima 

quien hidroliza la penicilina 1 ayucla a desaparecer loa síntomas. 



Por liltimo se enumeraran la serie de problemas que existen 

en nuestro país para que se lleve a cabo la produccidn a ~ran 

escala de la penicilinaaa, as! como las medidas mas adecuadas 

a tomar para acelerar el desarrollo. e investi~cidn en este. 

campo. 

/ 
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1.1 DEFINICION, CARACTSRIZACION, PROPIEDADES ! CLASIPICACION 

~ J¿§, PENICILINASAS. 

a) Definicidn 

Las penicilinasas son un conjunto de enzi~as.hidrolíticas 

producidas por una gran variedad de microorganismos ~ram posi­

tivos y Gram negativos, pertenecen al grupo de las beta-lacta­

masas las cuales se encargan de catalizar la hidrólisis del 

enlace amida en el anillo beta-lactámico del ácido 6-aminopeni­

cilmuco (6-A.PA.) o del ácido 7-amino cefalospor4nico (7-ACA.). 

De las beta-lactamasas las mas frecuentemente encontradas en . 

los microorganismos productores son ias penicilinasaa y en oca­

siones las cefalosporinasas, ambas se diterenciB.:1 de otras en­

zimas que tambifn atacan la penicilina como las amidasaa y acil 

esterasas, en la naturaleza.del enlace hidrolizado. 

b) Caracterizaci6n l. propiedades !!.·las pepicilinasas 

De acuerdo a los sustratos específicos sobre los que actuan, 

a sus propiedades f!aicae y químicas y a reacciones inmunol6,:i­

cas de prec1pitaci6n y'aglutinaci6n con el antisuero correspon­

diente se ha podido determinar la existencia de varios tipos de 

penicilinasaa. 

Investigaciones recientes por Sato 1 colaboradores (73), in­

dican que la gran mayoría de las penicilinasas producidas por 

bacterias Gram negativas son constitutivas (78), y muchas de 

las obtenidas. a partir de microorganismos Gram positivos son 

enzi~as inducibles. 
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Asimismo existe una clara diferencia en la localizaci6n 

celular de la enzima de acuerdo a la afinidad tintorial, pero 

este aspecto sera discutido en párrafos posteriores •. _ 

Por otra parte existen propiedade~ fisicoqu:ímicas que tam­

bi6n han podido ser determinadas en las penicilinasas (46,66), 

por ejemplo la curva de actividad t!pica de pH obtenida con 

penicilinasa de bacterias Gram positivas (74), mue~tran un 

mAximo de acci6n en un rango entre 6 y 7 con una declinaci6n 

aguda en la regi6n alcalina, mientras que las producidas por 

microorganismos Gram negativos muestran un rango 6ptimo de pB 

entre 5.0 y 8.3. Una informaci6n mas completa sobre las pro­

piedades de las penicilinasas la proporciona la tabla Ro. I 

en donde se encuentran algunos de los microorganismos mas im­

portantes en cuanto a la producoi6n de la enzima. 

e) Clasificaci6n ,a.t. penicilinasaa. 

Ya que la clasificaci6n de las enzima& en general se basa en 

los diversos sustratos sobre los que pod!an actuar las enzimas, 

por ejemplo, las que actuaban sobre las penicilinas eran deno­

minadas penicilinasas, las que catalizaban la hidr6lisia de ce­

falosporinas se lea llamaba cefaloaporinaaae y as! sucesivamente 

a las otras enzimas se les agregaba el prefijo asa al nombre del 

sustrato sobre el quE actuaban. R:>ateriormente se encontr6 otra 

forma de agrupaoi6n (37), que considera la localizacidn de la 

enzima: si esta es intracelular (como en muchas bacterias Gram 

negativas) o extracelular (presente en bacterias ~ram positivas). 

Asimismo Richmond y Sykes (77), realizaron otra clasificación 
, 

de acuerdo a si la penicilinasa es constitutiva~ es decir, que 
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se encuentra en una conóentraci6n definida en el citoplasma 

bacteriano (como muchas bacterias Gram negativas) o es inducible 

pues requiere la presencia del sustrato específico para acele­

rar su síntesis; dentro de esta olasificaci6n existen subdivi­

siones debidas.a la producci6n en gran cantidad de la enzima 

~macro) o en .poca proporción (micro). 

La recombinaci6n gen6tica presente en muchas de las bacterias 

productoras de penicilinasa ha servido como un criterio para su 

clasificación, agrup4ndolas en las producidas despu6s de una 

replicación gen6tica como en el caso de penioilinasas de algunos 

estafilococos o por medio de plásmidos que intercalados en el. 

cromosoma bacteriano son codificados para su producción. 

En 1972, la Comisión de Bnzimae·(17), introdujo el Urmino ce­

falosporinasa para denomina~ a la enzima que actua sobre la ce­

falosporina, quedando como beta-lactamasa I la penicilinasa y 

como beta-lactamasa II la cefalosporinasa evitando as! confusio­

nes. Por otra parte esta comis16n determinó que 1as penicilinasae 

de bacterias Gram positivas pueden ser divididas serologicamente 

en cuatro tipos, pero de acuerdo a su actividad sobre la penici~ 

lina son indistinguibles. 

Otra clasificaci6n realizada por Ricbmond y Sykes en 1973 

(77), de beta-lactama.sas es actualmente la mas completa pues 

toma en cuenta todas las características de las clasificaciones 

antes mencionadas, esta se divide en cinco clases: 

a) La clase I comprende las enzimas que son predominantemente 

activas contra cefaloaporinas, los g6neroa productores son 

Bscherichia, Enterobacter, Citrobacter, Proteus. indol (+), 
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Pseudomonas y Serratia. La informaci6n gen6tica de estas 

enzimas es mediada a tráves de cromosomas, y su producción 

puede ser del tipo constitutivo o inducible depend~endo de 

la especie. 

b) La clase II que comprende las enzimas que son predominante­

mente activas contra las penicilinas, las especies produc• 

toras son bacterias Gram •egativaa y codifican la síntesis 

de penicilinasa ·a tráves de c~omosomas. 

c) J!'n la ciase III se encuentran las enzimas que tienen la mis­

ma actividad contra penicilina y cefalosporina pero que son 

sensibles a la inhibici6n por cloxacilina y resistentes a 

la inhibici6n por P-cloromercuribenzoato, la in:formaci6n ge­

n6tioa para la producci6n de la enzima se lleva.a cabo a 

tráves de plásmidos. 

d) La clase IV incluye enzimas que actuan sobre los mismos sus- · 

tratos que las enzimas de la clase III pero son resistentes 

a la inhibici6n por cloxacilina _y sensibles a la inhibici6n 

por P-Oloromercuribenzoato, principalmente son producidas 

por nebsiella. Esta familia de enzimas exhibe propiedades· 

bioquímicas similares y son invariablemente constitutivas. 

e) La clase V comprende las enzimas que actuan sobre la peni­

cilina y la cloxacilina y son.resistentes al p-cloromercu­

ribenzoato, son producidas preferencialmente por especies 

de Paeudomonas a tráves de elementos gen4ticos extracromo­

soinales. 
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d) Determinaci6n ~ 1,! estructura guímica ~ ~ penicilinasas 

Las penicilinasas como todas las enzimas son de naturaleza 

prote!ca (62), entre las enzimas de este tipo producidas por 

Bacillus licheniformis, Bc:lcillua cereus, y Staphylococcus ~­

reus no existen diferencias apreciables en cuanto a sus pro­

piedades químicas generales, exceptuando entre estas el punto 

isoel~ctrico y la composición de aminoácidos loa cuales marcan 

una diferencia palpable entre estas penicilinasas. 

Ambler y.Meadway (1), lograron determinar la secuencia de 

aminoácidós de las penicilinasas producidas por especies re­

presentativas de StaphylococcU8 aureue y Bacillus licheniformis. 

En primera instancia estas enzimas se purificaron por el m4to­

do de adsorción-elución a pH:: 7.5 con posterior filtración en 

gel obteniendo concentraciones de 20 mg de enzima/l de culti-

vo, más adelante se realizó la digestión de las enzimas con 

tripsina, quimotripsina y/o pepsina en donde se determinó la 

composición de aminoácidos de las penicilinasas ('ver tablas . 

11 y IlI), y la secuencia de aminoácidos de la enzima de .§!!:­

phylococcus aureus FC 1 (tabla IV) (9). 
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·~! 

Propiedades relevantes~.!!!:.! penicilinasas.>9) 

gspecie P.11. pH 6ptimo T Punto Cofactores 
¡productora ~) isoeUc- requeridos 

trie o 

~. cereus 
~69/ 4 I 28,000 6.0-6.6 36 9.2-,9.7 -

4 II 22,500 - -- 8.4 Zn 
4 III 18,ooo -- - 8.4-9.0 zn 

~. liche- 28,000 6.0-7~0 40 - -
laif ormis -
~. aureus 29,600 5.9 55 8.9 -
IDC-1 

IE. coli 25,000 1.0 30 5.7 -
B. coli 44,600 -- - 8.3 -
1818 

Bnterobacter 39,000 8.2 -- 7.9 -
cloacae P99 

Yersinia en-
terocolítica 

A 22,000 6.5 30 8.1 --
B 34,000 7.5 -- 5.4 --

P. aerugi- 48,000 a.o - 7.5 --
nos a 
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TABLA II. 

a: Composic16n A! aminoácidos !!l ¡enicilinasae 

Aminoácido s. aureus l'C 1 ~ B. licheniformis 

Glicina 12 16 

ilanina 18 26 

Valina 16 17 

Leucina 22 27 

Isoleucina 19 15 
Serina 19 12 

Treonina 13 21 ·, 

Ac. aepártico 39 -3a 

Ac. glutámico 18 30 

Fenialanina 7 7 

Tirosina 13 6 

Ciste:Cna - -
friptofano - 3 

Metionina 3 5 
Prolina 9 12 

Lieina 43 34 

Histidina 2 1 

Arginina 1 15 -- ---
Total 275 275 

& = Número de mol&cuJ.as de aminoácido en la penicilinasa 



TABLA fil 
&Composici6n ~ aminoácidos !n penicilinas8s 

; r 

B. licheni f'ormis B. cereus S. aureus 

b346/C 749/C 5/B 569 Tipo A TipJ B 

~minoácido 

Lys 19 22 31 23 44 43 
... rg 12 12 13 11 5 5 
His l l 6 6 2 2 
Asp 28 31 33 25 42 42 
fre ;i.8 16 9 12 13 12 
Ser 10 8 2 4 19 17 
Glu 24 21 25 22 17 22 
Pro 9 10 6 10 10 11 
Gli 12 11 ' 19 21 13 16 
Ala' 19 21 30 29 20 21 
Val 10 8 17 15 14 11 
Me" 5 4 5 l 2 2 
Iso 9 9 20 22 18 15 
Leu 21 22 17 19 .. 23 22 
Tir 5 6 7 5 12 9 .. 

