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INTRODUCCION

“El campo de estudio de las enzimas es un tema que ha desper-
tado mucho interés qufmico y biolémico debido a que se encuen-
tra en el 1{mite donde se unen las ciencias quimicas con laa.
bioldgicas. |

la enzimologia ha tenido un vasto y rédpide desarrollo por 1a
relacién que tiene con varias ciencias como son la Bioquimica,
Pisicoquimica, Bacteriologia, Kicrobiologfa, Genética, Boténica;

- Agricultura, ?arnacologia, Tbxicologia, Patologia, Pisiologfa
y otras ciencias,
» 81 mecanismo de accidn de las enzimas, es por 8f mismo, uno
 de loa més fascinantes dentro de la investigacién cient{fica en
la actualidad, convirtiéndose en una rame de 1as ciencias bio-
1651058._todo lo referente a gichaa enzimas,

las enzimas éon catalizadores biolégicos que hacen posible
infinjdad de reacciones quimicas y son especificas para cada .
reaccién. La funcién, composicién quimica y los aspectos genéti~
cbs que determinan su produccién han recibido une gran atencién
pbr parte de los investigadores cientificos. Ya que la vida de-
pende de un cohp;icado trabajo de reacciones quimicas cataliza~
do por enzimas especificas y cualquier alteracién en su eatruo;
tura o mecanismo de accidén, puede ocaaionar transtornos de gran
1mportancia, es fundamental conocerlaa més a fondo. ,

Uno de los objetivos del presente trabajorea el dar una contri- -
4bueiéh para el mejor conocimiento e importancia de las engimas
1lamadas penicilinasas, las cuales se};gstconOce también con el
nombre de beta-lactamasas I por ser u@;@éﬁbre més genérico que



. indica predominantemente la hidrdlisis de las penicilinas, que
son antibifticos utilizados generalmente en la ﬁedicina contra
una gran variedad de microorganismos que causan serios transtor-
nos al:organismo humanoe y animal.,

Por su importancia, en el presente trabajo s8e daran a conocer
las propiedades fisicas y quimicas, reaccién que catalizan, lo-
calizacién celular, e inhibidores y activadores de 1a enzima.
Asinieno'cgmo los principales productores de dicha enzima son
microorganismos, se expondrin los principales génexoa}producto-
'ree; su bioainteais; extraccién y purificacidn de la'cnzima'y
la importénoia que tiene en el campo industrial.

Las penicilinasas tienen un amplio campo de aplicaciones en
la industria farmacéutica para la deteccién de la contaminacién
en los productos farmacéuticos que contienen penicilina, y esta
deteccidn es muy 1mportante rara esvitar que ileguen a8l pdblico
productos que no reunan las normas'éxigidas para este tipo de
‘medicamentos, » -

Otra de las aplicaciones que posee-la penicilinasa es el de
1a deteccifn de éenicilings ya sea naturales o semiaintétiéaa
en alimentos como la leche y produttos lécteob.,

En clfinica humana es usada para eliminar de los diferéntoa»
flufdos del cuerpo a 1a penicilina, también es §til como medida
terapbutica en paciehfea qud presentan alargia‘a este antibiéti-
- ¢o, ya que la enzima modifica en forma muy favorable el curso
de las reacciones gl&rgieaa ala ponicilina en el 80% de los
casos, dichas reacciones pueden ir desde una simple urticaria,
"hasta la produccién de un shock anafildetico, siendo la enzima
quien hidroliza 1a penicilina y ayuda a desaparecer los sfntomas,



Por dltimo se enumeraran la serie de problemas que existen
en nuestro pafs para que se lleve a cabo la produccién a gran
escala de 1a penicilinasa, as{ como las medidas mas adecuadas
a tomar para acelerar el desarrollo e investigacién en este.

campo.



CAPITULO I
. GENERALIDADES
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1,1 DEFINICION, CARACTERIZACION, PROPIEDADES Y CLASIFICACION
DE LAS PENICILINASAS.

a) Definicidn

Las penicilinaszs son un conjunto de enziwas hidrolfticas
.producidaa por una gran variedad de‘microorganismoa Gram posi-
tivos y Gram negativoa, pertohecen al grupo de las beté—léct&g
masas las cuales se encargan de catalizar la hidrélisis del
enlace amida en el anillo beta-lactémico del écido 6-aminopeni-
cilénico (6-AFA) o del dcido 7-am1n6'cefaloapordn1co (7-ACA),
De ias beta~lactamasas las mas frecuentemente encontradas en.
los iicroorganiamou productores son las penicilinasas y en oca-
siones las cefalosporinasas, ambas se diferencian de otras en-
zimas que también atacan la peniciiina como ihs amidasas y acil
esterasas, en la naturaleza del enlace hidrolizado,

b) Caracger;zaggén‘z grggiedadés de las pggicglinésas

De acuerdo & los sustratos especificos sobre los que actuén,
8 sus propiedades fisicas y quimicas y a reacciones inmunolégi-
cas de precipitacién y aglutinacién con el antisuero correspon-
'diento 86 ha podido determimar la existencia de varios tipos de
penicilinasas, .

Investigaciones recientes por Sato y colaboradores (73), in-
dican que la gran mayorfa de las penicilinasas producidas por
bacterias Gram negativas son constitutivas (78), y muchas de
las obtenidas:a partir de microorganiamos Gram positivos son

enzimas inducibles,
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Asimismo existe una clara diferencia en la localizacién
celular de la enzima de acuerdo a la afinidad tintorial, pero
este aspecto sera discutido en pérrafos posteriores..

Por otra parte existen propiedédeq fisicoquimicas que tam-
bién 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), muestran un
méximo de accién en un rango entre 6 y 7 con una declinacién
aguda en 1a_rgg16n alcalina, mientras que las producidas por
microorganismos Gram negativos muestran un rango éptimo de pH
eﬁtre 5.0 y 8.3, Una informacién mas completa sobre las pro-
pledades de las penicilinasaa la p:oporcionn.la tabla No., I
en donde se encuentran algunos de los microorganismos mas im-
portantes en cuanto a la produccién de la enzima, ‘

c).clasificaci6n de genici;inaeaa.

Ya que la clasificacién de las enrzimas en general se basa en
los diversos sustratos sobre los que podfian actuar las enzimas,
por ejemplo, las que actuaban sobre las penicilinas.eran deno-
minadas penicilinaeas, las que catalizaban la hidrélisis de ce-
falosporinas se les llamaba cefalosporinasas y asi sucesivamente
a 1a8 otras enzimae se les agregaba el prefijo asa al nombre del
sustrato sobre el que actuaban, Fosteriormente se encontrd otra
forma de agrupaciém (37), que considera la localizacién de la
"enzima: 81 esta e3 intracelular (como en muchas bacterias Gram
negativas) o extracelular (presente en bacterias sram positivas).
Asimismo Richmond y Sykes (77), fealiza?on otra clasificacién

de acuerdo a si la penicilinasa es conati¥ut1va;-es decir, que
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se encuentra en una concentracién definida en el citoplasma
bacteriano (como muchas bacterias Gram negativas) o es inducible
pues requiere 1a presenciaz del sustrato especifico pura acele-
rar su afntesis; dentro de esta clasificacién existen subdivi-
aibnes,debidas‘a 1la produccidén en gran cantidad de 1la enzima
(macro) o 6n.poca proporeién (miero). .

La recombinacién genética bresente en muchas de las bacterias
prodﬁctoras de penicilinasa ha servido como un ecriterio para su
clasificacién, agrupdndolas.en las producidas después de una
replicacién genética como en el caso de ﬁenicilinésas de algunos
estafilococos o por medio de piésmidos que intercalados en el.
cromosoma bacteriano son codificados para su produccién,

En 1972, 1a Comisién de Enzimas (17), introdujo el término ce-
falosporinasa para denominar & la enzima que actua sobre la ce-
faloaporina,‘quedando como beta~lactamasa I la penicilinasa y
como beta-lactamasa II la cefalosporinasa evitando as{ confusio-
‘nea, Por otra parte esta comisién determiné que las penicilinasas
de bacterias Gram positivas pueden ser diVididas-serologicamente
en euatro'tipoa, pero de acuerdo a su actividad sobre la penici-
lina son 1ndist1ngu1blea. ' ' '

Otra clasificacién realizada por Richmond y Sykes en 1973
(77), de beta-lactamaaas es actualmente 1a mas completa pues _
toma en cuenta toéaﬁ las caracter{sticas de las clasificaciones -
antes mencionadas, esta se diiide en cinco clases;

a) 1a clase I comprende las enzimas que son predominantemente
activas contra cefalosporinas, loq géneroa productores son

Escherichia, Entergbacter, Citrobacter, Proteus indol (),



b)

c)

a)

e)

(4)

Pseudomonas y Serratia, La informacién genética de estas

enzimas es mediada a trdves de cromosomas, y su produccién
puede ser del tipo comstitutivo o inducible dependiendo de -
la especie.

