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La recuperacila del ¢-APA producido por hidré-
1i8ie de Pencilpen ciline mediante el uso de la enzima de--
cominada penicilins amidasa de Sscherjchis coli ATCC 11108
es influenciads por varios factores que comprenden, princi-
palmente el tipo de impuresas presentes, las condiciocaes
operacionsles para evitar degradacifna del producto, concea=~
traci8s adecuads pare cristalizar, asf como el tamafio de los
cristales, para obtener uns eficiente recuperaciln del pro-
Sucto.

81 proceso desarrollado es sencillo, flcil de
escslar, babiendose aplicade & oivel de laboratozio y plapy
ta pilote, permitiendo recuperaciones de produoto caa alteo
9rado e purcss lo cual fue confirmado con easayos fisico-
quiaicos del producto (vg. IR, REN, etc.) y rendimientos de



] Istxodyccibn

Actuslsente ¢l campe de 1os antidbiéticos ocupa
una pesiciln promiaente por su ispacto ea la terapefitica aé-
dica en sontra de enfermedades infecciosas. ys que adenmie la
produccils y demanda de 103 antibiSticos ba slcamsado nive--
les problesa. generados en su mayor parte por el gradual auv~
mento de la poblacilo y le apsrici8n de cepas resistentes a
l1os antibi8ticos naturales.

Cos los recientes avances en la tecnologfa de
las trassformaciones microbiolégicas, es factible "mejorar"-
algumos antibilticoe, incrementandc su actividad. dt-.tn.ycg
do sw tomicided etc., mediante cambios en su estructura quf
stica.

ta mayorfa de las trassformacicaes microdbiamas
fdas, haa 1do sie ueo pretice en este campo o
»ido a gwe producen una parcisl o completa imactivacifa del
aatibibtico.

Ls splicacién prictice mfs importante de las

transformsciones microbianas en el campo de los entibilticos,
es 18 hidrblisis selectiva del grupo amids de la “cadena la-
teral” Ge las penicilinas efectuada por la ensims penicilins
amidess, 18 cusl se encuentra principalmente en slgunas cepas

de Secherichis goli, otras bacterise y en hongos:

La BDencilpeniciline 8 penicilina G, que es ac-
tuolsente 1o mes empleada como materia prima pars la obtencisn
de otras penicilinas, 4a como productos de hidrS11ste Scido -
117scltico y Scido 6-aminopenicilénico. este Gltimo tantc
por el sltodo quimico como por el aftodo ensimftico. K1 cldo




6é-aminopenicillnico (6~APA) es un sistema de anillos -
(lactama tiocasclidinmas) Para que una penicilina presen
te actividad terspeftica dede presentar la estructura -
mencionada, © sea o) 1llemsdo Scido G-amivipemicilénico-
(6-APA) .

A partiz del fcide é-aminopenicillnico se-
pued D r una serie 4o “penicilimas seamisin
téticas® mediante acilacila con el cloruzo de fcido de-

seado, por lo que el ¢-APA, constituye una sateris pri-
as estratégicamente importante para producir aatibilei-
cos lactsicos semisintfticos.

88 posidle producir el ¢ APA mediante fer-
sentacifa, procesc con rendisientos suy bajoe, sia em--
bargo este A0 es economicamente rentable pars proceso -
Andustrisl, por 1o que el ¢-APA se produce a partir de
1a penicilina-G, la cual se obdtiene con altos rendimiep
eos por fermentacifn empleanéo cepas iladustriales d¢ --
hongos Penietllign nctetgm o Penioilliwp chrysogenus -

con altos rendimientos

Auaque actuslmente se lleva a cedo la con-
vereiln qufmica de bencil-penicilina s 6-APA, el proce-
s0 de tramsformacién easisfitica, es favorecidc por une
preduceifn o gran escala del G-APA ya que §sta garanti-
sa una hidr8lieis selectiva 8e) grupo amida de la cade-
=29 lsteral, bajo condiciones svaves, sie destruir la --
actividad de) sntibiltico

S8 general la prepsraciln de “nuevos anti-
pifticos se procesa, como se iluetra en el siguiente --
disgrams.