"Fen 5 5 'J 8 7 7 
Cis o - o o o o 

atninoúci-
do N-:-tcr- Lis Lis Asp - Lis ' -
minal, 

NHJ - - - - 29 2.g 

-
& = Nl1mero de mol1foulaE1 de amino~cido. en la penicilinasa 
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TABLA IV 

Secuencia !!,_aminoácidos [!_ !! penicilinasa ~ ~· aQ~eus !Q....! 

1 2 3 4 5 6 7 8 , 9 10 11 12 13 

- Lis Glu Leu Asn Asp Leu Glu Lis 

14 15 16 17 18 19 20 21 22 ~3 24 25 26 

Lis Tir Asn Ala His 

27 28 ' 29 30 31 

Ile Gli Val Tir Ala 

32 33 34 35 36 

Leu 

37 

Asp 

38 

Tre 

39 

Gli Ser Gli Gli Glu Val Gli Pen Asn Ser Asp Lis Arg 

40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 

·Pen· Ala Tir ·Ala Ser Tre Ser Gli Ala Ala lle Asn ·Ser 

53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 

Ala ·ne 
66 67 

Leu Glu Gln Val Pro Tir Aan Lis 

68 69 70 71 ' 72 73 74 75 

Lia Val · Hi8 lle Aen 

79 80 81 82 83 

Lis Aep Asn Ile 

84 85 86 87 

Val 

88 

Pro Ile Leu Glu Lis Tir Val Gli 

92 93 94 95 96 97 98 99 

Lis Asp 

100 101 

Lis Ala Leu lle Glu Ala Ser Met Tre Val 

105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 

Tre Ala Aen Tre Ala Ile Ile Lis Glu Ile 

118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 

Lis Val Lis Lis Gln Arg Leu Lis Gli Leu 

131 132 133 134 ·135 136 137 138 139 140 

Val Treo Aen Pro Val Arg Tre Glu Ile Glu 

144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 

Tir Ser Pro Lis Ser Lis Asp Tre Ser Tre 

157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 

63 

Leu 

76 

Ala 

89 

Ile 

102 

Ser 

115 

Gli 

128 

Gli 

141 

LeU 

154 

Pro 
.. 

167 

64 

Asn 

77 

Tir 

90 

Tre 

103 

Asp 

116 

Gli 

129 

Asp 

142 

Asn 

155 

Ala 

168 

65 

Lis 

78 

Ser 

91 

Leu 

104 

Aen 

117 

ne 
130 

Lis 

143 

Tir 

156 

Aen 
169. 
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1,2 AC'l'IVIDAD .Q! ~ PENICILIHASA 

a) Reacci6n que cataliza 

Desde el descubrimiento de las penicilinasas por Chain y 

Abraham hace 25 afios (17) en un extracto de Escberichia .22.!!. 

se ba determinado la naturaleza bidrol:hice. de las mismas sobre 

el anillo beta-lactámico produciendo un compuesto inactivo con­

tra las especies bacterianas. El producto de la hidr6lisis fue 

identificado por ellos mismos cuatro aaos despu~s como ácido 

peniciloico. La reacci6n involucrada se muestra a continuaci6n: 

Newton y Abraham (57), observaron que la cefalosporina C pudo 

tambi~n ser inactivada en un camino comparable por enzimas hidro­

líticae de Bacilius cereua., tales enzimas son similares a las pe­

nicilinasas y fueron llamadas cefalosporinaeas. Pero en general 

estos dos grupos son mejores descritos como beta-lactamasas. 

Los tipos de penicilinas sobre los que actuan con mayor frecuen­

cia se encuentran en la tabla V. 

TABLA V 

Bl ácido 6-aminopenic114nico y sus derivados 

Estructura .general ~ 

!.!·penicilina~ 



(11) 

(R) Penicilina 

l. H-- APA (ácido 6-amino penicilanicil ) 

2. 0-C\\,_- C - Bencil-pe~cilina 
\l o 

3. º(.."-c..- Ampicilina 

~\\z, ~ 

4. .Q-o~ C.'\i.-~- Penoximetil penicilina 

o"'"""' 
5. o-~- lleticilina 

O- t."'-3 

6. ~~- o:xacilina 

C.R3 p 

7. ~~CI 
Cloxacilina 

1 -o 
(..\\ o 

3 
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b) Potencia ~ .!.!! enzima 

La unidad mas aceptada para medir la actividad de la peni­

cilinasa fue recomendada por Pollock y Torriani (73)'-en 1952, 

una unidad "pollock" de enzima puede destruir un micromol de 

bencilpenicilina por hora a 3o•c y a un pH:: 7. Posteriormente 

la unidad internacional (UI) fue expresada en t~rminos de 

micromol/min a 25•c, una UI es equivalente a 60 unidades po­

llock. 

Sin embargo para evitar confusiones en este sentido el 

Sistema Internacional de Unidades acordó expresar la potencia 

de la enzima en drminos de "Catal'' que es la cantidad de enzi- . 

ma que cataliza la conversión de una mol de sustrato por segun­

do bajo condiciones específicas. Por ser el catal una unidad 

muy grande en la práctica se prefiere expresar l.a actividad de 

la penicilinasa en tárminoa de microcatal. Quedando finalmente 

como que 60 unidades pollocks es equivalente a 1 Unidad Inter­

nacional y 60 (UI) es equivalente a 1 microcatal. 

e) Cinática z. especificidad ,2! l:!, reacción catalizada por l!! 
penicilinasa. 

La penicilina tiene un grupo acídico de pK= 2.9 el corres­

pondiente ácido peniciloico contiene dos.grupos fuertemente 

ácidos y un átomo de N debilmente básico en el anillo de tia­

zolidina. Una reacci6n análoga es sugerida para la cefaloapo­

rina C y otras cefalosporinas aunque el producto puede ser 

modificado por reacciones secundarias. Así fue establecido aue 
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la hidr6li:iis enzimática de la cefa.losporina C o cefalotina es 

acompa~ada por la aparici6n de dos e~uivalentes de ácido, 1 equi­

valente es debido a la abertura del anillo beta-lactámfco, ei 
otro equivalente es atribuible a. la expul.si6n espontánea del· 

acetato del grupo cetoxi el cual acompa~a la hi drólisia del ani­

llo beta-lactámico. Una reacci6n análoga sec¡undaria aparenterr·en­

te ocurre en cefaloridina donde la abertura del anillo beta-lac­

támico se creyó acompañada por la expulsi6n de piridina. 

La cinética d~ la reacción fue primero estudiada con la peni­

cilinasa de Bacillus cereus. La reacción es de orden cero (17), 

en la presencia de concentracionea satura.das del sustrato. 

Roth (17), quien us6 preparaciones de B. subtilis report6 que 

la cinética de orden cero es precedida por un período de seis 

minutos cuando la reacción es monomolecular. Esto no fue confir­

mado por Banfield (17), quien estableció que la enzima sigue 

estrictamente la cinética de ~ichaelis-Menten sobre un amplio 

rango de concentraciones. 

1.3 Localizaci6n celular 2.!!. ,!!! penicilinasas 

a) Control ~ !!. producción ~ penicilinasas .!lll ~ bacteria 

Cuando una bacteria produce una gran cantidad de penicilina­

sa, otros aspectos del metabolismo de la c~lula bacteriana son 

afectados como es el retraso en el crecimiento del microorganis­

mo en valores por arriba del 10~ (55), pero esto únicamente su­

cede. en alfunas bacterias cuya producci6n de penicilinasas se 

presenta cuando son expuestas al sustrato específico (44). 

Izui y colaboradores (40) han reportado en B. licheniformie 

un incremento del 100~ en la prod~cci6n de penicilinasaa cuando 
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este microorganismo ea cultivado en presencia de la droga, ellos 

encontraron que la penicilin~sa es producida en gran cantidad 

cuando el organismo es expuesto a1 antibiótico, la interaccjón 

entre enzima-sustrato puede oeguir dos caminos: 

1) Que el antibiótico sufra el suficiente da~o por la enzima y 

sea inefectivo contra el organismo productor. 

2) Que el antibiótico resista la acción de la enzima e inhiba 

o destruya a la bacteria (dependiendo de la concentración de 

la droga}. 