La clase II que comprende las enzimas que son predominante-
mente activas contra las pemicilinas, las especies produc—
toras son bacterias Gram negativas y codifican le sintesis

de penicilinasa a trdves de cromosomas,

1

Pn la clase III se encuentran las enzimas que tienen la mis-
ma actividad contra penicilina y cefaloapqripa'perq que son
sensibles & 1a inhibieién por cloxacilina'y resistentes a
la inhibicién por p-cloromercuribenzoato, la informacién ge-
nética para la produceién de la enzime se lleva a cabo &
trdves de plésmidos, |

La clase IV incluye’enzimas que actuan sobre los mismos sus- -
tratos que las enziméa de la clase III pero son resistentes
a la inhibicidén por cloiacilina,y sensibles ayla inhibicién
por p-cloromercuribenzoato, principalmente son producidas
pbr'xlebsiella. Esta familia de engzimas exhibe propiedades’
bioquimicas similarea y son invariablemente constitutivas,

La clase V comprende las enzimas que actuan sobre la peni-
cilina y la éloxacilina y son resistentes al p-cloromercu-
ribenzoato, son producidas preferencialmente por especies

de Pseudomonas a tréves de elementos genéticos extracromo--

somales,



(s)_' ,

d) Determinacidén 4

la estructura gufmica de las penicilinasas

1as penicilinasas como todus las enzimas son de naturalezav
protefca (62), entre las enzimas de este tipo producidas por

Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, y Staphylococcus au-

Ieus no existen diferencias apreciables en cuanto a sus pro-
piedades quimicas generales, exceptuando entre estas el punto
isoeléctrico y la composicidén de aminodcidoB los cuales murcan
una diferencia palpable'entre estas penicilinasas,

Ambler y Meadway (1), lograron determinar 1a secuencia de
aminodcidos de las peniéilinasas producidas por especies re-
presentativas de Staphylococcus aureus y Bacillus licheniformis.
En primera instancia estas enzimas se purificaron por el méto-
do de adsorcidn-elucién a pH= 7.5 con posterior filtraciém en
gel obteniendo concentraciones de 20 mg de enzime/l de culti-
vo, més aﬁelante se rea1123 la digestién de las enzimas con
tripsina, quimotripeina y/o pepsina en donde se determiné la
composicién de aminodcidos de las penicilinasas (ver tables.
1I y II1I), y la secuencia de aminodcidos de la enzima de Sta-

phylococcus sureus PC 1 (tabla IV) (9).
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. TABLA

S

‘Propiedades relevantes de les penicilinasas (9)

specie P. M. pH Sptimo T Punto Cofactores
roductora ) | tsoelée-~ regueridos
trico
. cereus : -
S 411 22,500 - -— 8.4 7n
’ 4 III 18.000 - - 804"‘9-0 m
B. liche— | 28,000 [6.0-7.0 | 40 | — _—
Fiformis
. aureus 29,600 5.9 55 8.9 —_—
C-1 ' :
E. ecoli 25,000 7.0 30 5.7 —
. cold 44,600 | -- - 8.3 -
818
terobacter| 39,000 | 8.2 - 7.9 -
loacae P99 ’
ersinia en-
erocolitica
A ) 22’000 6.5 30 8-1 -
B 34,000 7.5 - 5.4 -
48'000 800 ones 705 —

. aerugi-
(e]:1: 3




&Comp_osicién de

(1)

TABLA IT

aminofcidos en genicninasas

Aminoéeido S. aureus PC 1 L B. licheniformis
Glicina 12 16
Alanina 18 26
Valina 16 17
Leucina 22 27
Isoleucina 19 15 e
Serina 19 c12
Treonina 13 j.‘_21‘
Ac, aspértico 39 38
Ac., glutdmico 18 .30
Fenialanina 7 -1
Tirosina 13 6
Cisteina — —
Triptofano - j
NMetionina 3 5
Prolina 9 12
Lisina 43 34
Histidina 2 1
Arginina 1 _12_

Total 275 275

& = Nimero dg moléculas de aminodecido en la penicilinasa




TABLA II

&Qggposicién de sminodcidos en penigilinasas
B. licheniformis B. cereus S. aureus
5346/C 749/C 5/B 569 Tipo A Tip> B
aminodcido
Lys 19 22 31 23 44 43
nrg 12 12 13 11 5 5
His 1 1 6 6 2. 2
Asp 28 31 33 25 42 42
Tre 18 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
 Meo 5 4 5 1 2 2
1s0 9 9 20 22 .18 15
Leu 21 22 17 19 23 22
- Tir 5. 6 T 5 12 9
‘Fen 5 5 7 8 7 7
Cis 0 - 0 0 - 0 0
aminodeci~ .
do N-ter- Lis Lisg Asp - Lig ' -
minal.
NH3 - - - - 29 28

& = Ndmero de moléculag de aminoécido:en la penicilinasa




14
Lis
27
Gli
40

‘Pen-

53
Ala
66
Lio
79

92

Lis
105
Tre
118
Iis
131
Val
144
Tir

157

Tir

28

Ser
41
Ala
54

Tle

67

Val -

80

Ile
93

Ala
106
Ala
119
Val
132

16

Asn

- 29

Gli
42
Tir

Leu

94

Leu
107
Asn

120

Iis
133

Treo Asn

145
Ser
158

146
Pro
159

Gli
43

‘Ala

56
Glu

69

Ile
82

Glu
95

Ile
108
Tre
121
Lis
134

147

160

18

His
3l
Glu
44
Ser
57
Gln
70
Asn
83
Lis
96
Glu
109
Ala
122
Gln

‘135

Val
148
Ser

161

TABLA 1V

de aminodcidos de la

6
Iis
19
Ile
32
Val
45
Tre
58
Val
n
Lis
84
Tir
97
Ala
110
Ile

123

Arg
136
Arg
149

162

(9)

7

8 -

9

Glu Leu Asn

20
611
33
G1i
46
Ser
59
Pro

72

Asp
85

Val
98

Ser
111
Ile
124
Leu
137
Tre
150
Asp
163

21
val
34
Fen
47
G11
60
Tir
13
Asn
86
Gli
99
*l!et
112
Lis
125
Lis
138
Glu
151
Tre

164

22

Tir

35
Asn

48

‘Ala

61

Asn
T4

Ile
817

Lis
100
Tre
113
Glu
;26
Gli
139
Ile
152
Ser
165

penicilinasa d¢ S.

10
Asp
23
Ala
36
Ser
49

-Ala -

62

Iis
75

Val
88

Asp
101
Val
114
Ile

127

140
Glu

153
Tre

166

aureus PC 1

11
Leu
24
Leu
37
Asp
50
Ile
63
Leu
76
Ala
89
Ile
102
Ser
115
G4
128
Gli
141
Leu
154

167

‘Asn

' Asn

Glu
25
Asp
38
Iis
51

64

Asn
7

Tir
90

Tre
103
Asp
116
G141
129
Asp
142

155
Ala
168

r—

13
Iis
26
Tre
39
Arg
52

- Ser

65
Iis8
78

‘Ser

91

Leu
104
Asn
117

130

Lis
143

Tir

156
Asn
162
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1,2 ACTIVIDAD DE LA PENICILINASA

a) Reaccidn gue cataliza

Desde el descubrimiento de las penicilinasas por Chain y
Abraham hace 25 afio8 (17) en un extracto de Escherichia coli

se ha determinado la naturaleza hidrol{tice de las mismas sobre

el anillo beta-lactémico produciendo un compuestb inactivo. con-
tra las especies bacterianas, El producto de la hidrélisis fue
identificado por ellos mismos cuatro afios dgspdés como dcido

peniciloico. lLa reaccidn involucrada se muestra a continuacidn:

M3

5 S CHy
Retn— o ST IR W18
N c—~OM —X5.0 10—, ']’ , %" OH
o \é - panittlinaae 0 M 0. ’
Panicilino ' Re. pewniciloico,

Newton y Abreshem (57), observaron que lz cefalosporina C pudo
. también ser 1nacfivgda.en un cemino cémparable por enzimas hidro-
1{ticas de Bacillus cerenus, tales enzimas son similares a las pe-
nicilinasas y fueron 11aiadas cefalosporinasas, Pero en general
eatdé dos.grﬁpos sonvmeJores descritos como beta-lactamasas,
Los tipos de penicilinas sobre los que actuan con mayor frecuen-
cia se encuentran en la tabia V.
| TABLA V |
Bl dcido 6-aminopenicildnico y sus derivados

cuy

- R- nN —S CHy Estructura £ eneral- de
' ‘DU c=0oW la penicilina,
)
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(R) Penicilina
1. He- APA (dcido 6-amino penicilenico
2. DC\\L - ﬁ - Bencil-penicilina
(o}
3. @ %\,\ -C = Ampiciline
]
N\L‘, o
4, D— X " Penoximetil pénicilixia ;
0-Cuy
Q — ‘
Se 1& Meticilina
v N =
6. é, P ﬁ"' Oxaciling
Cuy 0 ‘
R}
Te  Ne= Cloxacilina -
| C -
-0 \
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b) Potencia de la enzima

la unidad mas aceptada para medir la actividad de la peni-
eilinasa fue recomendada por Pollock y Torrfani‘(73)”en 1952,
una unidad "pollock" de enzima puede destruir un micromol de
bencilpenicilina por hora a 30°C y a un pH= 7. Posteriormente
la unidad internacional (UI) fue expresada en términos de
micromol/min a 25°C, una UI es equivalente a 60 wnidades po-
llock.

3in embargo para evitar confusiones en eéte sentido el
Sistema Internacional de Unidades acordd expresar la potencia

"'de 18 enzima en términos de "Catal” que es la cantidad de enzi- .

ma gque cataliza la conversién de una mol de sustrato por segun-
do bajo condiciones especificas, Por ser el catal una unidad
muy grande en la prdctica se prefiére expresar la actividad de
la penicilinasa en términbs de microcatal, Quedando finalmente
como que 60 unidades pollocks es equivalente a 1 Unidad Inter-
nacional y 60 (UI) es eguivelente a 1 microcatal,

¢) Cinética y especificidad de la reaccién catalizada por la
penicilinasa,

La penicilina tiene un grupo acfdico de pK= 2.9 el corres-
pondiente 4cido peniciloico contiene dos grupos fuertemente
4cidos y un Atomo de N debilmente bdsico en el anillo de tia-
zolidina, Una reaccién andloga es sugerida pera la cefalospo~
rina C y otras cefaloéporinas aunque el producto puede ser

modificado por reacciones secundarias, Aailfue establecido aue
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la hidrélisis enzimética de 14 cefalosporina C o cefalotina es
acompaliada por la uparicidn de dos enuivalentes de &dcido, 1 equi-
valente es debido a la aberturs del anillo beta-lactdmico, el
otro equivalente es atribuible a 1a expulsidn espontdnea del’
acetato del grupo cetoxi el cual acompaia la hidrélisies del ani-
1lo beta-iactﬁmico. Una reécci&n andloga sequndaria aparenteren
"te ocurre en cefaloridina donde la abertura del anillo beta-lac-
tamico se creyé acompafiada por la expulsién de piridine.,

Lz cinética de la reaceién fue primero estudiada con la peni-
cilinasa de Bacillus cereus. la reaccién es de orden cero (17),
en la preéencia de concentraciones saturadas del sustrato.