PEREESTACION

}

conpuRsTOs P ~LACTANICOS

(PENICILINRA RATDRAL)

- LACTARA

(6-APA) LATERAL

SUSTITUYENTE
CLORURO DE ACIDO

PENICILINA OENISINTETICA

Emisten descritos y patentados muchos afto
408, scerca de 1la hidr8liieis ensimftica de Peniciline -
G para producir el 6-APA, slgunce de ellos con Lnforma-
oi6n iacomplets y la gram mayorfa con suy poca, 1o que
condujo o iniciar un estudio eistenltico y completo de
las epciones para obtener & escalas industrial el Saiado
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G-aminopenicillnico en las condiciones mfe sdecuadas pa
va awestro pafs Reslisedo el estudic de mercado er el
preyeoto CONACY? - 1.1.8.H. d¢ la U.N.A.N. (60), se en-
contrazéa perspectivas para el comsumo 3¢ las pesicili-
nas senieintlticas por 1o que se procedil a desarrzellsr
el proceso easimftico.
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2. Objetivos:
objetivo General.

- Describir las metodologfas existentes pa
ra productr el 8cido 6-aminopenicilfnico (6-APA), com--
puesto estratfgico para fabricar cualquier penicilina -
senisintética, con el fin de conocer las dificultades 7
diferencias de estos mStodos, tanto por el proceso quf-
={co usado actualaente por la industria como por el pro
ceso enzimftico desarrolladc en ¢l I.I.B.M. de la U.N_A.

M., del cual el presente trabajo es una contribucién.
Objetivos especificos.

- Presentar la metodologfa general para --

producir el 6~APA por el sistema enzimltico.

- Desarrollar un proceso de separacién -
pars el 6-APA con alto grado de pureza y rendimiento a
partir de ls mezcla resultante de la accifn hidrolftica
de 1a enzima penicilina amidasa de Escherichia coli ---
ATCC 11105, ya sea percialmente purificada e inmovilizs
da en un polfmero llamsdo amberlita, o por la clula com
pleta inmovilizada en un soporte galante, formado por el
biopolimero carragenina. sefalar las dificultades encon
tradas por algunos investigadores para realizar la sepa-
racibn del 6-APA preparado por m8todos similares, o ilus
trar algunos de estos mtodos de separacibn.



3. Antecedentes

El primer desacubrimiento del fenSmenc de -
antagonismo microbiano fue logrado por Pasteur y Joubert
en 1867, quienes encontraron que una bacteria aislada -
del aire tenfa la propiedad de inhibir el crecimiento -
del bacilo antrax. De esta forma se inicid ¢l reconoci
miento de las potencialidades terapelticas do oste !ong
meno de antagonismo, asf{ se describieron numerosos ejem
plos de bacteria contra bacteria, bacteria contra leva-
dura y hongos, hongos contra baceterias, etc., en gran
nimero de estos casos, la accifn antagSnica se debfa a
la produccidn de metabolitos antimicrobiales, a los que

se les bautiz8 como "antibiSticos”.

Fleming fue el primero en dectectar la peni
cilina, afos después Chain et al (2) reportaron la pri-
mera preparacibn de penicilina relativamente pura. En
1943 se 418 a conocer la estructura de la penicilina --
(1), Posteriormente Moyer y Coghill, informaron que en
los medios de fermentacidn de Penicillium Chrysogenunm,

no se obtenf{a una sola penicilina sino varias en concen
traciones relativamente bajas (2) y (4) a las que sc -~
les denomind como penicilinas naturales (tabla 1).

Para el afilo de 1940 Abraham y Chain habfan
descubjierto qua las penicilinas naturales oran inactiva

das por una enzima bacteriana denominada como penicili-

nasa & ? -la-tamass (5).

La penicilina fué tntroducida al zampo de
Ja moAicina :irante la Soqunda Guarra Mundial, el fxito
da aste ompresa {nk Adobhido an qgran parto al rf;ito desa
rrolle Ae un procoesrn A4e formentacibn para la prnduccl6n

Am] antibiBtico & gran ascala, y Ae 1a selec~in do ce-



pas Penicillium chrysogenum hiperproductoras de antibib
tico (1).

Los antibiSticos -lact§micos estin dispo
nibles para su aplicacibn en el campo de la medicina en
virtud de la sfntesis microbiana.

Bioléqlcln.nte es raro encontrar cl siste-
ma de anillos lactama-tioazolidina, sin embargo existe
prominentemente en productos naturales, diffciles de --
sintetizar quimicamente, por lo que la mejor forma de
obtenerlos os por biosfntesis, empleando microorganis--

|08 .

Bl afio de 1950 Sakaguchi y Murao reporta -
ron la conversibn microbiana de 1a bencilpenicilina a -
el &cido fenil-acético y otra substancia descrita como
"pPencin® (6). La caracterizacifn de este compuesto co-
mo el Bcido 6-aminopenicilBinico (6-APA), fué en el afo
1955. Sin embargo, hasta 1959 se pudo obtener por pri-
mera vez 6-APA en forma cristalina a partir de un medio
de fermentacibn de Penicillium chrysogenum (7) y (8).