Las penicilinasas inducibles generalmente son reguladas por 

plásmidos (6,10,20,38,52), en cuanto a su síntesis, esta invo­

lucra un proceso de modulación genética por medio del "oper6n", 

es decir, cuando existe en el medio una cantid~d apreciable de 

sustrato la producción de la enzima es codificada por un grupo 

de genes presentes en el plásmido, pero cuando ~o existe el sus­

trato específico la penicilinasa no se produce o sus niveles en 

la bacteria son muy bajos. Esta regulación genética se muestra 

en la figura No. 1 

Ambler (35), encontró que laa penicilinaaas varían de acuerdo 

al microorganismo (Gram positivo o Gram negativo) que las produce; 

generalmente las penicilinasas de microorganismos Gram positivos 

son inducibles, los ejemplos mas claros son las penicilinasas 

codificadas por B. licheniformia y s. aureus (29), por el contra­

rio muchas de las penicilinasas producidas por bacterias Gram ne­

~ati vas son constitutivas tal ea el caso de las penicilinasas de 

J. ~ que es codificada por el plásmido pBR 322 (43). 
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FIG. I PRODUCCION Jlli. PENICILINASAS 
A TRAVES DE PLASMIDOS. 

Cromosoma 

b) Distribuci6n ~ .!..!! penicilinasa después _2.!:. !.!! producción 

La penicilinasa es producida por la maquinaria metabólica en­

cargada de la síntesis de proteínas de la célula por la vía clá­

sica, es decir, el RNAm controla la producci6n de las proteínas 

en el ribosoma bacteriano. Después de producirse la penicilinasa 

en la célula se dirige a la membrana celular, la cual esta for­

mada por una doble capa con un espacio entre ellas llamado "es­

pacio periplásmico" en donde se aitua específicamente la peni­

cilinasa. Sin embargo existen diferencias en este aspecto, pues 

las penicilinasas producidas por Sta)hylococcus aureus y otras 

bacterias Gram positivas solo temporalmente se alojan en el es­

pacio periplásmico de la membr~na celular Y.rápidamente se se­

paran de la célula basal difundi~ndose en el medio de cultivo, 
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por lo tanto en estafilococos la penicilinasa es esencialmente 

extracelular. Así cuando se aislan células de s. aureus y son 

probadas por m~todos de sensibilidad para los antibi6ticos co­

mo el CMI (concentraci6n mínima inhibitoria)~ se encuentra que 

estas no contienen penicilinasas asociadas con la superficie 

celular y el grado de actividad de e~ta enzima no es evidente 

(19). Otras investigaciones (23,53), han demostrado que la gran 

mayoría de bacterias Gram negativas poseen penicilinasa que se 

asocian permanentemente en el espacio periplásmico y no son li­

beradas al medio de cultivo (enzimas intracelulares),' su sensi­

bilidad al CMI es mayor y su grado de actividad es detectable. 

En la tabla VI y VII se muestra la localización y actividad de 

penicilinasas de varias especies de Ba~illus y Staphylococcus. 

TABLA VI 

Penicilinasas bacilares - Localizaci6n ~ Actividad 

Especie 

"' 
Extracelular &· Actividad máxima 

-
Bacillus cereus 569 80-90 2000-3000 

B.cereus 569-H 80-90 2000-3000 

B. cereus 5-B 84 2000 

B. licheniformis 749-C 50 4000 

B. licheniformis 6346 50 600 

B. antrhacis 85 2000 

& = Micromoles de bencilpenicilina hi~rolizada/hr/mg 
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TABLA VII 

Penicilinasas estafilococcicas- Localizaci6n y actividad 

Eepecie ~Extracelular RActividad máxima 
. 

Sta2h:tlo e oc cus aureue 

524-SC 40-50 120-150 

PCl 45-50 500 

PC2 30 15 

B1 - 30 

5974 - 34 

6637 - 70 

13137 -- 34 

60/l 62 --
s¡ al bue 

Jl 6 4 

;13 7 120 

Jll 60 40 

R . 
micromolee de bencilpenicilina hidrolizadas/hr/mg de penicili-
nasas. 1 

/ 
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1.4 ACTIVADORES ! INHIBIDORES ~ ~ PENICILINASAS 

a) Activadores 

Las enzimas son catalizadores orgánicos que disminuyen la 

barrera denominada energía de activación y por lo tanto faci­

litan el que ee inicie la reacci6n. Este proceso implica •l 

trabajo necesario para poner a dos moléculas en un contacto lo 

suficientemente estrecho para que reaccionen y formen otros 

compuestos. tas enzimas como reguladores de una reacción son 

capaces de atraer y captar diversas moléculas. Cualquier factor 

que permite atraer al sustrato al centro activo se puede consi­

derar como un activador, así como tambi&n si permite la rápida 

salida de los productos. Como una regla general la actividad de 

las beta-lactamasas no dependen de activadores específicos o 

cofactores, la excepción a esta regla la constituyen las peni-
2+ cilinasas que requieren de iones Zil para estabilizarse y ac-

tivarse, pero existen casos donde este ión en el medio de cul­

tivo no ea necesario para activar la enzima (28). Estudios 

realizados por Sato y colaboradores (66), en las penicilinasas 

producidas por Flavobacterium odoratum, P. maltofilia GN 12873, 

Bacillus cereus 567, Bacteroides fragilis, Proteue vulgaris y 

P. capacea, demostraron oue la enzima cuando es inhibida por 

ED'J.'A, p..cloromercuribenzoato, cloruro de mercurio y/o sulfato 

de cobre puede ser nuevamente activada por la adición de iones 
2+ 2+ divalentes tales como Fe y 1.11 • 
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b) Inhibidores 

Así como existen especies químicas capaces de activar una 

enzima, t~mbién otros compuestos pueden tener un efecto anta­

gónico sobre las mismas, conociéndose como inhibidores de la 

actividad. La inhibición de ~enicilinasa puede llevarse a c~bo 

por sustratos análo~os a la tienicilina los ctia1es se unen irre­

versiblemente a la enzima y causan su labilizaci6n por estimu­

lación específica e inhibición por anticuerpos homoló~os, esta 

inhibición es competitiva (49), pues la penicilina y los sustra­

tos análogos a ella compiten por el sitio activo de la enzima. 

La inhibición de la yenicilinasa estafiloc6ccica por ciertos 

aminoglucósidos fue reportada pero no se ha esclarecido si el 

sitio activo fue involucrado (76). 

Por otra parte se determinó que los compuestos de tiol dis­

minuyen la dependencia de las penicilin~sas a los iones Zn2+ 
2+ (31). Las penicilinaaaa que dependen del ion Zn como activa.-

dar son inhibidas por agentes quelantes (18). Los alcoholes 

pt11lden inhibir o estimular, y los efectos inhibitorios de alquil 

sulfatos dependen de la lon~itud de las cadenas alqu!licas. La 

inactivaci6n térmica ha sido estudiada Frincip~lmente en enzimas 

de Bacillus cereus observandose inactivaci6n a 1oo•c pero no a 

70•0 (51). 

Se han realizado estudios con penicilinas semisintétic~a como 

son: meticilina, oxacilina y sus derivados encontrandose que son 

muy estables a muchos tipos de penicilinas~s, pero muestran poca 

eficacia contra bacterias Gram negativas por ser incapaces de 

penetrar a la membrana de la cálula bacteriana (69,70). 
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Recientemente se encontr6 que los antibi6ticos beta.-lactá­

micos como son el ácido clavul.ánico (12,16,20,22,26), cefami­

cinas (24,60,81), ácido sulfonpenicilínico y ác1do 6-beta bro­

mo penicilínico son estables a varias penicilinasas y actuan 

como inhibidores para estas enzimas. 

En fechas recientes Song y colaboradores (75) han demostrado 

que ácidos grasos producidos por bacterias Gram positivas inhi­

ben a las penicilinasas producidas por S. aureue. 
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Las c~lulas microbianas contienen o producen una gran va­

riedad de enzimas que funcionan como catalizadores biológicos 

de las reacciones bioou:Cmicae involucrada en el crecimiento y 

respiraci6n de loe microorganismos. En cierto modo algunas 

de estas enzimas fungen como productos ~el proceso fermenta­

tivo ya sea por un interés particular, por ea alta producción 

o por el gran nivel de actividad que presenta en loe procesos 

bioquímicos oue se desarrollan en la c~lula. 

Aunque la actividad de las enziaas microbianas se conoce desde 

hace tiempo~ no ha sido hasta a~os recientes que su producción se 

ha hecho a gran escala y por lo tanto comercializado. Inicialmente 

algunas enzimas como amilasas y proteaeae fueron obtenidas de 

plantas y animales, pero por su alto costo de extracci6n y pro­

ducción han sido superadas por las enzimas obtenidas de microor­

ganismos que son producidas a un costo mucho menor. 

Para la producción comercial de enzimas microbianas se utili­

zan principal~ente especies reconocidas de hongos, bacterias y 

levaduras oue producen enzimas de un tipo determinado. La obten­

cidn de una cierta enzima es regulada y alterada por varios fac­

tores como son: el microorganismo utilizado, el medio de culti­

vo empleado, !actores físicos y químicos de fermentaci6n y la 

estabilidad gen~tica de la especie microbiana "utilizada. Los 

microorganismos son seleccionados por poseer una alta capacidad 

para producir la enzima en cuesti6n. 
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Las enzimas microbianas obtenidas co~ercialmente por fer­

mentaci6n incluyen amilasaa, proteasaa, invertasas, catalasaa, 

penicilinasa, glucoaa-oxidasa y eatreptoouinasa. 

En la tabla I esten representadas laa enzimas producidas co­

mercialmente y las aplicaciones de estas. 
· .. 