Roth (17), quien usé preparaciones de B, subtilis reporté que
la cinética de orden cero es precedida por un perfodo de seis
minutos cuando la reaccién es monomolecular, Esto no fue confir-
mado por Banfield (17), qUién establecid que la enzima sigue
estrictamente 1a cinética de ¥Nichaelis-Menten sobre un amplio

rango de concentraciones,

1.3 Iocalizacidn celular de las penicilinasas

a) Control en la produccién de penicilinasas en la bacteria

Cuando una Sacteria produce una gran cantidad de penicilina-
sa, otros aspectos delvmetabolismo de la célula bacterizna son
afectados como es el retraso en el crecimiento del microorganis-
mo en valores por arriba del 10% (55),‘pero esto Unicamente su-
cede en alfunas bacterius cuya produccién de penicilinasas se
precenta cuando son expuestas al sustrato especifico (44).

Izui y colaboradores (40) han reportado en 3, licheniformis

e ——— e —————

un incremento del 100%# en la produccién de penicilinasas cuandb'
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este microorgunismo es cultivado en presencia de la droga, ellos
encontraron que la penicilinusa es producida en gran cantidad
cuando el organismo es expuesto al antibibftico, la interaccién
entre enzima-sustrato puede seguir dos camiﬁos: '
1) Que el antibidtico sufra el suficiente da%o por la enzimé ¥y
sea inefectivo contra el orgaﬁismo productor.
2) Que el antibidtico resista la aceidn de la enzima e inhiba
o destruya a la bacteria (dependiendo de 1a concentracién de
la droga).
- Las penicilinasas inducibles generalmente ssn reguladas por
plédsmidos (6,10,20,38,52), en cuanto a su sintesis, eata invo-
lucra un brocéso de modulacién genética por medio del "opeféﬁ",
es decir, cuando existe en el medio una cantidad apreciable de
sustrato la produccidén de la enzima es codlificada por un grupo
de genes presentes en el plésmido,.pero cuando no existe el sus-
trato especifico la penicilinasa no se produce o sus niveles en
la bacteria son muy bajos. Esta regulacidn genéiica se muestra
en la figura No. 1
Ambler (35), encontré que las penicilinasas varfan de acuerdo
al microorgenismo (Gram bositivo o Gram négativo) que las produce;
generalmente las penicilinasas de microorganismos Gram positivos
son inducibles, los ejemplos mas claros son las penicilinasas
codificadas por B. licheniformis y S. aureus (29), por el contra~
rio muchas de las penicilinasas producidas por'bacterias Gram ne-
gativas son constitutivas tal es el caso de las penicilinasas de
E. goli que es codificada por el pldsmido PBR 322 (43).
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Cromosoma

Espacio
periplésmico

Pldsmido
Fenicilinasa
Penicilinag

'FIG. I PRODUCCION DE PENICILINASAS
A TRAVES DE PLASMIDOS,

b) Distriducién de la penicilinasa después de su produccién

1a penicilinasa és producida por la maquinaria metabdlica en—
cargada de la sintesis de protefnas de la célula por la via clé~
siea, es decir, el RNAm controla 1la produccidn de las protefnas
en el ribosoma bagteriano. 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 periplédsmico” en donde se situa especificemente la peni-
cilinasa, S5in embargo existen diferencias en este aspecto, pues

las penicilinasas producidas por Staphylococcus aureus y otras

bacterias Gram positivas solo temporalmente se alojan en el es-
pacio periplésmico de la membruana celular y rdpidamente se se~

paran de 1la célula basal difundiéndose en el medio de cultivo,
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por lo tanto en estafilococos la penicilinasa es esencialmente
extracelular, As{ cuando se aislan células de S, aureus y son
probadas por métodos de sensibilidad para los antibiéticos co-
mo el CMI (concentracién minime inhibitoria), se encuentra que
estas no contienen penicilinasas asociadas con la superficie
celular y el grado de actividad de esta enzim2 no es evidente
(19). Otras investigaciones {23,53), han demostrado que la gran
mayoria de bacterias Gram negativas poseen penicilinasa que se
asocian permanentemente en el espacio periplédsmico y no son lif
beradas al medio de cultivo (enzimas intracelulares), su sensi-
bilidad al CMI es meyor y su grado de actividad es detectable.
En la tabla VI'y VII se muestra la localizaciém y actividad de
penicilinasas de varias especies de Bag¢illus y Staphylococcus.

TABLA VI

Penicilinasas bacilares - Localizacidn y Actividad

Especie % Extraceluler &lctividad méxima
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 hidrolizada/hr/mg
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TABLA VII

enicilinasas estafilococcicas~ Iocalizacidn y actividad

a—t——

Especie #Extracelular RActividad méxima
Staphylococcus aureus )
524-3¢ 40-50 120-150
PC1 45=50 500
BC2 _ 30 15
33 — 30
5974 - 34
? 6637 -— 70
‘ 13137 - 34
60/1 62 -
S, _albus
J1 6 4
13 - 7 120
m 60 40

Rmicz‘omoles de bencilpenicilina hidrolizadas/hr/mg de penicili-
nasas, :
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1.4 ACTIVADORES E INHIBIDORES DE LAS PENICILINASAS

a) Activadores

Ias enzimas son catalizadores orgénidos que disminuyen la
barrera denominada energf{a de activacién y por lo tanto faci-
litan el que se inicie la reaceién. Este proceso implica el
trabajo necesario para poner a dos moléculas en un contacto lo
suficientemente estrecho pare que reaccionen y formen otros
compuesatos, Las enzimas como reguladores de una regccién 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, as{ como también si permite la répida
salida de los productos. Como una regla general 1a actividad de
1las beta~lactamasas no dependen de activadores especfficos o
cofactores, la excepcién a esta regla la constituyen las peni-
cilinasas que requieren de iones Zn2+ para estabilizarse y ac-
tivarse, pero existen casos donde este ién en el medio de cul=
tivo no es necesario para activar la enzima (28). BEstudios
realizados por Sato y colaboradores (66), en las penicilinasas
producidas por Plavobacterium odoratum, P. malfofilia GN 12873,
Bacillue cereus 567, Bacteroides fragilis, Proteus vulgaris y

P, cepacea, demostraron gue la enzima cuando es inhibjida por
EDTA, p-cloromercuribengzoato, cloruro de mercurio y/o sulfato
de cobre puede ser nuevamente activada por la adicidén de ifones
divelentes tales como Fez*y Zh2+.
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b) Inhibidores

As{ como existen especies quimicas capaces de activar una
enzima, tambiédn otros compuestos pueden tener un efecto anta-
génico sobre lus mismas, conociéndose come inhibidores de la
actividad. La inhibicidn de penicilinasa puede llevarse a cabo ‘
por sustratos anflogos a la pemicilina los cuales se unen irre-
versiblemente a la enzima y causan su labilizacidn por estimu-
lacién espec{fice e inhibdicién por anticuerpos homoldros, esta
inhibicidn es competitiva (49), pues la penicilina y los sustra-
tos anilogos a ella compiten por el sitio activo de la enzima.

1a inhibicién de 1la penicilinasa estafilocdccica por ciertos
aminoglucésidos fue reportada pero no se ha esclarecido si el
sitio activo fue involucrado (76).

Por otra parte se determind que los compue;tos de tiol dis-

' minuyen la dependencia de las penicilinasas a 1os iones Zn2+
(31). las penicilinasas que dependen del ion Zn2+ como activa-
dor son inhibidas por agentes quelantes (18). Los alcoholes
pueden inhibir o estimulur, y los efectos inhibitorios de alouil
sulfatos dependen de la longitud de las cadenas alquilicas, la
inactivacién térmica ha sido estudiada principalmente en enzimas
de Bacillua cereus observandose inactiveeidn & 100°C peroc no a
70°C (51).

S5e han realizadc estudios con penicilinas semisintéticus como

son: meticilina, oxacilina y sus derivuados encontrandose gue son
muy estables a muchos tipos de penicilinasus, pero muestran poca
eficacia contra bacterias Gram negativas por ser incapaces de

penetrar a la membrana de la célula bacteriana (69,70).
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Recientemente se¢ encontré gque los antibibéticos beta-lacté-
micos como son el 4cido clavulédnico (12,16,20,22,26), cefami-
cinas (24,60,81), 4cido sulfonpenicilinico y.ééldo 6-beta bro-
mo penicilinico son estables =z varias penicilinases y actuan
como inhibidores para estas enzimas.

BEn fechas recientes Song y colaboradores (75) han demostrado
que 4cidos grasos producidos por bacterias Gram positivas inhi-

ben & las penicilinasas producidas por S. aureus,
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Las células microbisnas contienen o producen una gran va-
riedad de enzimas que funcionan como catalizadores bioldgicos
de las reacciones biogufmicas involucrada en el crecimiento y
reapiracién de los microorganismos., En cierto modo algunas
de estas enzimas fungen como productos dAel proceso fermentaw
tivo ya ses por un interés particular, por sw alta produccién
6 por el gran nivel de actividad que presenta en los procesos
bioquimicos oue se desarrollan en la célula,

Aunque la actividad de las enzimas microbianas se conoce desde
hace tiempo, no ha sido hasta afos recientes gue su produccién se
ha hecho a gran escala y por lo tanto comercializédo. Inicialmente
elgunas enzimas como amilasas ¥y proteasas fueron obtenidas de
Plantas y animales, pero por su alto costo de extraccién y pro-
duccién han sido superadas por las enzimas obtenidas de microor-
ganismos que son producidas a un costo mucho menor.