Sakaguchi y Murao fueron los primoros on -
establecer que la parte ostructural osencial de las pe-
nicilinas (6-APA), podfa obtenerse mecdiante la accién -
hidrolftica de 1a enzima ponicilina amidasa sobre la --

funcién amida.

El descubrimiento dol G-APA hizo posible -
1s sfnresia do nuevas penicilinas no Aisponibles ante--

riormenta por procedimiontos do formontacién. FEl 6-APA



producido por fermentacidn es un proceso obsocleto por su
complejidad dc separacibn y purificacién. Como menciona
mos anteriormente fue hasta el afio 1959 on que por prime
ra vez sc¢ obtuvo el 6-APA en forma cristalina por Batche
lor ez al (9) a partir del caldo de un procesc de fermen

tacifén de Penicillium chrysogenum , este grupo de inves-

tigadores comprobd indirectamente la estructura del --
6-APA haciendo reaccionar &sta con el cloruroc del &cido
fenil-acbtico para formar la bencil penicilina, que de-
toctaron analfticamente por bioensayos comprobandose -
la presencia de la penicilina por la actividad antimi--

crobiana.

Mas importante que la comprobacién de la es
tructura del 6-APA por acilacién, fuc el método mismo -
ya que presento la posibilidad de preparar otras "PENI
CILINAS SEMISINTETICAS" procedimiento que actualmente -

es funcional tanto a nivel qufmico como econbmico.

La sfntesis quimica de las ponicilinas fue
realizada con §xito despuls del descubrimientc de las -
carbodiimidas como reactivos intermediarios para la for
macifn de enlaces peptfdicos (10); pero esta metodologfa
no es competitiva con la sfntesis microbiana, ni a nivel

técnico, ni de selectividad, rendimiento, etc.

Dada 1a seloctividad, rendimientos y prepon
derantemente los costos, la producci8n industrial de to
dos los antibibticos -lact8micos dopondon actualmente

de la fermentaci8n microbiana.

En la figura | sa ilustra el proceso de --

hidr611sis de 1a bencilpenicilina para obtoner el 6-APA,



‘qu. 1 PREPARACION DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO.
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4.1 Estructura y estabilidad de la penicilina

Un punto que hay que considerar importante
cuando se trabaja con antibibticos P-lactann, ¢s la es
tructura y la estabilidad de la misma . La estructura
de las penictlinas fué deducida mediante ¢l cmpleo de
métodos de difraccibn do rayos X, espectoscopfa infra-

rrojo y ultravioleta (11)

En el siguiente diagrana se muestra la dig
posiclidn estereoquimica de la bencilpenicilina (11),

a



TABLA 1 Diferentes tipos do penicilinas

A St
o™ |
vy
c—
5 Coon
RADICAL NOMBRE
H Acido 6-aminopenicilBnico
ACILO PENICILINAS NATURALES

©&3_ Penicilina G (Bencilpenicilina)

Penicilina F

/”\/A\/”\/i\ Penicilina X
“°‘©}\ Penicilina X

PENICILINAS SEMI-SINTETICAS

OoS-
Penicilina V
@&{ Meticilina
iy Ampicilina

@XQ Carbenicilina
y

! Aroxilina

Etaclilina



Los grupos funcionales prescntes en las pec

nicilinas se ilustran en el siguiente diagrama.

o H
21 B4
R= CaN
C NG
¢
¢ d
f
a) cadena lateral

b) Unién amida o peptfdica
c) Anillo de lactama

d) Anillo de tioazolidina
e) Grupo metilo

£) Grupo &cido

Para el caso del 6-APA:

Am

-N ’ 8 CH
H : ‘ 3
N!
H
o7 ¥n
Nomenclatura

Acido 6-aminopenicilanico (6-APA)
hAcido 6-AMING 3,3-4imotil-7-ox0-4-tio-1-

azobiciclo-haptan-2-carboxflico.



Bencilpenicilina Esta es muy estable en

estado s6lido, resiste calentamiento a 100'C por varia
horas sin p&rdida de actividad y a tempocratura ambiente
cuando se protcje de la humedad, retiene su potencia par
perfodos de un afio o mds, lo cual est8 relacionado con
el hecho de que la substancia cristalina est8 anhidra
La bencilpenicilina s&dica presenta tendencia a formar
un trihidrato a 20.C hasta alzanzar una hiimedad relativa
de 65%, el agua fijadu cerca de ese punto causa una pag
cial inactivacién. Lo anterior no puede ser el Gnico --
factor responsable de la lenta descomposiciéa, ya gue
cambifn puede at:ibuirse a trazas de impurezas higros-
c8picas (11).