TABLA I 

ENZIMAS XRODUCIDAS INDUSTRIALMENTE ! ~APLICACIONES 

Nombre de la enzima Fuente de obtenci6n Aplice.ci6n Importancia 
comercial 

Diastasa Malta Auxiliar de +++ 
la digestión 

!r akadi as t aa a A. O!];Zse Auxiliar de +++ 

t 
la d1gesti6n 

Amilasa B. subtilis Textiles, fer- +++ 
mentaci6n in-
dustrtal al-
coh61ica, pro-
ducc16n de 
glucosa 

IAmilasa 11cido A. ni!!!r Auxiliar de +++ 
resistente la digestión 

Amiloglucosidasa Rhizo¡us niveus Producción 
A.niger de glucosa +++ 
Endoatco~eia fibu 
liser 
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Continuaci6n de la tabla I --

-Nombre de la enzima Fuente de obtención Aplicación - !Importancia 
pomercial 

-

Invertasa s. cereviseae Prevención +H• 
de criSta-
lización de 
azúcar 

Sclerotina ~-

Pectinasa .lln!. 
A. O!:Zzae Remocióll de +++ 
A. ni~er pectina 
Az flavue 

Tri peina Páncreas de animal Usos médicos +++ 

Pepsina Estómágo de animal Auxiliar de +++ 
la di~-estión 

Alfa-quimotripsina Estómago de animal Usos médicos +++ 

Papaína :Papaya Auxiliar de 
- la digestión +++ 

Usos médicos 

Proteasa A. oazae Antiespumante +++ 

Proteasa A. nig:er Auxiliar de ++ 
la digestión 

Proteasa B. subtilis Ablandador de ++ 
carnes _. ___ .. ' - . -

Proteasa s. e¡riseus Auxilib.r de ++ 
la dir.esti6n . 
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Continuación de la tabla I 

Nombre de la enzima Fuente de obtenoi6n Aplicación ~mportancia 

~omercial 

V'a.ridasa Stre,l?tococcus S,l?. Auxiliar de ++ 
la digestión 

Estreptoquinasa StreJ:!tococcus ªl?· Fibrinol:Ítico ++ 

PENICILINASA· :e. subtilie Remoci6n de + 
penicilina 

Glucosa oxidasa Az niger Oxidación de ++ 
glucosa en 
alimentos 

'1lucosa oxidasa . P. Ch!:J:Boe¡enum Determinaci6n ++ 
de glucosa en 
análisis clí-
nicos 

a1a1uronidasa Animal, bacteria Usos m.Sdicos .+ 

Lipasa Páncreas, Hongos Auxiliar de + 
la digestión 

-- -·---·-·-
Catalasa Hongos Esterilización + 

de leche 

-
IQuere.tinasa s. fre.diae Remoción de + 

cabello de 
piel curtida 

Referencias: t2,l3) 
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Actualmente se ha utilizado con frecuencia cada vez mayor la 

penicilinasa por sus aplicaciones en el área clínica, farmacéu­

tica y de alimentos, por lo que la investi~aci6n en cu~nto a su 

biosíntesis ha adquirido especial relevancia, y ee el objetivo 

del presente capítulo tratar con detalle este aspecto. 

2.1 MICROORGANISMOS PRODUCTORES ]lli, .!!! PENICILINASA 

Existe una gran variedad de microor~anismos productores de es­

ta enzima destacando y utilizados por su importancia las especies 

de Bacillus subtilis (33), Escherichia .2.Q.11 (42,85), y Bacillus 

cereus• Asimismo existen otros microorganismos productores de 

penicilinasa que son utilizados opcionalmente como Bacillus 

cereus R-15, B. antrhacis, Bacillus licheniformis 749-C, C-3, 46-C 

(56), Staphylococcus ~. Staphylococcus aureus, Micrococcus 

lysodeikticus, Streptomyces .2.P.• (59), varios bacilos Gram nega­

tivos (681 71), como Pseudomonas cepacea (34,63), Proteus rettge­

!!. (47) y Alcaligenes faecalis (25), varias especies del género 

Bacteroides (39,67,80,93), algunas especies de bacilos anaerobios 

Gram negativos (8), y Actinomadura especie R-39 (21). 

2.2 OBrENCION .Q& ,!!! PENICILINASA 

a) Selección -ª!! microorganismo productor !!!, l.!, enzima 

En la obtenci6n de una enzima comercial el primer p~so de la 

biosíntesie es la selecci6n del (los) microorganismo(e) que pro­

duce en mayor cantidad la enzima. En el caso de la penicilinasa 

la selección se lleva a cabo creciend~ al microor~nismo en me­

dios ricos como infusión cerebro-coraz6n,_ posteriormente se roide 
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la cinética de la penicilinasa sobre el sustrato específico y 

a partir de esto se seleccionan los máximos productores de la 

penicilinasa. IJeneralmente se ha encontrado como máximos produc­

tores a especies de B. subtilis, E. coli y B. cereua. 

b) Medios ~ cultivo utilizados 

Se utilizan medios ricos que permiten la ma~ror producci6n de 

enzimas, por ejemplo, la obtenci6n de penicilinasa a partir de 

E. coli (42), se obtiene· en el caldo LB el cual contiene: 

10 g de tr~ptosa 

5 g de extracto de levadura 

l··:e; de glucosa 

10 g de cloruro de sodio 

0.2~ de glicerol 

Agua destilada 1 litro Se ajusta el pH= 7. O 

Existen otros medios de cultivo como el caldo infusi6n cerebro 

croaz6n y caldo manitol rojo de fenol que unicamente son utiliza­

dos si no existe el caldo LB pues se ha comprobado que es en este 

ultimo medio donde la producci6n de penicilinasa es máxima. 

e) Condiciones ~ fermentación~ obtención~~ enzima 

Después de haber determinado el microorganismo productor de la 

enzima por una selecci6n primaria (encontrar si el microorganismo 

produce la enzima) y por una selecci6n secund:..ria {el microorga­

nismo que produce la enzima en mayor cantidad), además de selec­

cionar el medio de cultivo adecuado para la fermentación se procede 
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a determinar las condiciones en que se llevara a cabo la bio­

s{nteais, la cual presenta variantes de aucerdo al mi~roorga­

nismo elegido ¡ el equlpo de laborator~o con que cuenta: 

1) En la obtencidn de penicilinasa a partir de Alcaligenes 

faecalis (1, 2.5,), se ai¡i;u16 el siguiente procedimiento: 

a) Se indujo la producción de la enzima creoiend.o ai microor,.. 

ganismo en caldo infus16n cerebro-co~azón e incubado ·a 37•0 
' 

hasta que la densidad 6ptica del cultivo a1canz6 570 nm. 

b) El Zn fue adicionado como inductor de la penicilinasa hasta 

alcanzar una concentrac16n de la enzima en el medio de culti­

vo de 25 microgramos/ml. 

c) Despu~s de tres horas de que se adicién6 el induct~r se cen­

trifug6 la muestra a una temperat.ura de 4•0 y iaa º'lulas 

fueron lavadas con amortiguador de fosfato 50 mM a pllo;; 7 y 

resuspendidas en el mismo amortiguador. 

d) Las c&lulas en suspensi6n fueron rotas por tratamiento ultra­

sónico a 75 watts por 3 minutos. 

e) Las c&lul.as rota.a se centrifugaron a 3000 rpm por un tiempo 

de 40 minutos a 4•0. 

· f) Se adiciona sulfato de estreptomicina a el sobrenadante a una 

concentración final de 20f, para la remoción del ácido nucleíco. 

g) Deepu&s de reposar 10 horas la solución el precipitado fue 

removido por centrifugación y el sobrenadante dializado con­

tra 10 mM de amortiguador Tris-HCl a un pH= 8.8. 
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h) El precipitado formado durante la diálisis se rerr.ueve por 

centrifugaci6n y el sobrenadante resultante se usa como en­

zima cruda. 

El método anteriormente descrito se refiere a la obtenci6n de 

la penicilinasa extracelular e intracelular por lo aue fue nece­

sario el tratamiento ultrasónico para romper la integridad de 

la cálula y liberar la enzima. 

2) En la obtenci6n de penicilinasa a partir de E. coli HBlOl trans­

portadora del plásmido pEAP2 (42), se inocul6 este microorganismo 

en el medio caldo ~B y se sigui6 el siguiente procedimiento: 

a) Se incub6 el microorganismo durante toda la noche a 37•c con 

agitaci6n y aereaci6n constante. 

b) Despu6s de ese tiempo el cultivo fue centrifugado a 10,000 

revoluciones por minuto. 

c) Posteriormente las células fueron lavadas en igual volúmen del 

medio con 0.9~ de NaCl y resuspendido el mismo volumen con 25~ 

de suerosa. 

d) La suspensi6n se deja reposar por 10 minutos a temperatura am­

biente en la ·presencia de EDTA 0.001 M. Posteriormente se agi­

ta y se resuepende en el mismo volumen con agua fría. 

e) Despu6s de 10 minutos de reposo a 4•c la suspensi6n fue cen­

trifugada por 10 minutos a 15,000 rpm y el sobrenadante elimi­

na.do. 
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f) Las células fueron resuspendidas en el mismo volumen de amor­

tiguador de fosfatos 0.005 M pH= 7.0 segui~o de tr~tamiento 

ultras6nico (20 KHz, 3 minutos, 200 Watts), en el sobrena­

dante se obtiene el preparado de penicilinasa cruda. 

En términos generales la obtenci6n de penicilinasa a escala 

comercial se realiza por cualouiera de los dos métodps antes des­

critos. En la tabla No. II se presenta un diagrama general de la 

obtenci6n de enzimas comerciales. 

TABLA II 

PRODUCCION ~ ENZINiAS MICROBIANAS 

~ 

Microorganismo seleccionado 
(liofilizado, suelo o culti­
vo en agar) 

l 
Transferencia al medio de 
cultivo seleccionado 

Medio liquido 
(Crecimiento de 
1-5 d!as 
T= 4a•c 
Agitaci6n y 
aereaci6n 
controladas) 

.. 
Medio semis61ido 
(Crecimiento de 
1-7 días 
T= 20-45.C) 
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Continuaci6n de la tabla II 

Adici6n de preservadores .. 
Decantación, centrifugaci6n o 
filtraci6n 

Residuo que se 
descarta 

Adic16n de estabilizadores 
o preservadores 

J 
Filtrado 

Enzima líouida 

Referencia: (4) 

Remoci6n de s6lidos 

Extracci6n con 
agua que_ contiene 
preservadores 

3ecado 

1 
Enzima 
cruda 

Residuo que se 
descarta 

Enzima en 
extracto acuoso 

Adici6n de 
precipitantes 

Enzima concentrada 

l + 
Decantaci6n, 
o fil traci6n 

centrifugaci6n 

I . --.. 
Adici6n de sulfato Adici6n de sol-
de amonio o sulfato ventes volátiles 

de ªº~1 d_1_º----------.------------~I 
' Colect'ar el 

preJ1p1 tado 

Secado 
J. 