Para la produccién comercial de enzimas microbianes se utili-
zan principalrente especies reconocidas de hongos, bacterias y
levaduras oue producen enzimas de un tipo determinado. L& obten-
cién de una cierta enzima es regulada y alterada por varios fac-
tores como son: el microorganismo utilizado, el medio de culti-
vo empleado, factores f{sicos y quimicos de fermentacién y la
estabilidad genética de la especie microbiana'utilizada. Los
microorganismos son seleccionados por poaeer'una alta capacidad

para producir la enzima en cuestién.,
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Ias snzimas microbiznas obtenidas comercialmente por fer-

mentacidn incluyen amilases, proteasas, invertasas, catalasas,

penicilinasa, glucosa-oxidasa y esirepioouinasa,

En la tabla I esten representadas les enzimas producidas co-

mercialmente y 1as aplicaciones de estas,

TABLA I

ENZIKAS PRODUCIDAS INDUSTRIALMENTE Y SUS APLICACIONES

[Nombre de la enzima Fuente de opbtencién | Aplicacién ImportanciJ
i comercial
|Diastasa ¥alte Auxiliar de +4+4
la digestidn
makadiastasa A, oryzae Auxiliar de ey
) la digestidn
Amilass B, aubtilis Textiles, fer- 44+
nentacién ine
dustrial al-
cohblica, Pro-
duccidn de
glucosa
ilasa dcido A, niger Auxiliar de v
esistente la digestién
iloglucosidasa Rhizopus niveus Produceidn
.niger de glucosa ro
gxcogaia £ibu
) lige




Continuacidén d
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lz tabla T

Nombre de la enzima Fuente de obtencidn Ablicaci&n‘ Hmp;rtancia
comercial
Invertasa S. cereviseae Prevencidn +4%
de crista-
lizacién de
azicar
Sclerotina liber-
tina
Pectinasa A. oryzae Remocidn de 44
A, niger pectina
4, flavus
Tripsina Pincreas de animal | Usos médicos +++
Pepsina Estdmégo de animal | Auxiliar de ++4+
la digestidén
Alfa~quimotripsina Estémago de animal | Usos médicos ++4
Papaina Papaya Auxiliar de
la.digestién et
Usos médicos
Proteasa A, oryzae Antiespumante +4++
Proteasa A, niger Auxiliar de ++
~la digestidn
Proteasa B. subtilis Ablandador de 44
carnes
Froteasa Auxiliar de ++

la digestidn .
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Continuacién de 1la tabla I

Aplicacién

kombre de la enzima| Fuente de obtencidn Importancia
pomercial
Varidasa Streptococcus _sp. Auxiiiar de +4+
la digestién
Estreptoquinasa Streptococcus sp, Fibrinolftico ++
PENICILINASA B, subtilis Remocién de +
penicilina
Glucosa oxidasa A, niger Oxidacién de ++
glucosa en
alimentos
Glucosa oxidasa P, _chrysogenum Determinacién ++

de glucosa en
andlisis cli-
nicos

cabello de
piel curtida

ialuronidasa Animal, bacteria Usos médicos +
Lipasa Pincreas, Hongos Auxiliar de +
la digestién
Catalasa Hongos Esterilizacidn +
de leche
Queretinasa S, fradiae Remocién de 4

Refeiencias: £2,13)
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Actualmente se ha utilizado con frecuencia cada vez mayor la
penicilinasa por sus aplicaciones en el édrea clinica, farmacéu-
tica y de alimentos, por lo que la investigacién en cuanto a su
biosintesis ha adquirido especial relevancia, y €8 el objetivo

del presente cap{tulo tratar con detalle este aspecto.

2.1 MICROORGANISNOS PRODUCTORES DE LA PENICILINASA

Existe una gran variedad de microorganismos produﬁtores de es-
ta enzima destacando y utilizados por su importancia las especies
de Bacillus subtilis (33), Escherichia coli (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 albus, Staphylococcus aureus, Mierococcus

lysodeikticus, Streptomyces sp. (59), varios baciloes Gram nega~

tivos (68,71), como Pseudomonas cepacea (34,63), Proteus rettge-

ri (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 OBIENCION DE LA PENICILINASA

a) Seleccién del microorzanismo productor de la enzima

En la obtencién de una enzima comercial el primer puso de la
biosintesis es la seleccién del (los) microorganismo(s) que pro-
duce en mayor cantidad la enzima. En el caso de la penicilinasa
la seleccién se lleva a cabo creciendo al microorpanismo en me-

dios ricos como infusién cerebro-corazdén, posteriormente se mide
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la cinética de la penieilinasa sobre el sustrato especifico y
a partir de esto se seleccionan los méximos productores de la
penicilinasa. fGeneralmente se ha encontrado como mdximos produc-

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

b) Medios de cultivo utilizados .
. Se utilizan medios ricos que permiten la mayor produccién de
enzimas, por ejemplo, la obtencién de penicilinasa a partir de
E. coli (42), se obtiene-en el caldo LB el cual contiene:

10 g de triptosa

5 g de extracto de levadura

1-g de glucosa

10 g de cloruro de sodio

0.2% de glicerol ‘

Agua destilada 1 1litro : Se ajusta el pH= 7.0

Existen otros medios de cultivo como el caldo infusién cerebro
croazén y caldo manitol rojo de fenol que unicamente son utiliza-
dos 8i no existe el caldo LB pues se ha comprobado que eB en este

ultimo medic donde la produccién de penicilinasa es midxima.

¢) Condiciones de fermentacifn y obtencién de la enzima

Después de baber determinado el microorganismo productor de la
‘enzima por una seleccién primaria (encontrar si el microorganismo
produce la enzima) y por una seleceién secundaria (el microorga~
nismo que produce la enzima en mayor cantidad), ademds de selec-
cionatlel médio de cultive adecuado paralla fermentagidn Be ptocede: 



(28)

a determinar las condiciones en que se llevara & cabo la bio-
sintesis, la cual presenta varizntes de aucerdo al microorga-

nismo elegido y el equipo de laboratorio con que cuenta:

1) En la obtencién de penicilinasa a partir de Alcaligenes
faecalis (1, 25), se siguid el siguiente procedimiento:

a) Se indujo la produccidn de la enzima creciendo al microore
ganismo en caldo infusién cersbro—-corazén e incubvado a 37°C
hasta que la densidad &ptica del cultivo élcanzé 570 nm,

b) El Zn fue adicionado como inductor de la penicilinasa hasta
alcanzar una& concentracién de la enzima”en el medio de culti-
vo de 25 microgramos/ml.

¢) Despuds de tres horas de que se adiciéné el inductor se cen-
trifugé la muestra & una temperathra de 4°C y 1as células
fueroﬁ lavadas con amortiguador de fosfato 50 m¥ a pH= T ¥y
resuspendidas en el mismo amortiguador, '

d) Las células en suspensifn fueron rotas por tratamiento ultra~
sénico a 75 watts por 3 minutos, ‘ :

e) las células rotas se centrifugaron a 3000 rpm por un tiempo
de 40 minutos a 4°C.

- f) Se adiciona sulfato de estreptomicina a el sobrenadanfe a una
concentracién final de 20% para la remocién del dcido nuclefco.

g€) Después de reposar )0 horas la solucidn el precipitado fue

 removido por centrifugacibén y el sobrenadante dializado cdn—

tra 10 mM de amortigusdor Tris-HCl a un pH= 8.8,
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h) El precipitado formado durante la didlisis se remueve por
centrifugacién y el sobrenadante resultante se usa como en-

zima eruda.,

El método anteriormente descrito se refiere a la obtencidn de
la penicilinasa extracelular e intracelular por 1o cue fue nece-
gario el tratanmiento ultrasénico para romper la integridad de

la célula y liberar la enzima,

2) En la obtencién de penicilinasa a partir de E. coli HBLOl trans-
- portadora del plAsmido pEAP2 (42), se inoculé este microorganismo
en el medio caldo LB y se siguié el siguiente procedimiento:

a) Se ;ncubé el microorganismo durante toda la noche a 37°C con
agitacién y aereacidén constzante. -

b) Después de ese tiempo el cultivo fue centrifugado a 10,000
revoluciones por minuto.