Las ?-lnctllll tfpicas presentan dos estruc

turas resonantes caracter{sticas:

Esta resonancia permite la estabilidad de

las lactamas monocfclicas, dfndoles mfs estabilidad a
la hidr8lisis alcalina (11) y (12).
La penicilina G muestra un comportamiento

difarente on solucion puesto que sf es suscoptible de
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hidr8lisis en condiciones alcalinas, dependiendo de la
temperatura de la solucidn, para dar &cido peniciloice.
La diferente reactividad a la hidrSlisis entre una -
lactama tfpica y la penicilina G, se atribuye a dos ca-
racterf{sticas de esta Gltima:
Primera: No es posible la existencia de
dos formars resonantes.
Segunda: La tensiér existcnte en ¢l ani-
1lo de la lactama ocasionada por
la vecindad del anillo de tioazo

lidina.

La reactividad del anillo deP-lectan- de
las penicilinas es indudablemente uno de los factores
responsables de la alta actividad biolSgica de estos an
tibiéticos y tambien es uno de los problemas que se pre

sentan cuando se lleva a cabo la sfntesis qufrica de es

tos compuestos.

Es posible que el grupo carbonilo adyacente
al grupo 6-amino puods presentar un eofocto de induccibn

e la hidr6lisis del anillo ?-Iactanico.

e
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En los siguiente esquemas se presenta la exten
sa serie de degradaciones de la penicilina, ilustrando --

as{ su ladbilidad quimica
CATALISIS ALCALINA
33 o
Tt
° \uclaof!lo
Jor
"
q % .'i.fﬁ_( i
~e-h, K y
R~-€C -g j‘s
CO0W

“e0c - “enc .\:
fcido peniciloico §cido penamaldicc

» oa; 1 on”
Lagg e,
(7

$cido peniloico penicilaidetifidn

“

7Y

N
N

penicilamina
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CATALISIS ACID}
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fcido penflico fcidc peniciléico
] (/OH
0 2
CH3
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\ COOH

fcido poenicilénico



4.2 CARACTERISTICAS PISICOQUIMICAS DEL
ACIDO 6-AMINOPENICILANICO (6-APA).

El 6~APA es un amino-8cido que tiene un Pe
so molécular de 216.28, y cuya férmulamfnima es CaHuO3

st. Como cualquier aminofScido presenta propiedades
anfot8ricas a causa de la disociaciln de los grupos a-
®ino y carboxilo presentes en la molfcula del 6-APA par
lo que en solucifn acuosa se puede presentar en los si-
guientes estados i8nicos, dependiendo de la concentra-

ctén de protones:

o ae™) A

"
;.q.n:dL- o 3311204

B )

Para el 6-APA, se han reportado:
pk,= 2.3 pr = 4.3 PKy = 4.91 Ref (15)
pk'- 2.3 pI = 4.3 pk2 = 5,91 Ref (16)

La rotacibn 8ptica del 6-APA en solucibn acuosa
es dependiente del pH. Entre pH 7 y 10.5 la rotacién es

20
pec{fica es constante cor. un valor de‘é}n = ¢+ 204, ol



punto de fusi8n reportado par el 6-APA es de 209°C-210°C

con descomposicién, tambion s¢o reporta gque cristaliza de
HZO-BCI .

E) 6-APA es relativamonte estable a los Scidos,
es ficilmente degradable por bases fuertes, y prosenta

su mixima estabilidad en soluciér acuosa a pH 8.

La degradacidn del 6-APA tambifn se puede 1lle-
var a cabo por el (ompimicnto du! anillo de F-luc:ana
meJdiante la accibn de la enzima -lactamasa, dando o-

rigen a el Scidc peniciléico.

o

 J
l-g-i" bt -lactamasa Nl
oy o
(-] 'Y o

Dada la naturaleza de la estabilidad del 6-APA,
§ste debe tratarse a su Sptimo pR o en condiciones alca
linas y en ausencia de la enzima ? -lactamasa, para evi

tar su degradacién.