Enzima purificada 
co:icentrada. 
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.. 2. 3 RJRIFICACION ]lli ~ PENICILINASA 

Después de obtener la enzima cruda por loe mátodoe ya descri­

tos, es necesario purificar la enzima tomando· en cuent-a las pro­

piedades físicas y químicas de la penicilinasa producida. Se. han 

utilizado nU11erosos m!Stodos par&. este pr.oceeo de acuerdo. al tipo 

de penicilinasa obtenida, a continuación ee enumerc::.n varias Uc­

nicas de purificación: 

1) La purificación de la enzima obtenida de E. coli HB101 (42), .. 

se realiza de la siguie•te forma y puede ser extrapolada es­

ta metodología a la purificaci6n de otras penicflinasas simi­

lares en cuanto a sus propiedades fisicoquímicas: 

a) El cultivo fluido fue centrifugado a 10,ociO rpm durante 10 

llinutos. 

b) El sobrenadante fue tratado coa sulfato de amonio a 80~ de 

saturación y dejado a 5•c durante toda la noche. 

c) El precipitado fue colecta.do por centrifugaci6n 10,000 1'}>11 

durante 10 minutos y disuelto en-0.05 M de 8.lllortiguador de 

fosfato de plim 7.5. 

d) La solucióa fue dializada durante toda la noche contra el 

mismo amortiguador a 4•0. 

e) La soluc16n resultante es introducida por una columna de ce­

lulosa-DEA.E, la e1l'zima. no es retenida y pasada a tráves de 

la columna. 

!) ;ta penicilinasa fue precipitada nuevamente con sulfato de 

amonio al 80~ y dializada durante: toda la noche contra amor­

tiguador de fosfato a pHa 6.5 a 4•c. 
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~) El dializado fue absorbido a una columna de celulosa equili­

brada con 0.01 M de amortiP.uador de fosfato. 

h) La enzima fue eluída por aplicaci6n de un gradiente lineal 

de NaCl de 25 ml/h con un concentrudo. de 5 ml y potencia de 

16,ooo ur. 

~)La penicilinasa obtenida de un cUltivo de.Fusobacteriwn nuclea­

~ y otras enzimas relacionadas son purificadas a tráves del 

siguiente proceso (86): 

a) La preparación no purificada se pasa a tráves de una columna 

de Sephacryl (5.0 X 4.1 cm) a 4•c con amorti~ador de fosfato 

de sodio pH= 7.0 conteniendo 0.10 14 de NaCl como eluyente. La 

fracci6á que contiene la penicilinasa fue colectada y concen­

trada a 7.5 ml por ultrafiltraci6n. 

b) Se repite el mismo proceso del paso a)y se concentra a 6.5 ml 

por ultrafiltraci6n. 

3) La·penicilinasa producida por Alcaligenes faecalis (25) y 

otros bacilos Gram negativos como P. aeruginoea (63) y Proteus 

rettgeri (47) se purifican de la siguiente forma: 

a) La soluci6n de la enzima cruda se vierte a una colUllllla de 

DEAE. 

b) La enzima se eluye a una velocidad de 80 ml/h con un eradiente 

de NaCL de 0.-5 M en un volumen total de 400 ml. 

c) La. fracci6n activa fue concentrada por la adici6n de polieti­

len glicol. Esta fracci6n fue eluída de una colUD'.na de Sepha­

dex a una velocidad de 50 ml/h con amortiguudor de fosfato 

50 m14 pH= 7.0. 
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d) La fracción activa fue dializada contra agua de~tilada a 

PH= 7,5 con un gradiente de sacarosa a 4•c por un tiempo 

de 12 horas. 

4) A Últimas fechas se ha utilizado con frecuencia cada vez 

mayor la cromatografía de intercambio i6nico con gradiente 

de pH, pues de acuerdo al punto isoel&ctrico de la penici­

linasa (48,83), es capaz de purificar esta enzima eliminan­

do las impurezas contenidas en el extract,o crudo. 

La ventaja de este m6todo sobre los demás es que es capaz de 

purificar cualquier tipo de penicilinasa conociendo su punto 

isoel,ctrico. Werner y Erner (90), purificaron varios tipos de 

penicilinasas por este método y a continuación es descrito el 

mismo: 

a) El extracto de enzima c"ruda se pasa a tráves de una columna 

de Sephadex SF 10/50. 

b) Se agrega el poliamortiguador intercambiador de iones ajustan­

do UJl gradiente de pH, hasta llégar al punto isoeléctrico de 

la enzima, recogiendo la fracción activa y concentrada por 

evaporación. 

El amortiguador utilizado, el poliamortiguador intercambiador 

de iones y el f~ctor de dilución se establece de acuerdo al tipo 

de penicilinasa a purificar. En la tabla III se encuentran al~u­

aos tipos de penicilinasa y el correspondiente factor de dilu­

ci'n y la solución amortiguador utilizada. 
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TABLA III 

Algunas características !.!l !! purificaci6n !!,!. 

penicilinasas considerando !! punto isoel~ctrico 

-
Poliamortiguador Solución Elución Amorti-

W.croorganismo intercambiador amortiguado- guador 
de iones ra 

Tipo P. de 
diluci611 

Es cloacae P-49 PBE 118 25mM trie- Poli 1:45 
til amina amorti-

guador 
pH= 7 

P. ae!:!:!&inoaa PBE 94 25m11 eta- Poli 1:20 
nol amina amorti-

guador 
PB96 
pH= 4 

~. coli ATCO 75 PBE 94 25mlt imi- Poli 1:8 
dazol amorti-
pH= 7.4 guador 

pH= 4 

P. aerusiaosa PBE 94 25mM Tris- Poli 1:10 
ácid• ac~- amorti-
tie• guador 
pH= 9.4 PB96 (3~) 

PB74 (7~) 

Kl.ebsiella PBE 94 25mll Tris- Poli 1:10 
ácido ac~- amorti-
tico guador 

pH: 7.4 
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2.4. DETERMINACION ,!lli _g ACTIVIDAD ~ 1i! PENICILINASA 

A.) Cin6tica química 

El Último paso en la bios!ntesis de enzimas de importancia 

comercial corresponde a la determinación de la cantidad produ­

cida y a su actividad. El mét•do de elecci6a utilizado para de­

terminar la ac.tividad de la penicilinaaa es de acuerdo a su 

cinética química sobre el sustrato sobre el que actuan midiendo 

la cantidad de penicilina hidrolizada y convertida a ácido pe­

nicil6ico debida a la acción de un miÚgramo de penicilinasa y 

esta actividad es expresada en unidades internacionales (65,84). 

Existen varios métodos que tambi6n son utilizados para deter­

minar la actividad de la penicilinasa como son el método yodo­

métrico y el método 'espectrofotométrico. 

b) Método yodométrico 

El método yodométrico fue deacri to en 1977 por Jor~ensen y 

colaboradores (58), se basa en la preparaci6n de tiras de papel 

impregnadas de una suspensión de p~nicilina en almidón. Laá ti­

ras de papel impre~adas de una suspensi6a de penicilina son 

colocadas en una soluci6n de yodo por un tiempo de dos minutos, 

son dejadas escurrir y despu~s son.inoculadas con el microorga­

nismo penicilinasa positivo a probar o bien con la penicilinasa 

ya purificada. Los mecanismos de esta prueba involucran la in­

teracción química del almidón y el yodo para formar un complejo 

púrpura cuando la soluci6n de yodo es adicionada a las tiras. 

Cuando la penicilinasa es produc~da, la penicilina es conver­

tida a ácido penicil6ico el cual convierte el yodo en yoduro, 

este no es capaz de formar el complejo ptí'rpura con. el almidón, 

-
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por e~to el color desaparece y el área de prueba se torna blan­

ca, la concentración de la penicilinasa en este caso es directa­

mente proporcional al yoduro producido que causa la desaparici6n 

del color púrpura. 

A continuaci6n aparece. una tabla mostrando los diferentes 

métodos de detecci6n y medici6n de la actividad,. de la penicili-

nasa. 

Detecci6n z medici6n !!!. 1!. actividad ~ ~ penicilinasa 

Principio Aplicaciones Sensibilidad 

Pérdida de actividad del Selecci6n de microor- Detecta can-
antibi6tico ganismos productores tidades me-

de penicilinasas no res de 10 
U/ml 

Marcando la concentraci6n de Ensayo semicuantita- Estima val o-
penicilina residual contra un tivo res de 0.005 
tiempo de incubaci6n con pe- a 0.01 U /rol 
~icilinasa 

Incremento del área de der- Ensayo semicuantita-
monecrosis en proporci6n a tivo 30-100 U/ml 
la ·cantidad o actividad de 
la penicilinasa en animales 
infectados tratados con pe-
nicilina 

Penicilina residual forman- Ensayo colorim6trico 1 a 10 U/ml 
do hidroxamato el cual da 
un complejo colorido con el 
i6n. 



Continuación il 1,& ~ ll 

Principio 

Anarición il 1ID. ~ 

~ carboxílico 

Valor de formaci6n de ácido 
penicilóico determinado por 
alcalimetria o titulaci6n 
gasométrica. 

Decremento en el pH causan­
do un cambio en el color del 
indicador de pH. 

ri'orme.ción ~ .!!!'!. complejo 

colorido entre ~ yodo 

:L..!l ~ penici16ico. 