‘¢) Posteriormente 1as células fueron lauvadas en igual volfmen del
medio con 0.9% de NaCl y resuspendido el mismo volumen con 25%
de sucrosa,

d) la suspensidén se deja reposar por 10 minutos a temperatura am-
biente en la presencia de EDTA 0.001 M., Posteriormente se agi-
ta y se resuspende en el mismo volumen con agua fria,

e) Después de 10 minutos de reposo & 4°C la suspensién fue cen-
trifugada por 10 minutos a 15,000 rpm y el Sobrenadante elimi-
nado.
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f) Ias células fueron resuspendidas en el mismo volumen de amor—
tiguador de fosfatos 0,005 ¥ pH= 7.0 seguido de tratamiento
ultrasénico (20 KHz, 3 minutos, 200 Watts), en el sobrena-

dante se obtiene el preparado de peﬂicilinasa cruda,

En términos generales la obtencidn de penicilinasa a escala
comercial Se realiza por cualquiera de los dos métodos antes des-
critos. En la tabla No. II se presenta un diagrama general de la

obtencidén de enzimas comercizles, :

TABLA II

PRODUCCION DE ENZINAS MICROBIANAS

Microorganismo seleccionado
(1iofilizado, suelo o culti-
vo en agar)

Tranaferencisa al medio de
cultivo seleccionado

. . )
Medio 1{quido Medio semisélido
(Crecimiento de . (Crecimiento de
1-5 d{as : _ 1-7 dfas
P= 48°C ' T= 20-45°C)
Agitacidn y o o
aereacidn

‘controladas)
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Continuacién de 1a tabla II

Adicién de preservadores Remocién de sdélidos
Decantacidn, centrifugacién o Extraccidn con Secado
filtracidn agua que contiene

preservadores
Enzima
cruda
< ' 4
Residuo gue se Residuo que se
descarta descarta
Enzima en

extracto acuoso

|

: B v
Adicidn de estabilizadores Adicién de Enzima concentrada
o preservadores precipitantes
Filtrado Decantacidén, centrifugacién
l o filtracién
Enzima 1fquida . _ v )

Adicién de sulfato Adicién de sal-
de amonio o sulfato ventes volédtiles

de soqdio J
J
4
Colectar el
prejipitado
Secado

Enzima purificada
coacentrada,

Referencia: (4)
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.2.3 PURIFICACION DE LA FPENICILINASA

Después de obtemer la enzima cruda por los métodos ya descri~

tos, e8 necesario purificar la enzima toﬁandoien cuenta 128 pro-

piedades fisicas y quimicas de la penicilinasa producida. Se han

de

1)

a)

b)

c)

d)

e)

utilizado numerosos métodos para este proceso de acuerdo al tipo

penicilinasa bbtenida, a continuacién se enumeran varias téec- -

nicas de purificacién:

la purificacién de la enzima obtenida de E. coli HB1O1 (42), .
8e realize de la Biguiente forma y puede ser extrapolada es-
ta metodologia a la'purificacién de otras ﬁenicilinasas 8imi-

lares en cuamto & Sus propledades fisicoquimicas:

El cultivo flufdo fue centrifugado a 10,000 rpm durante 10
ninutos. ' )

El sobrenadante fue tratado com Sulfatq_de amonio a B0% de
saturacién y dejado a 5°C durante toda la noche.

Bl precipitado fue colectado por éentrifugacién 10,000 rpm

-durante 10 minutos y disuelto en.0.05 M de amortiguador de

fosfato de pH= 7.5.

La Boluciém fue dializada durante toda 1a noche conira ol
mismo amortiguador a 4°C.

La solucién resultante es introducida por una columna de ce-
1ulosa-DEAE, le enzima no es retenida y pasada & trives de
la columna.

f) ta penicilinasa fue precipitada nuevamente con sulfato de

amonio al 80% y dializada durante;toda la noche contra amor-
tiguador de fosfato a pH= 6.5 a 4°C,



g)

h)

?)

a)

b)

3)

a)
»

c)
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El dializado fue absorbido & una columna de celulosa equili-
brada con 0,01 M de amortiruador de fosfato.

La enzima fue elufda por aplicacién de un gradiente lineal
de NaCl de 25 ml/h con un concentrudo de 5 ml y potencia de
16,000 UI, ‘ ' '

Ia penicilinasa obtenida de un cultivo de Fusobacterium nuclea-
fum y otras enzimas relacionadas son purificadas a trdves del
siguiente proceso (86):

La preparacién no purificada se pasa a trives de una columna
de Sephacryl (5.0 X 4.1 cm) a 4°C con amortiguador de fosfato
de sodio pH= 7.0 conteniendo 0.10 M de NaCl como eluyente, Ia
fracciélh que contiene la penicilinasa fue colectada y concen=-
trada a 7.5 ml por ultrafiltracién,

Se repite el mismo proceso del paso a)y se concentra & 6.5 ml
por ultrafiltracién,

La ‘penicilinasa producida por Alcaligenes fuecalis (25) y

otros bacilos Gram negativos como P, aeruginosa (63) y Proteus
rettgeri (47) se purifican de la siguiente forma:

Ia golucién de la enzima cruda se vierte a2 una columma de
DEAE. |

La enzima se eluye & una velocidad de 80 ml/h con un gradiente
de NaCL de 0,5 ¥ en un volumen total de 400 ml.

Ia fraccién activa fue concentrada por la édicién de polieti-
len glicol. Esta fraccidn fue elufdz de una columna de Sepha-
dex a una velocidad de 50 ml/h con amortiguudor de fosfato

50 mM pH= 7.0.
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4) La fraccién activa fue dializada contra agua destilada a
PH= 7.5 con un gradiente de sacarosa a 4°C por un tiempo
de 12 horas. -

4) A Gltimas fechas se ha utilizado cén frecuencia cada vez
mayor la cromatografia de intercambio iédnico con gradiente
de pH, pues de acuerdo al punto isoeléctrico de'la penici-
linasa (48,83), es capaz de purificar esta enzima e)iminan~

do las impurezas contenidas en el extracto crudo.

La ventaja de este método sobre loes demés es que es capaz de
purificar cualquier tipo de penicilinasa conociendo su punto
isoeléctrico. Werner y Ermer (90), purificaron varios tipos de
penicilinasas por este método y a continuacién es descrito el

mismog

a) El extracto de enzima cruda se pasa a trédves de una columna
de Sephadex SF 10/50.

b) Se agrega el poliamortiguador intercambiador de iones &ajustan-
do un gradiente de pH, haste llegar al punto isoeléctrico de
la enzima, recogiendo la fraccidén activa y concentrada por

evaporacidén,

El amortiguador utilizado, el poliamortiguador intercambiador
de ionen y el fuctor de dilucidén se establece de acuerdo al tipo
de penicilinasa a purificar., En la tabla III se encuentran algu~
nos tipos de penicilinasa y el correspondiente factor de dilu- .

cién y la solucién amortiguador utilizada,
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TABLA III

~ Algunas caracter{sticas en la purificacién de

Penicilinapas considerando el punte isoeléctrico

Solucién

Poliamortiguador Elucién Amorti-
Vi croorganismo é:t;:ingiador :Eortiguado-i guador
Tipo F. de
diluciénﬁ
E, cleacae P-49 PBE 118 25mM trie- | Poli 1:45
. til amina amorti~
. guador
PH= 7
P._seruginoss PBE 94 - 25mM eta- | Poli 1:20
) nol amina amorti-
guador
PB96
PH= 4
P, coli ATCC 75 PBE 94 | 25mM imi- Pold 1:8
dazol amorti-
pH= 7.4 guador
pH: 4
P, aeruginosa PBE 94 25mM Tris- Poli 1:10
4cido acé- |[amorti-
tieo guador
pH= 9.4 PB96 (30%)
PB74 (70%)
Klebsiella PBE 94 25mM Tris- Poli 1:10
dcido acé- amorti- '
tico guador

pH= 7.4
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2.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA PENICILINASA

A) Cinética gquimica

El (ltimo paso en la biosintesis de enzimas de importancis
comercial corresponde a la determinacién de la cantidad produ-
cida y a su actividad., El métedo de elecciém utilizado para de-
terminar. la actividad de la penicilinasa es de acuerdo a Bu
cinética quimica sobre el sustrato sobre el que actuan midiendo
la cantidad de penicilina hidrolizada y convertida a dcido pe-
nicildico debida a la accidén de un miligramb de penicilinasa y
esta actividad es expresada en unidades internacionales (65,84),

Bxisten varios métodos que también son utilizados para deter-
winar la actividad de la penicilinasa como son el método yodo-

métrice y el método espectrofotométrico.

b) ¥étodo vodométrico

7 método yodométrico fue descrito en 1977 por Jorgensen y
coléboradores {58), se basa en la preparacién de tiras de papel
impregnadas de una suspensidén de penicilina en almidén, las ti-
rag de papel impregnadss de una suspensidén de penicilina son
colocadas en una Solucién de yodo por un tiempo de dos minutos,
-8on dejadas escurrir y despuds son inoculadas con el microorga~
nismo penicilinasa positivo a prodar ¢ bien con 1la penjcilinass
va purificada. Ios mecanismos de esta prueba involucran la in-
teraccidén quimica del almidén y el yodo para formar un complejo
phrpura cuando la solucién de yodo es adicionada a las tiras.

Cuando la penicilinase es producida, la penicilina es convere
tida a 4cido penicildico el cual coivierte el yodo en yoduro,

este no es capaz de formar el complejo bﬁ}pura con el almidéa,
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A) Cindtica quimica

El 41timo paso en la biosimntesis de enzimas de importancia
comercial corresponde a la determinacién de la cantidad produ-
cida y a su actividad., E1 métedo de eleccidén utilizado para de-
terminar la actividad de la penicilinasa es de acuerdo a su
cinética quimica sobre el sustrato sobre el que actuan midiendo
la cantidad de penicilina hidrolizada y convertida a 4cido pe-
nicildico debida a la acciédn de un miligramb de penicilinasa y
esta actividad es expresada en unidades internacionales (65,84).

Bxisten varios métodos que también son utilizados para deter-
minar la actividad de la penmicilinasa como son el método yodo-

nétrico y el método espectrofotométrico.

b) ¥étodo yodom&trico

1 método yodométrico fue descrito em 1977 por Jorgensen y
colaboradores (58), se basa en la preparacién de tiras de papel
impregnadas de una suspensién de ppnicilina en almidén, las ti-
ras de papel impresnadas de una suspensiémn de penicilina son
colocadas en una solucidén de yodo por un tiempo de dos minutos,
son dejadas escurrir y después son inoculadas con el microorga~

~nismo penicilinasa positivo a probar o bien con la penicilinasa
va purificada. Ios mecanismos de estu prueba involucran la in-

teraceién quimica del almidén y el yodo para formar un comple jo
parpura cuando la solucidn de yodo es adicionada a las tiras,

Cuando la penicilinase es producida, la penicilina es conver=
tida a 4cido peniciléico el cual coﬁvierte el yodo en yoduro,

este no es capaz de formar el complejo bﬁbpura con el almidén,
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por esto el color desaparece y el 4drea de prueba se torna blan-
ca, la concentracién de la penicilinasa en este céao es directa-
mente proporcional al yoduro producid& gue causa la desaparicién
del color pirpura.

A continuacién aparece. una tabia mostrando los diferentes
mé?odos de deteccién y medicién de 1a activided, de le penicili-

nasa,

TABLA I

Deteccién y medicidén de la actividad de la penicilinase

Principio Aplicaciones Sensibilided
Pérdida de actividad del Seleccién de microor-| Detecta can-
lantiviético ganismos productores | tidzdes me-
de penicilinasas nores de 10
U/ml
Marcando la concentracién de |Ensayo semicuantita- Estima valo-
penicilina residual contra unl}tivo res de 0,005
tiempo de incubacién con pe- : a 0,01 U /m
icilinasa

Incremento del 4rea de der- |Ensayo semicuantita-
lmonecrosis en proporcidén a - |tivo 7 30-100 U/ml
la cantidad o actividad de
la penicilinasaz en animales
infectados tratados con pe-
nicilina

Penicilina residual forman- |Ensayo colorimétrico | 1 a 10 U/ml
do hidroxamato el cual da
un complejo colorido con el
ién,




Continuacidn de 1a tabla IV
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Principio

Aplicaciones

Sensibilidad

zricidn de un nuevo

upo carbox{lico

Valor de formacidn de 4cido
peniciléico determinado por
lcalimetria o titulacién
agométrica.

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

Ensayo alcalimétrico

Ensayo manométrico

Seleceién de microor-’
ganismos productores
de penicilind=sa

Ensayo acidimétrico

Prueba microfotomé-
trica

100-300 U/ml

5 a 10 U/m

10-100 U/ml

0.1-1 U/ml

Detecta me-
nos de 100 -
moléculas

‘de enzima.

[Formacidn de un complejo

colorido entre el yode

s el &cido penicildico.

Valor de formacidn de
4Zcido penicildico. por
decremento de yodo o
absorcidén de yodo—almidén

Cantidad de Acido penici-v
18ico formado por unidad
de tiempo medido por toma

de yodo.

Microyodométrico

Ensayo de titula-
cién yodo

0.002~-0,2
U/ml

1-10 U/ml




Continuzcidn de 1la tabla IV
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Principio Aplicaciones Sensib111¢ya
Cantidad de dcido penici- | Ensayo yodométrico de 1=10 U/ml
lotco formado por unidad tiempo (yodo, constan-
de tiempo . te, medicidn del tiempo)
becolorizacidn del yodo- Examinacién de yodo 0.0150.1
1midén en la presencia U/em
e sustrato indicando la : v
ctividad de la penicili- | Prueba de seleccidn 0.,01-0,1
888 yodométrica U/colonia
ambio en la densidad Ensayo polarimétrico 10-50 U/ml|
ptica. Valor de formacidn : :
e 4cido penicilioico de-~
erminado por el camblo en | .
a rotacién ptica,
-




$APITULO IIT

APLICACIONES DE LA PENICILINASA
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La decisidén de obtener mediante un proceso gquimico o por me-
dio de una biosintesis microbiana a gran escala wna sustancia de~
terminada depende en la mayor{a de 1los casos de la utilidad prde-
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 Gltimos ados ha sido obtenida en gran escala
éituéndose entre las principales enzimas comerciales,

El uso cada vez mas frecuente y en diversas 4reas que se le
ha dado a 1la penicilinasa permite confiar gue su potencial préc-
tico ‘es muy grande. Actualmente podemos citar que la penicilina~-
sa e3 utilizada en el campo médico, alimenticio y farmacéutico
principalmente, por lo que es el objetivo del presente capfitulo
dar a conocer en que aspectos de estas 4reas interviene la pe-
nicilinasa. '

3.1 INMOVILIZACION DE LA FENICILINASA

La penicilinasa es frecuentemente utilizada como una enzima
inmovilizada ya que de esta forma es retenida por mayor tiempo
su actividad catalitica. Existen diversos métodos para inmovili-
gar esta enzima ‘por lo que en este punto se describen los métodos

de inmovilizacién de dicha enzima més frecuentemente utilizados,
a) Definicién y métodos de inmovilizaciém

Ias enzimas inmovilizadas son definidas como enzimas fisica-
mente confinadas 0 localizadas en una cierta regién definida del
espacio con retencién de sus actividades cataliticas las cuales

pueden ser usadas repetida y continuamente. Una clasificacién
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de enzimas inmovilizadas propuesta en la la, Conferencia de

Enzimas realizada en 1971, se muestra en le cuadro No. 1 y 2.

Enzimas

. R
ﬂodificadas Nativas
Inmovilizadas
< 4
Atrapadas Enlazadas
] K J 9 L
Atrapadas Micro Adsorbidas Emnlazadas
en matrig encap- . covalentemente
suladas .
CUADRO No. I Clasificacién de enzimas
inmovilizadas.

En la misma conferencia se propusé un cuadro de métodos de
inmovilizaciém de enzimas, que aquf se muestra:

Métodos de inmovilizacién de enzimas

|

: 13
Tipo de enlazamiento Formacidn de Atrapamiento
nuevos enlaces

‘ R R . ¢ - d
Adsorcién Enlace Enlace En matrigz Microen-
f{sica idnico covalente o soporte . capsula~

’ da.

CUADRO No. 2 METQDQOS DE INMdeLIZACION‘
DE_ENZIKAS.
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La inmovilizacién de la penicilinasa se realiza por varios

métodos, que a continuacién se describen:

1) Wasserman y colaboradores (B89), realizaron el siguiente
procedimiento para inwolizur le penicilinasa, (método de
atrapamiento en matriz o soporte), el cuzl tiene un alto

. grado de confiabilidad en donde es inmovilizada del 97-28%

de la enzinma,

a) La solucién de la enzima (150 microlitros) es puesta en un
amortiguador 50 m¥ de citrato-fosfato a pH= 7.5 con 100 mg
de perlas de vidrio como soporte e incubadas de 30 a €0 mi;
nutos a 25°C, -

b) Se adicionan 15 microlitros de una solucidn de glutaraldehido
al 10% y un correspondiente volfimen de amortiguador.

¢) Las muestras fueron incubadas por un tiempo adicionzl de 30 a
60 mihutos y el sobrenadante fue desechado gquedando tUnicamente
las perlas,

d) ILas perlas son suspendidas nuevamente en amortiguador y agi-
tadas, El sobrenadante fué removido por aspiracién y las per—

las fueron 1avadas cinco veaes con agus.

2) Cnanasekaram y Mottola (27), lozraron inmovilizar la penicili-
nasa por el método de atrapamiento en matriz o soporte nue a
continuacidn se desglosa:

a) Tratamiento al soporte: Puede realiz.rse por cuzlcuiera de los
dos métodos siguientes:

I) Pratamiento con solucidn alcoholica:

4) A un mililitro de una solucidén de silano se le a-regan 9 mi-
1ilitros de alcohol &l 95 %,
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B) la solucidén es adicionada a 1 g de vidrio y es desgasificada
por agitacibén con aplicacién de vacfo. :f; ﬂ;k

C) 1a mezcla resultante fue agitada.por dos minutos y. el sélido:
fue aislado por filtracién. e

D) E1 s481ido es lavado con etanol al 95% y secado por éal?ntas'
miento a 110°C durante 10 minutos,

1I) Pratamiento con toluenc

A) A un mililitro de una solucidén de silano se le agresan 9 mi- -
1ilitres de toluemo anhidro, ' .

B) 1 g de vidrio es adicionado & la solucién desgasificada por
agitacidn y con aplicacién de vacio.

- C) La mezcla es reflujada por 4 horas, y el s8lido es aislado
por £iltracidn, lavando com metanol.

D) E1 producto final es secado por calentamiento a 80°C durante
12 horas,

b) Acoplamiento con glutaraldehido

A) A 0.5 g de vidrio silanado se le adicionan 20 ml de una Boluciéd:

de glutaraldehfdo al 2,5% en amortiguador de fosfatos 0,05 X &
PH= 7.

B) la mezecla sélido-solucidn es agitéda por 60 minutos,

C) El s8lido es lavado con agua destilada para remover el exceso
de plutaraldenido.

c) Inmovilizacién de la enzima

A) A 0.5 g de vidrio activado cor glutaraldehf{do se le agregan
10 mililitros de amortiguador de foéfatos 0.05 M a pH= 7.
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B) La mezcla sflido-amortiguador es enfriada & 4°C.

C) A esta mezcla se le arrege un vial de penicilinase (1695 u).

D) 3e agita por 4 horas a 4°C. ‘

E) Se lava sucesivamente con agua destilada, KCl1 1M y amorti-
guador de fosfatos 0.05 M a pH = 7.

P) Se refrigera a 4°C para su posterior utiligzacién.