Valor de formaci6n de 
ácido penicil6ico por 
decremento de yodo o 
absorción de yodo-almid6n 

Cantidad de ácido penici­
l6ico formado por unidad 

de tiempo medido por toma 

~e yodo. 
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Aplicaciones Sensibilidad 

Ensayo alcalimétrico 100-300 U/ml 

Ensayo manométrico 5 a 10 U/ml 

Selección de microor- 10-100 U/ml 
~anismos productores 
de penicilinasa 

Ensayo acidimétrico 

Prueba microfotomé.­
trica 

Microyodom~trico 

Ensayo de titula­
ción yodo 

O.l-1 U/ml 

Detecta me­
nos de 100 
moléculas 
de enzima. 

0.002-0.2 
U/ml 

1-10 U/ml 



Continuaci6n. de la tabla IV 

Principio 

Cantidad de 'cido penici­
loico formado por unidad 
de tiempo • 

Decolortzaci6n del yodo­
almid6n en la presencia 
de sustrato indicando la 
actividad de la penioili­
nasa 

(39) 

Apli cacionee 

Ensayo yodomltrico de 
tiempo (yodo, constan­
te, medic16n del tiempo) 

Exam1naci6n de yodo 

Prueba de selecc16n 
yodom&trica 

Cambio en la densidad Ensayo polarim&trico 
~ptica. Valor de formaci6n 
ae ácido penioilioico de-
~erminado por el cambio en ~ 
~a rotaci6n 6ptica. 

Sensibilida~ 

1-10 U/ml 

0.01~0.1 
U/cm 

0.01-0.1 
U/colonia 

10-50 U/ml 



M.+PITULO III 

APLICACIONES DE LA PENICILINASA 
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La decisi6n de obtener mediante un proceso químico o por me­

dio de una biosíntesis microbiana a gran escala una sustancia de­

terminada depende en la mayoría de los casos de la utilidad prác­

tica que puede tener esta. Tal es el caso de la penicilinasa la 

cual se ha visto que en el presente tiene muchas aplicaciones por 

tal motivo, en los Últimos años ha sido obtenida en gran escala 

situándose entre las principales enzimas comerciales. 

El uso cada vez mas frecuente y en diversas áreas que se le 

ha d~do a la penicilinasa permite confiar que su potP.ncial prác­

tico ·es muy_ grande. Actualmente podemos citar que la penicilina­

ªª es utilizada en el campo m&dico, alimenticio y farmacéutico 

principalmente, por lo que es e~ objetivo del presente capítulo 

dar a conocer en que aspectos de estas áreas interViene la pe­

nicilinasa. 

3.1 INMOVILIZACION 12!, ~ ].ENICILINASA 

La peniciliftasa es trecuentemeftte utilizada como una enzima 

inmovilizada ya que de esta forma es retenida por mayor tiempo 

su actividad catalítica. Existen diversos m~todos para inmovili­

zar esta enzima·por lo que en este punto se describen los m~todos 

de inmovilizaci6n de dicha enzima más frecuentemente utilizados. 

a) Definici6n y m'todos ~ inmovilizaci6n 

Las enzimas inmovilizadas son definidas como enzimas física.­

mente confinadas o localizadas en una cierta regi6n definida del 

espacio con retenci6n de sus actividades catalíticas las cuales 

pueden ser uaaclas repetida y continuamente. Una clasificaci6n 
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de enzimas inmovilizadas propuesta en la Ia. Conferencia de 

Enzimas realizada en 1971, se muestra en le cuadro No. l y 2. 

Atrapadas 

1 
' Atrapadas 
en matriz 

Enzimas 

·' 
l 

~ 
Modificadas Nativas 

4 
Inmovilizadas 

1 

• Micro 
encap.­
suladas 

Enlazadas 

' Adsorbidas 

1 
~ 

Ealazadaa 
covaleatemente 

CUADRO No. I Claaificaci6n de enzimas 
inmovilizada1.~ 

En la misma conferencia ae propusó un cuadro de métodos de 

inmov11izaci6a de enzimas, oue aquí ~ muestra: 

Métodos de inmovilizaci6n de enzimas 

' l ' Tipo de enlazamiento Formaci6n de Atrapamiento 

' 
1 

Adsorción 
f!sica 

nuevos enlaces 

' ~ ' Enlace Enlace En matriz 
iónico covalente o soporte 

CUADRO No. 2 METODOS DE INMOVÍLIZACinN 
DE ENZIMAS. 

1 
~ 

Microen­
capsula­
da, 
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La inmovilización de la penicilinasa se realiza por varios 

m~todos, que a continuaci6n se describen: 

1) 'Rasserman y qolaboradores (89), realizaron el siguiente 

procedimiento p~ra inmolizar la penicilinasa, (método de 

atrapamiento en matriz o soporte), el cual tiene un alto 

grado de confiabilidad en donde es inmovilizada del 97-98% 

de la enzima. 

a) La soluci6n de la enzima (150 microlitros) ea puesta en un 

amortiguador 50 mM de citrato-fosfato a pH= 7.5 con 100 m~ 

de perlas de vidrio como soporte e incubadas de 30 a 60 mi­

nutos a 25•c. 

b) Se adicionan 15 microlitros de una aoluci6n de glut~raldehído 

al 10~ y un correspondiente volúmen de amortiguador. 

c) Las muestras fueron incubadas por un tiempo adicional de 30 a 

60 minutos y el sobrenadante fue desechado quedando únicamente 

las perlas. 

d) Las perlas son suspendidas nuevamente en amortiguador y agi­

tadas. El sobrenadante fu' removido por aspiraci6n y las per­

las fueron lavadas cinco veaes con agua. 

2} Gnanasekaram y Mottola (27), lo,?,rCJ.ron inmovilizar la penicili­

nasa por el método de atrapamiento en matriz o soporte r.ue a 

continuación se desglosa: 

a) Tratamiento al soporte: l'uede realiz-.rse por CUé:.lr.uiera rle los 

dos métodos siguientes: 

I) Tratamiento con solución alcoholica: 

A} A un mililitro de una soluci6n de ailano se le a.·.-regan 9 mi- . 

lili tros de alcohol al 95 %. 
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B) La solución es adicionada a l g de vidrio y es desgasificada 

por agitación con aplicación de vacío. 

C) La mezcla resultante fue a&itacla.por dos minutos y el sólido 

fue aislado por filtraci6n. 

D) El sólido es lavado con etanol al 95~ y secado por calenta­

miento a i1o•c durante 10 minutos. 

II) Tratamiento con tolueno 

A) A un mililitro de una solución de silano s~ le agre~an 9 mi-

1ilitros de tolueno anhidro. 

B) l g de vidrio es adicionado a la solución desgasificada por 

agitaci6n y con aplicaci6A de vacío. 

O) La mezcla es reflujada por 4 horas, y el sólido es aislado 

por filtración, lavando con metanol. 

D) El producto final es secado por calenta1dento a· 8o•c durante 

12 horas. 

b) Acoplamiento .2,QA glutaraldehído 

A) A 0.5 g de vidrio ailanado se le adicionan 20 ml de una soluci6i 

de glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de foafatoe 0.05 M ~ 

PH= 7. 
B) La mezcla sólid.o-solución es agitada por 60 minutos. 

C) El sólido es lavado con agua destilada para remover el exceso 

de glutaraldeh!do. 

o) Inmovilización ~ 1,! enzima 

A) A 0.5 g de vidrio activado con glutaraldehído se le agregan 

10 mililitros de amortiguador de fosfatos 0.05 M a pH= 7. 
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B) La mezcla sólido-amortip.uador es enfriada a 4•c. 
C} A esta mezcia se le avrega un vial de penicilinasa (1695 U). 

D) 3e a~ita por 4 horas a 4•c. 
E) Se lava sucesivamente con agua destilada, KCl lM y amorti­

guador de fosfatos O.OS M a pH = 7. 

F) S6 refrigera a 4•c para su posterior utili~aci6n. 

3.2 APLICACION P.! LA. PENICILINASA !!! l!! INDUSTRIA FARMACEU'T'ICA 

Es importante destacar que la i:nmov:l.lización de la penicili­

nasa permite retener la actividad catalítica de la enzima lo 

que ha hecho posible utilizarla principalmente para detectar o 

determinar la concentración de penicilina en un producto farma­

ceútico determinado. La penicilinasa inmovilizadá es usada con 

suma frecuencia en la industria farmaceútica valorando la can­

tidad de penicilina en tabletas, inyect~bles y caldos de fer­

mentación, funcionando as! como una técnica que permite el con­

trol de calidad en producto terminado (27). Además la enzima 

inmovilizada es aplicada para detectar posible contaminación 

de productos farmaceúticos con penicilina (27}. 