3.2 APLICACION DE LA PENICILINASA EN LA INDUSTRIA PARMACEUTICA

Bs importante destacar que la inmovilizacidn de la penicili-
nasa perwite retener la actividad catalitica de la enzima lo
que ha hecho posible utilizarla principalmente para detectar o
determinar la concentracidn de penicilina en un producto farma-
ceditico determinado, la penicilinasa inmovilizadd es usada con
suma frecuencia en la industria farmaceltica valorando la can-
tidad de penicilina en tabletas, inyectzbles y caldos de fer-
mentacidén, funcionando asf{ como una técnica que permite el con~
trol de calidad en producto terminado (27). Ademés la enzima
inmovilizada es aplicada para detectar posible contaminacién

de productos farmacetfiticos con penicilina (27).

e F——————————  — t——

El empleo dgula penicilinasa como un pardmetro capaz de de-
tectar cantidades muy pequeiias de penicilina en alimentos es
aplicable en la identificacidén de penicilinas naturales y se-
misintéticas én:leche ya que es importante por diversos fac~
tores relacionados con la salud pOblica y con aspectos técnicos

y econdmicos, Para la determinacidn rutinaria de antibidticqs
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se prefiere recurrir en general a métodos microbiolbgicos dada

su .sencillez, répidez y economia, por no necesitarse personal
altamente calificado. ILa determinacién rutinaria de antibiéti-
cos se basa en la incubseidn de una muestre de leche en presen;l
cia del microorganismo de prueba productor de Zcido y un indi-
cador. Si la muestra de leche contiene una concentracién de
antibidtico mayor a aquel pera la cual el método esta calibrado
el microorganismo es inhibido., De lo contrario, el recuento de
microorganismos permanece estable y este no es inhibido, esto

se hace aparente mediante la produccién de dcido y el consecuen-
te viraje en el color del indicader. Cuando en una muestra de
leche se ha identificado el antibidtico por algumo de los mé-
todos microblolégicos, un mecanismo seguido comunmente para de-
terminar el antibidtico presente en una penicilina natural con-
siste en incubar una parte de la leche en presencia de penicili-
nasa, la desaparicidén en este caso del efecto antibiético, permi-
te asumir que el contaminante es una penicilina natural, Sin em-
barge, la falta de estandarizacién en los procedimientos de in-
cubacidn de la muestra con la enzima, as{ como la falta de pre-
caucién en la interpretacién de resultados, puede conducir a ine
terpretaciones erréneas en cuanto a la presencia o ausencia de
penicilina, as{ como en cuanto a la certeza de =i la penicilina
e8 natural o sintética. Thomé (82), realizé una investigacién con
el fin de conocer si era poigible identificar tanto penicilinas
naturales como semisintéticas en leche utilizande una preparacién
comercial de penicilinasa y un método;microbiol6gico de uso ruti-~

nario, la investicacién presenté alrunos problemas pues las
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téenicas microbiclégicas en cuestidn no son capaces de sepuir
la cinética enzimbtica, es decir, determinzr cuantitativamente
la cuntidad de penicilina no hidrolizuda o remanente en un tiem-
po dado, 8i no que 3gon semicuantitativos ys que identifican so-
lamente 81 el antibidtico presente tiene una concentracidém .ma-
yor o memor que aqueila para la cual son calibrados. Sin embar-
g; una solucidn aparente se vislumbrd utilizando el siguiente

procedimiento:

1} Se incubd la muestra de leche con la penicilina en presencia
de penicilinasa,

2) Se retiraron muestras a intervalos adecuados de tiempo para
ser analizadas por el método microbiolégico.

3) Mientras la concentracién de sustrato remamente (penicilina)
fueron mayores al rango de deteccidém para le cual el métode
fue calibrade, los resultados mostrarom presencia de anti-
bidtico,

4) BEe un momente dado, la conceniracidn de sustrato remanente
es menor al rango de deteccién del método, entonces los re-

sultades 1ndican ausencia de antibidtice.

De esta forma fue posidble valuar el tiempo necesarie para 8l-
canzar una concentracién de antibidtico remanente tal que no sea
detectada, consideréndose entonces desactivade el antibdbiétice.
Como las cinéticas de actividad son distintas para cada prueﬁa,
se relacionéd el tiempo de desactivacién con la concentracién de
1a enzima y la del sustrato original, logrindose de esta forma
su identificacidn,
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BEn la investigacién se utilizarom les siguientes reactivos:
una ampolleta de penicilinasa liofilizada de B, cereus conte-
niendo 100000 U que se utilizdé parz prepsrar soluciones en agua
destilada con 30 % de solucién amortiguadora de fosfatos a pH= 7
de 10,000 y 1000 U/ml. Soluciomes de trabajo a diferentés con-
centraciones fueron preparadas a purtir de las soluciones ante-
riormente descritas con agua destilade, Entre los antibidéticos
utilizados se encuentran la sal sédica de bencilpenicilina, sal
procainica de bencilpenicilina, sal de sodio de fenoximetilpeni~
cilina, meticilina sédica, trihidrato de amoxicilina, cloxacilina
sédica. Fuerom preparadas soluciones de 0.6 microgramos/ml de
cada penicilina con agua destilads, y subsecuentes diluciones con
agua destilada fueron hechas. ILa leche en polvo libre de anti-
bidtico fue reconstituida en una relacidn 1:10 con agua destila-
da y se prepararon estdndares de leche con antibidtico a diferen—
tes concentraciones. En todos los casos las soluciones de anti-

bidticos y enzimas fueron almacenadas por 5 dfas a 5°C,

Determinacidn del antibidtice

Dos métodos nicrobiolégicos fueron usados, El primer método es
el Delvotest P gue consiste en una ampelleta con un medio sé1ido
en el cual se encuéntra el microorpanismo de prueba (P. stearo~

thermophilus var, calidolactig), ¥ 2 1a que se le aprega una ta=

bleta con el indicador de &cido y con nutrientes, adicionando tam-
bién 0.1 ml de leche; la incubacidén se realiza a 65°C en un bafo
de agua y 108 resultados pueden observarse Gespués de 2.5 hores,
El segundo método conocido como Intertest Acuespheres consiste en

usar una tableta que contiene sl indicadqra los nutrientes y el



(49)

microorranismo de prueba (S, thermophilus) esta tiableta se

ulrega 8 un tubo de ensayo con 2.5 ml de leche, 1w incubaci6nikah
se realiza a 45°C en un bafio de agua y los resultzdos pueden ob- -

tenerze después de 4 horas,

Incubacidén d a2 enzima

los tubos de ensayo con las cantidades adecuadas.de dilucidn_‘.‘
de lz enzima y_de leche con antibiético, ambos a una temperztura.
de 5°C fueron precelentados nor sepérado, en un bafio de agua a
30°C por 10 minutes. Después delese tiempo volumenes determinzdos
de la dilucién de enzima He transfieren a los tubos conteniendo
la leche con antibidtico, el tubo se mezcla por azitacidm. A de~
terminados intervalos de tiempe las muestras de leche fueron re-
tiradas (0.1 ml para el Devoltest P y 2.5 ml para el Intertest
Accuespheres) y ensayadas inmediztamente por el método microbio-
1lézico.

Resultados

Para determinar la concentracidm de sustrato (penicilina) no
hidrolizado, Thomé utilizé los siguientes criterios:

Usar:

1) La midxima concentrzcién de enzima {genicilinasa) necesaria
para hidrolizar el antibidtico em =u totalidad, en ese caso
habréd crecimiento del microorganiurz prueba (+) pues todo
el antibidtico es hidrolizado. o

2) la concentracién promedio de la enzima necesaria para hidro-
lizar parcialmente el sustrato origitnando una inhibicién

~ parcial del microorganismo prueba (+/-).
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3) La mfnima concentracidn de sustrato necesaria para inhibir

por completo el crecimiento del microorganismo prueba. (~).

En la tadbla I se muestran los8 rangos de deteccidn para los dos

métodos microbioldgicos utilizados,

Tabla I

Rango ‘de detéccién del antibidtice utilizando

la enzima penicilinasa.

Sustrato Resultado, | Conc. de antibidtico (micro-
gramos/ml),
Delvotest P Intertest
‘ Accuespheres]
+ 0,0012 0.005
Penicilina bencilica +/~ 0.0024 0.01
- 0.,0036 0.02
+ 0.0015 0.003
Ampicilina 4/ 0,003 0.006
- 0.006 0.012
, + 0.0015 0.006.
lAmoxicilina +/= 0.003 0.006
- | 0.006 0.024
+ 0.003 {positivoe
hasta 6
Beticilina +/- 0.006 nep/al)
’ - 0.012 -
+ 0.02 0-3
Cloxacilina +/- 0.03 0.4
- 0_004- . 006
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Asimismo fueron detérminados los valores de V max y EKm

aparentes paraz la enzima, en la tabla II y IIT se ruestran

las velocidades méximasby Km encontrados para los diferentes

antibidticos al ser hidrolizados por una cantidad determinada

de penicilinassa,

TABLA

I

Valores de V, mdxima encontradog para diféngntes

antibidticos hidrolizados por la penicilinama,

Tipo de penicilina V. méixima V. méxima Conc, de penicili-
. original corregida nasa (U/ml)
Bencilpenicilinsa 3.333 x107° 3.333 X 1078 12.5
Ampiciline 1.999 X 10~%]2.798 x 1078 50.0
. ‘ -6], . -5
Amoxicilina 1.999 X 10 "}3.599 X 10 50.0
Neticilina 1,666 X 107 [5.797 X 1077 500
Cloxacilina 6.666 X 10°0}1.999 x 1070
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TABLA III

‘Valores de Km encontrados para diferentes antibikticos
hidrolizados por la penicilinasa '

Tipo de penicilina En (mM/ml)
Bencilpenicilina 5.3808 X 1070
Ampicilina © 5.3808 X e
Amoxicilina | 5.3808 X 10
Meticilina ' 1,076 X 10~
Cloxecilina | . L6 X 107 1

3.4 UTILIZACION DE LA PENICILINASA EN LA CLIRICA

Las primeras preparaciones de enzima cruda fueron adecuadas
en ol tratamiento de pacientes alérgicos a 1la penieiline, hasta
la introduccién de la meticilina y después de las 1soxasol-peni-
cilinas las cueles presentaron problemas para ser hidrolizadas
por la penicilinasa por 10 aque esta tuvo que ser purificada para
acelerar su actividad - . :

En 1973 el problems parecié haberse resiielto mediante el uso.
de preparaciones comerciales diaponibles de 1a enzinma obtenida
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a partir de B, cereus que contenfa a los dos componentes, el
tipo I (penicilinasas) y el tipo II (cefalosporinasa), la
mezcla de enzimas fue capaz de inactivar a todas las penicili-
nas y cefalosporinas (73). ‘ ‘

Las preparaciones de penicilinasas hah sido aplicadas én
el laboratorio clfnico para inactivar a las penicilinas de los
flufdos del cuerpo, en pacientes que presentenr un tipo de aler-
gia contra la penicilina.