3.3 ~ILIDAD ~ ,!!! PENICILINASA ,!¿!! LA INDUSTRIA ALIMENTICIA 

El empleo de la penicilinasa como un parámetro cupaz de de­

tectar cantidades muy pequeñas de penicilina en alimentos es 

aplicable en la identificación de penicilinas naturales y se­

misint6ticas en leche ya que es importante por diversos fac­

tores relacionados con la salud pública y con aspectos técnicos 

y económicos. Para la determinación rutinaria de antibióticos 
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se prefiere recurrir en eeneral a m~todos microbiol6,g;icos d~da 

su sencillez, rápidez y economía, por no necesitarse personal 

altamente calificado. La deterrnii:iaci6n rutina.ria de antibi6ti­

cos se basa en la incubaei6n de una muestra de leche en presen~ . -
cia del microorganismo de prueba productor de ácido y un indi­

cador. Si la muestra de leche contiene una concentraci6n de 

antibi6tico mayor a aquel para la cual el m~todo esta calibrado 

el microorganismo es inhibido. De lo contrclrio, el recuento de 

microor~anismos permanece estable y este no es inhibido, esto 

se hace apa~ente mediante la producci6n de ácido y el consecuen­

te viraje en el color del indicador. Cuando en una muestra de 

leche se ha identificado el antibi6tico por al~\Dlo de los m~­

todos microbiol6gicos, un mecanismo seguido comunmente para de­

terminar el antibi6tico presente en una penicilina natural con­

siste en incubar una parte de la leche en presencia de penicili­

naaa, la desaparición en este caso del efecto antibi6tico, permi­

te asumir que el contaminante es una penicilina natural. Sin em­

bargo, la falta de estandarizaci6n ~n los procedimientos de in­

cubaci6n de la muestra con la enzima, asi como la falta de pre­

cauci6n en la interpretaci6n de resultados, puede conducir a in­

terpretaciones err6neas en cuanto a la presencia o ausencia de 

penicilina, así como en cuanto a la certeza de si la penicilina 

ea natural o sint~tica. Thom~ (82), realiz6 una investigaci6n con 

el fin de conocer si era pdisible identificar tanto penicilinas 

naturales como semisint~ticas en leche utilizando una preparaci6n 

comercial de penicilinasa y un método. microbiol6gico de uso ruti­

nario, la investiRaci6n present6 al~'UllOS problemas pues las 
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técnicas microbiol6gicél.S en cuesti6n no son capaces de BP.P"Uir 

la cinética enzimática, es decir, determinar cuantitativamente 

la c~ntidad de penicilina no hidrolizada o remanente en un tiem­

po dado, ai no que son semicuantitativos ya que identifican so­

lamente si el antibiótico presente tiene una concentraci6a.ma­

yor o menor que aquella para la cual son cali&rados. Sin embar­

go una soluci6n aparente se vislumbr& utilizando el siguiente 

procedimiento: 

1) Se incub6 la muestra de leche con la penicilina en presencia 

de penicilinasa. 

2) Se retir~ron muestras a intervalos adecuados de tiempo para 

ser analizadas por el m~todo microbiológico. 

3) Mientras la ooncentraci6n de sustrato rema:Dente {penicilina) 

fueron mayores al rango de detecci6n para 1• cual el método 

fue calibrade, los resultados mostrar~n presencia de anti­

biótico. 

4) Ell un momente dado, la concentracióa de sustrato remanente 

es menor al rango de detecci6A del m6todo, entonces los re­

sultados indican ausencia de antibiótico. 

De esta forma.fue posible valuar el tiempo necea~rio para al­

canzar una concentración de antibiótico remanente tal que no sea 

detectada, consider~ndose entonces desactivado el antibi6tico. 

Como las cin~ticas de actividad son distintas para cada prueba, 

se relacion6 el tiempo de desactivación con la concentraci6n de 

la enzima y la del sustrato ori~inal, logr!ndoae de esta forma 

su identificación. 
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En la investigaci6n se utilizaron les si~uientes reacti~os: 

una ampolleta de penicilinasa liofilizada de B. cereus conte­

niendo 100000 U que se utilizó para preparar soluciones en a~ua 

destilada con 30 % de solución amortiguadora de fosfatos a pH= 7 

de 10,000 y 1000 U/ml. Solucioaes de trabajo a diferentes con­

centraciones fueron preparadas a partir de las solucion~s ante­

riormente descritas con agua destilada. Entre los antibióticos 

utilizados se encuentran la sal sódica de bencilpeni'cilina, sal 

procaínica de bencilpenicilina, sal de sodio de fenoximetilpeni~ 
' 

cilina, meticilina sódica, trihidrato de amoxicilina, cloxacilina 

sódica. Fueron preparadas soluciones de 0.6 microgramos/ml de 

cada penicilina con agua destilada, y subsecuentes diluciones con 

agua destilada fueron hechas. La leche en polvo libre de anti­

biótico fue reconstituida en una relación 1:10 con agua destila­

da y se prepararon estándares de leche con antibi~tico a diferen­

tss concentraci6nes. En todos los casos las soluciones de anti­

bióticos y enzimas fueron almacenadas por 5 días a 5•0. 

Determinación del antibiótiee 

Dos m~todos microbiológicos fueron usados. El primer m~todo es 

el Delvotest P que consiste en una ampolleta con un medio sólido 

en el cual se encuentra el microorpaniamo de prueba (P. etearo­

thermophilus var. calidolactis), y a la que se le aP't'er,a una ta­

bleta con el indicador de ácido y con nutrientes, adicionando tam­

bién 0.1 ml de leche; la incubación se realiza a 65•0 en un baño 

de agua y los resultados pueden observarse cespu~s de 2.5 horas. 

El segundo método conocido como Intertest Acuespheres consiste en 

usar una tableta que contiene el indicado.r,, los nutz:ientes y el 
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microorP"anismo de J!rueba (S. thermophilus) este.. t;.:.bleta se 

ü~r~ga a un tubo de ens~yo con 2.5 ml de leche, l~ incubación . ' ' ' se realiza a 45 C en un bafio de a~ua y los result~dos pueden ob-

tener~e después de 4 horas. 

Incubaci6n ~ ~ enz:i.ma 

Los tubos de ensayo con las cantidades Ei.deca.adae_de diluci6n 

de l&.. enzima y de leche con anti bi6tico, ambos a una tempera. tura 

de 5 •e fueron prec¡;,lent"4dos por separado, en un baño de éif:Ua a 

3o•c por 10 minutos. Despu~s de ese tiempo volumenes determinados 

de la dilución de. enzj¡Jna üe transfieren a los tubos conteniendo 

la leche con antibi6tico, el tubo ee mezcla por a~itación. A de­

terminados intervalos de tiempo las muestras de leche fueron re­

tiradas (O.l ml para el Devoltest F y 2.5 m1 para el Intertest 

Accuespheres) y ensayadas inmediatamente por el mátodo microbio-

16gico. 

ResuJ.tados 

Fara determinar la concentración de sustrato (penicilina) no 

hidrolizado, Thom& utilizó los siguieutes criterios: 

Usar: 

1) La máxi~a concentración de enzima {¡¡entcilinaea.) necesaria 

para hidrolizar el antibiótico en .:;•J totalidad, en ese caso 

habrá crecimiento del microorgani;;;;ro:i prueba (+) pues todo 

el antibiótico es hidrolizado. 

2) La concentración promedio de la enzima necesaria para hidro­

lizar parcialmente el sustrato originando una inhibicicSn 

parcial del microorganismo prueb~ (+/-). 
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3) La mínima concentración de suatrato necesaria para inhibir 

por completo el crecimiento del microorganiemo prueba (-). 

En la tabla I se muestran los rangos de detecci6n para los dos 

métodoe microbiol6gicos utilizados. 

-· 

Tabla I 

Rango ~ detección ~ antibi6tico utilizando 

~ enzima penicilinasa. 

Sustrato Resultado. Conc. de antibi6tico (micro~ 
gramoe/ml'). 

Delvotest p Intertest 
Accuest>heres 

+ 0.0012 0.005 

fenicilina bencilica +/- 0.0024 0 •. 01 

- 0.0036 0.02 

+ 0 •. 0015 0.003 

Ampicilina +/- 0~003 0.006 

- 0.006 0.012 
-

+ 0.0015 0.066. 

Alloxicilina +/:- 0.003 0.006 

- . 0.006 0.02.4 

+ 0.003 (positivo 

Meticilina +/- 0.006 
hasta 6 
mcg/ml) 

- 0.012. 

+ 0.02 0.3 

Cloxacilina +/- 0..03 0.4 

- 0.04. o.6 
' 
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Asimismo fueron dete'rmini:..dos los valores de V max y" Km 

&.parentes para la enzima, en la t&.bl&. II y III se muestran 

las velocid~des máximas y Km encontr&.dos para los diferentes 

antibi6ticos al ser hirirolizaclos por una cantidél.d determinada 

de penicilinasa. 

Valores ~ !z.. máxima encontrados p&.ra diferentes 

antibi6ticos hidrolizados por~ penicilinasa, 

lripo de penicilina V. máxima V. máxima Conc• de penicili-
original corregida o.asa (U/ml) 

Bencilpenicilina 3.333 x·io-6 
3.333 X 10-6 12.5 

Ampicilina 1.999 X 10-6 2.798 X 10-6 50.0 

Amoxicilina 1.999 X 10-6 3.599 X 10-5 50.0 

Meticilina 1.666 X 10-7 -5 5.797 :x; 10. 500 

Cloxacilina 6.666 X 10-S 1.999 X 10-5 2500 
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TABLA III 

-
Valores de Km encontrados para diferentes antibi6ticoa 

1 

hidrolizadoa por la penicili.!!,!!! 

Tipo de penicilina Jrm ( 1111!/ml )' 

Bencilpenicilina 5.3SOB X 10-
6 

Ampicilina 5.3808 X 10-5 

Amo.xicilina 5.3808 X 10-5 

Meticilina 1!076 X 10-4 

Oloxacilina 1.614 X 10-4 

-

3.4 UTILIZACION ,M ,&! PENICILINASA EN,&! CLIRIOA 

Las primeras preparaciones de enzima cruda fueron adecuadas 

en el tratamiento de pacientes al~rgicos a la penicilina, hasta 

la introducci6n de la meticilina y despu~s de las isoxasol-peni­

cilinas las cual.es presentaron problemas para ser hidrolizadas 

p0r la penicilinasa por lo aue esta tuvo que ser purificada para 

acelerar su actividad. 

En 1973 el problema pareció haberse resuelto mediante el WIO· 

de preparaciones comerciales disponibles de la enzima obtenida 
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a partir de B. cereus que contenía a J.os dos componentes, el 

tipo I (penicilinasas) y el tipo II (cef&losporinasa), la 

mezcla de enzimas fue capaz de inactivar a todas las penicili­

nas y cefalosporinas (73). 
Las preparaciones de penicilinasas han sido aplicadas en 

el laboratorio clínico para inactivar a las penicilinas de los 

fluidos del cuerpo, en pacientes que presente~ un tipo de aler­

gia contra la penicilina. 