Antes de llefar a cabo la administracién de la penicilinasa
Se hace uma buena purificacidén de la enzima seguida de una se-
rie de ensa&os clinices en animales de laboratorio para poder
comprobar la eficacia ¥y los efectos que'prdduce: siendo los )
resultados satisfactdrios se procede a la utilizacidén de la pe-
nicilinasa (92).

Las penicilinasas obtenidlﬁ de B, cereus son las mds utili-
zadas y se administran por via intramuscular para destruir en
la circulacién a la penicilina residual, en pacientes hipersen- _
sibles (7,57). Aunqgue la in&eccidn de estas proteinas bacterianas
no es solamente efectiva, sino que ademds esta asociada con una
sorprendente baja en los efectos adversos (9l1).

E1 procedimieﬂto.es muy interesante como un tratamiento alér-
gico porque lleva a aabo la destruccién de alergenos gue en este
caso es la penicilina (14, 94).

Otra de las aplicaciones oue tiene 1a penicilinasa en la cili-
nica es la comprobacién a que tipe de antibidéticos afecta la
enzima y cuales son resistentes al efecto de esta, haciendo gque
el paciente mo responda al tratamiento con antibidticos beta-

lactédmicos,
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La serie de pruebas realizadas pura determinar esto son pa-

recidas al antibiograma y la metodolosfa a seguir es como sirfue:

1)

2)

3)

4)

Se aisla el microorganismo problema a partir de muestras to-
nadas del pac*ente.

Para realizar la prueba se incuba el microorganismo en un me-

‘d8io de cultivo adecuado ya sea a6lido o liquido.

Se le agrega al medioc de cultivo discos impregnados con di-
ferentes antibidticos y a distintas concentraciones,

Después de un periodo de incubacién de 18 a 24 horas y a uns
temperatura de 37°C se procede & medir el tamaﬁo de los halos
de inhibicidén producidos por la accién del antibiético que ne
ha sido hidrolizade por 1a pemicilinasa producida ﬁor el mi-
eroorganismo; si‘no se forman los halos de inhibiciém indica
que 1la penicilinasa hidrolizé el antibidtico y el tamafio del
halo es proporcional a la cantidead de penicilinasa presente.
Ya que a mayor produccién de penicilinasa es menor.el hale

de inhibicidn.

Asi es como se determina la concentracién mfnima inhibitoria

(CMNI) para diferentes antibidticos siendo de gran utilidad para

dar un traztamiento efective contra una gran cantidad de microor-

ganismos patégenos que. producen penicilinasa,

Se tienen reportes de una variedad muy grande de microorganis-

mo como Son: Staphylococcus aureus (32), Escherichia coli (30),

Branhamella catarrhalis (61), Klebsiella sp. (13,45), Proteus
mirabilis, Proteus morgani (64, 88), Salmonella sp. (30}, Aci- .
tenobacter sp. (13), Citrobacter sp, Serratia marcescens (79),

P, aeruginosn (30), Enterococcus s 8p, Eritrococcus, Pseudomonas

cepacea (64), Haemophilus influenzae (3,5,50), Klebsiella
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gneumoniae (11), que son usados como microorganiemos de prueba
para antibidticos como son: ampicilina, piperacilinz, amoxici-
lina, temocilina, moxolactam, determinando la concentracién
minima inhibitoria para cada uno y a diferentes concentraciones
de antibiético.

Ademds del método mencionado existe otro el cual es llamado
h'oja de trébvol, en el que se utiliza un microorganismo indica-
dor que no debe de presentar actividad de 1a pbnicilinasa, la
especie de prueba, y discos impregnades de antibibéticos a di-
ferentes'copcentraciones Yy sembrar en agar sangre Como Se mueS-
tre en la siguienté-figura, es llamado heja de trébol porque los
halos de inhibicién parecen un trébel de cuatre hejas.(41).

‘especie de prueda y 77 23
especie indicadora AR TH KLY
disce de antibibdtice @

‘ - zone de iﬁhibicién t@
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3.5 FROSLEMAS EN LA PRODUCCION, APLICACION Y COMERCIALI ZACION

DE LA FENICILINASA

o8 prineipales problemas en la produccién de la penicilinasa ‘

que exiéten en nuestro pafs.(36), se resumen en 10sS siguientes

puntos:

1)

2)

3)

4)

Uno de los principales problemas és la incipiente produccién
¥ oue la adquisicidn esté basada en mercados extranjeros de .
manera que el desarrollo de tecnologias basadas en este pro=-
ducto implica el riesgo de una dependencia exte;na cada vesz

mayor.

Se deberfian de formular alternativas para la produccién que
esten dentro del aprovechamiento:de los recursos naturales
y & la generacién de tecnologia propias pars 1a‘produccidn

de acuerdo a nuestras condiciones

Que las Univeraidades, Institutos y Centros de InvestigaciGn
de nuestro pais tengan mayor cuidado con respecto a las in-
vestigaciones sobre produccidén de enzimas, ya que deberfan
sua_inyestigaciones_canal;zadaa‘a apoyar el desarrollo in-
dustrial, '

Otro problema oue existe es nue no hay una estrecha relacién
entre las Universidades y la Industria ya oue es muy diffeil
cue una Compafifa privada o estatal inicie conjuntamente pro-
yectog cue culminen en procesos industriales, por lo general,
los industriales piensan que es néd sencillo comprar tecnolo-

g{a en el exterior que recurrir a las-universidades.
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5) El costo de las inversiones hacé diffcil que las investiga~
ciones sobre produccidén de enzimas que se rea1izén’en las
universidudes se haga una realidud comercial, ye2 que las
inversiones son grandes.

6) Uno de los problemas que con més frecuencia se presenta es
con respecto & la purificacidn y extraccidém de la enzima,
¥ya que aunque los procesos de produccidén de las primeras
etapas sea altamente eficiente los pasos limitantes sen pre-
cisamente los de recuperacidén ya cue no se cuenta con la es-
tructura‘tecnOIGgica adecuada ni con el conocimiento bésico

para pnder optimizar estas operaciones..

Estos son los principales‘problemas que se han presentado parg
poder producir en gran escala toda la cantidad de penicilinasa que
es requerida por la industria ya que en nuestro pais no se producs
y toda la que se utiliza es de importacién. Creando dsi gfaﬁdee
problemas de su uso con respecto al costo y al tlempo que se lleva

para la importaci6n.

Aunque ya existe una tentativa dé produceidén de enzimas hi-
_drolfticas de las penicilinas en México. El reporte mds reciente
sobre produccidn y aplicacidn, indica que algunzs industrias em-
piezan a interesarse en la investigacidn de 148 mismas; fal es
el cuso de la C{a, de Fermentaciones y Sintesis 5. A. quienes
proyorcionaron reactivos e informacién para la realizacién de
una tesis gfectuada en el-Centrd'de‘Investigaciones sobre Inge-

nierfa Genética Yy Biotecnologia.




" CONCLUSTONES
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Como se ha visto c¢n el desarrollo del presente trabajo;
es muy importante la produccién de la penicilinasa, ya que
es una enzima de tipo comercial, con una infinidad de apli-
caciones en la industria farmacedtica, de alimentos, en la
clinica y es usada también em terapia, For todas estas reze-
nes se ha incrementado su produccién y el mejeramiento de 1ls
" tecnolezia sobre su obtenciém en los filtimos afios, Siendo
utilizade el método de biosintesis microbiana para la ela~
boracidn de la enzima a gran escala utilizando para ello &
los principales microorgahismos productofos, resultande uh
nétodo en cierta forme barate y répido,

Aunque en nuestre pais no se ha podido realizar una pro-
duccidm & gran escala, debido & que no Se posee la tecnologia
necesaria para ello, asi como que es requerida uma gran in-
version para la implemontaéi&n y funcionamiento de la planta;
porgue el problema no séle trasciende em una inversién inicial
en equipo, terreno, construeccidn, personal que laborara, sino
que también es necesario la adaptaciém de la tecnologfa y la
comercializacién de la enzime.

. Y en el pais no existe una institucién oue ‘quiera realizar
este proyecto debido a la necesidad de grandes inversiones y
cue 1las utilidades son obtenidas por lo menos después de dos
@7ios de inicizdo el proceso.

- Otro de los puntos importantes que hay que considerur es
la de tecnologfa apropiada y los centros de investigacién del
vais mecesitan de bastantes recursos econdmicos para llevar a
cabo e) desarrollo de técnicas sobre produccidn de engimas a

nivel industrial, Algo oue podria syudar a dichos centros de
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investinacién es el respaldo nue les dieran alpunas compa-
fi{as o el gobierno mismo, facilitando as{ la probabilidad

de realizar este proyecto.

Porque no nada mds se disminuiria el costo de la enzima
ya que es muy elevado debido a gque 1a penicilinasa usada en
el pafs es de importacidn, sino también por el tiempo cue se
necesita pare su importancia serfa menor.y el suo-Se veria
aumentado. -

LaApenicilinasa usada en el sectox clinico es importzda de'
Estadoa_Uhidos, Buropa, y Japén por ser los principales produc-
tores, siendo por lo tanto extrecmadamente cara y su uso es li-
mitado,

Ademds en este trabajo se enumeraron técnicas para la pro-
duccidn, extraceidn, purificacidén e inmovilizacién de la peni-
cilinasa,. haciendo use de métodos microbiolégicos ya que come
se dijo anteriormente son los que resultan mds baratos y de
‘donde se obtiene mayor rendimiento, Esperahdo que en el futdro
-2ste trabajo ses una contridbucién -para el desarrollo de un.pro—
ceso de obtencién de la penicilinasa a gran escala.
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