Antes de llevar a cabo la administraci6n de la penicilinasa 

se hace uxa buena purificaci6n de la enzillla seguida de una se­

rie de easayos cl!nices en animales de laboratorio para poder 

comprobar la eficacia y los efectos que p:roduce: siendo los 

resultados satisfactorios se procede a la utilizaci6n de la pe­

nicilinasa (92). 

Las penicilinasas obtenid&e de B. cereus son las más utili­

zadas y se administran por vía :intramuscular para destruir en 

la circulaci6n a la penicilina residual, en pacientes hipersen­

sibles (7,57), Aunque la inyecci6n de estas proteínas bacterianas 

no es solamente efectiva, sino que además esta asociada con una 

sorprendente baja en los efectos adversos (91). 

El procedimiento es muy interesante como un tratamiento al~r­

gico porque lleva a aabo la destrucci6n de alergenos que en eate 

caso es la penicilina (14, 94). 

Otra de las a~licaciones oue tiene la penicilinasa en la el!~ 

nica es la comprobaci6n a que tipe de antibióticos afecta la 

enzima y cuales son resistentes al efecto de esta, haciendo que 

el paciente ao responda al tratamiento con antibióticos beta­

lact,micos. 
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La serie de pruebas realizadas p~ra determinar esto son pa­

recidas al antibiograma y la metodoloP.ía a ser.uir es como si~ue: 

1) Se aisla el microorganismo problema a partir de mue~tras to­

madas del paciente. 

2) Para realizar la prueba se incuba el microorganismo en un me­

dio de cultivo adecuado ya sea s6lido o líquido. 

3) Se le agrega al medio de cultivo discos· impregn~dos con di­

ferentes antibi6ticos y a distintas concentraciones. 

4) Despu&s de un período de incubaci6n ·de 18, a 24 horas y a una 

temperatura de 37•c se procede a medir el tamaño de los halos 

de inhibici6n producidos por la acción del antibi6tico que no 

ha sido hidrolizado por la penicilinasa producida por el mi­

croorganismo; si no se forman los halos de inhibici6a indica 

que la penicilinasa hidroliz6 el.antibi6tico y el tamaffo del 

halo ea proporcional a la cantidad de penicilinasa presente. 

Ya que a mayor producción de penicilinasa es menor el halo 

de inhibición. 

Así es como se determina la conc~ntraci6n míni~a inhibitoria 

(C~I) para diferentes antibióticos siendo de gran utilidad para 

dar un tratamiento efectivo contra una gran cantidad de microor­

ganismos pat6genos que producen penicilinasa. 

Se tienen reportes de una variedad muy grande de microorganis­

mo como son: Staphylococcus aureus (32), Escherichia .Q.211 (30), 

Branhamella catarrhalis (61), Klebsiella !R.• (13,45), ProteUl!I 

mirabilis, Proteus morgani (64, 88), Salmonella !J!.• (30),...!!ü-­

tenobacter !R.~ (13), Citrobacter ~' Serratia marcescens (79), 

P. aeruginoaa (30), Enterococcus ,!!..2, Eritrococcus, Pseudomonas 

cepacea (64), Haemophilus influenzae (3,5,~0), Klebsiella 
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gneumoniae (11), que son usados como microor~aniemos de prueba 

para antibi6ticos como son: ampicilina, piperacilina, amoxici­

lina, temocilina, moxolactam, determinando la concentraci6n 

mínima inhibitoria para cada uno y a d:i.ferentes concent.raciones 

de antibi6tico. 

Ademá.s del m~todo mencionado existe otro el cual es llamado 

hoja. de trébol, en el que se utiliza ua microorganismo indica­

dor que no debe de presentar acti'lidad de la penicilinasa, la 

especie de prueba, y discos impregnados de antibi6ticos a di­

ferentes concentraciones y sembrar en agar sangre como se mues­

tl"* en 1a siguiente figura, es llamado hoja de tr,bol porque los 

h!llos de inhibici6n parecen un trébol de cuatro hoja.s,(41). 

especie de prueba 

especie indicadora 

disco de antibi6tico 

· zona de inhibici6n 
o 

* 



(56) 

3.5 .PROBLEMAS EN LA PRODUCC!ON. APL!CACJON Y COMERCIAL!ZACION 

DE LA PENICILINASA 

Los principales problemas en la producción de la penicilinasa 

que existen en nuestro país.(36), se resumen en los siguientes 

pim.tos: 

1) Uno de los principales problemas ~s la incipiente producci6n 

y Que la adquisici6n está basada en mercados extranjeros de . 

manera que el desarrollo de tecnologías basadas en este pro­

ducto implica el riesgo de una dependenci~ externa cada vez 

mayor. 

2) Se deberían de formular alternativas para la producci6n que 

esten dentro del aprovechamiento .de los recursos naturales 

y a la generaci6n de tecnología propias para la producci6n 

de acuerdo a nuestras condiciones 

3) Que las Universidades, Institutos y Centros de Investigaci6n 

de nuestro país tengan mayor cuidado con respecto a las in­

vestigaciones sobre producción de enzimas, ya que deberían 

sus inves.tieaciones canali zadae .. a 11-poyar el . desarrollo in­

dustrial. 

4) Otro problema oue existe es oue no hay una estrecha relaci6n 

entre las Universidades y la Industria ya nue es muy difícil 

oue una Compañía privada o estatal inicie conjuntamente pro­

yectos nue culminen en procesos ind).tStriales, por lo general, 

los industriales piensan que es má~ sencillo comprar tecnolo­

gía en el exterior que recurrir a las-univers~dades. 
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5) El costo de las inversiones hace difícil que las investi~a,.;.. 

ciones sobre producción de enzimas que se realizan en las 

universidades se haga una realid~d comercial, ya que las 

inversiones son grandes. 

6) Uno de los problemas oue con más frecuencia se presenta es 

con respecto a la purificación y extracción de la enzima, 

ya que aunque los procesos de producción de las primeras 

etapas sea altamente eficiente los pasos limitantes son pre­

cis~mente los de recuperación ya ~ue no se cuenta. con la es­

tructura. tecnológica adecuada ni con el conocimiento b~aico 

para poder optimizar estas operaciones. 

Estos son los principales problemas que se han ~resentado para 

poder producir en gran escala toda la cantidad de penicilinasa que 

es requerida por la industria ya que en nuestro país no se produce 

y toda la que se utiliza es de importación. Creando así grandes 

problemas de su uso con respecto al costo y al tiempo que se lleva 

.para la importación~ 

&Aunque ya existe una tentativa de producción de enzimas hi-

. ~rolíticas de las penicilinas en Jl~xico. El reporte más reciente 

sobre producción' y aplicación, indica que algun<.s industrias em­

piezan a interesarse en la investigación de las ~ismas; tal es 

el c~so de la Cía. de Fermentaciones y Síntesis s. A. quienes 

proporcionaron reactivos e información para la realización de 

una tesis efectuada en el Centro _de .InveE: ~ip,aciones sobre Inge­

nie:da Genética y Biotecnología. 



CONCLUSIONES 
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Como se ha visto an el desarrollo del presente trabajo, 

es mu.y importante la ~roducci6n de la penicilinasd, ya que 

es una enzima de .tipo comercial, con una infinidad de apli­

caciones en la industria farmaoeútica, de alimentos, en la 

clíaica y es usada tambi~n ea terapia. Por todas estas r&z•­

nes se ha incrementado su producci6n y el m~joramiento de la 

· tecnoleg!a sobre su obtenc16a en los fil.timos años. Siendo 

utilizado el m&todo de biosíntesis microbiana para la ela­

boraci6n de la enzima a gran escala utilizando para ello a 

lo's principales microorganismos producteres, resultañdo un 

m'tode en cierta forma barato y r'pido. 

Aunque en nuestro país no se ha podido realizar una pro­

ducci6• a gran escala, debido a que no se posee la tecnología 

necesaria para ello, así como que es requerida UD.a gran in­

version para la implementaci6n y funcionamiento de la planta; 

porque el problema no s61• trasciende en una inversi6n inicial 

en equipo, terreno, construcción, personal que laborara, sino 

que tambi1fo es necesario la adaptac_i6n de la tecnología y la 

comercialización de la enzima. 

r en el país .no existe una insti tuci6n que 'quiera realizar 

este proyecto debido a la necesidad de grc:..ndes inversiones y 

que las utilidades son obtenidas por lo menos después de dos 

años de iniciado el proceso. 

Otro de los puntos importantes que hay que consider~r es 

la de tecnolop,!a apropiada y los centros de investi~aci6n del 

país aecesita.n de bastantes recursos económicos para llevar a 

cabo el desarrollo de t'cnicae sobre producci6n de enzimas a 

nivel industrial. Al~o ~ue podría ayudar a dichos centros de 
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investi~~ci6n es el respaldo ~ue les dieran algunas compa­

ñías o el gobierno mismo, r~cilitando así la probabilidad 

de realizar este proyecto. 

Porque no nada más se disminuiría el costo de la enzima 

ya que es muy elevado debido a que la penicilina.ea usada en 

el pa!s es de importaci6n, sino también por el tiempo cue se 

ne ce si ta par"- su importancia sería menor y el suo , se vería. 

aumentado. 

La penicilinasa usada en el sector clínfco es import~da de 

Estados Unidos, Europa, y Jap6n p&r ser loa principales produc­

tores, siendo por lo tanto extr~madamente cara y su uso es li­

mitado. 

Además en este trabajo se enumeraron t'cnicas para la pro­

ducci6n, extracci6n, purificaci6n e inmoviliza.ci6n de la peni­

cilinasa,. haciendo uso de m&todos microbiol6gicos ya que come 

se dijo anteriormente son los que resultan más baratos y de 

donde se o_btiene mayor rendimiento. Esperando que en el futuro 

'tiste trabajo sea una contribuci6n -para el desarrollo de un pro-

cesG de obtención de la penicilinasa a gran escala. 
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