4.3 Preparacién vfa qufmica del 6-APA.

La metodologfa usada actualmente a nivel indus
trial para producir el 6-APA, a partir de bencilpenici-
lina, es poco accesible, ya que existe muy poca informa
cibn al respecto. El proceso qufmico principia por man-
tener ¢l sistema anhidro desde la primera etapa, hasta
el paso de hidrSlisis. La primera ctapa consiste cn la
proteccidn del grupo carboxilo presente en la molécula
de la penicilina con grupos quec son rapidamente hidro
lizados en presoncia de agua, tales grupos cooprenden:
cloro-silanos (17), anhidridos y fosfoésteres de ben-
zoilo, estos (iltimos requieren para su separacién hi-
drogenolisis, por lo que no son usados, ya que la hidro
genolisis abrirfa el anillo ?—1-ctnna, y disminuirfa el
rendiajento de 6-APA.

RELACION MOLAR REQUERIDA PARA LA HIDROLISIS
QUIMICA DE LA BENCILPENICILINA:

HMATERIA PRINA MOLES
Bencilpenicilina potfsica 1.0
Dimetil-dicloro-silano 1.0
Dicloro-metano 29.0
Dimetil-anilina 2.5
Pentacloruro de f&sforo 1.0
R-OH (MeOH &6 BuOHP 13.8
Amonfaco al 28% 21,0
L 1fquido

Acetons

Ref. (68)
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Descripcifn del proceso qufmico

La reaccidn se inicia a 4°C. A la bencilpani-
c¢ilina emulcionada en cloruro de metileno, se le agrega
el dimetildiclorosilano permitiendo que la temperatura
suba hasta 20°C. La sililaci8n se lleva a cabo durante
20 minutos, transcurridos estos, se desciende la tempo-
razura hasta -60°C utilizando nitr8geno 1fquido a través

de los serpentines del reactor

Alcanzada la temperatura, se agrega el penta-
cloruro de fésforo, permitiendo que la temperatura se
eleve hasta -35°C., posteriormente se adiciona la dimeti]
anilina, en otro tanque, se enfrfa metanol a -80°C., el
cual se agrega al reactor. La recaccibn cxotérmica pro-
voca que la temperatura suba hasta -60°C., y se mantiene
esta temperatura por 1.5 horas. Luego se adiciona agua,
la temperatura se eleva hasta -17°C,, en este paso se -
obziene el 6-APA; el pH en el reactor es de cero. El -
tiempo de hidrélisis es de 13 minutos, este tiempo es -
importante ya que podrfa existir degradacién del 6-APA.

Efectuada 1a hidr8lisis el pE se va elevando hasta 1,6

con HH‘OH, se efectia separacifn de fases., La fase acuosa
contiene el 6-APA, esta se lleva a un pH 4.2 con NH‘OH

y se controls la temperatura a 0°C.

La cristalizaci8n dol 6-APA sc llova a cabo
durante 1a noche, Posteriormonte se contrifuga para te-
ner el 6-APA an ostado s8lido, oste producto es sccado en
una estufa y a vacfo.

Las aquas madres so tratan con acetona, con

el fin 4o separar y recuparar la dimet{lanflina,
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Tanto la dimetilanilina como el clorurc de meti
leno se recuperan por destilacidn para su posterior re-
circulaci8n al proceso, esta operacifn reduce los costos
de produccidn del 6-APA . Ref: (18,19,20,21 y22).

REACCION DE LA HIDROLISIS QUIMICA DE BENCIL-
PENICILINA PARA PRODUCIR 6-APA (36).

8 .
o % N, o, ad ;)mx SiMey
- [ - 1
whoH ”L“tf:ﬂ :‘*Cq‘i;
-4e°C o "
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4.4 Transformacidn enzimatica de penicilina a
6= APA

La explotacibn, a nivel industrial, de enzimas
y microorganismos tradicionalmente ha sido realizada mc
diante el uso del microorganismo intacto o de prepara-
ciones de enzimas en solucidn. Estos procesos, por su
eficiencia, solo pueden ser usados una ocasidn en una
reaccibn o fermentacidn por lote. Otros usos adiciona-

les no son posibles en esta forma debido a que:

a) Las enzimas o cflulas son relativamente
inestables y pueden perder actividad du-
rante una reaccifn o fermentacibn.

b) Los mftodos de recuperacidn convenciona-
les son costosos o causan la desnaturali
zacién y en consecuencia la pérdida de
la actividad catalftica.

La Lnnovlli:ccan os una técnica que se ha -
desarrolladc en los filtimos afios, con el objeto do reu-
sar los catalizadores biol8gicos siondo estos la célula

completa o la enzima parcialmente purificada,

Inmpovilizacibén. Consiste en fijar una enzima
o célula s una matriz insoluble, lo cual permite su re-
cupoeracibn, y ademfs evita su destruccibn por filtracién
o cantrifugacibn. La estabilidad de la onzima fijada os
atribufbls a factores como disminucién de la libre rota
c1én 4o la enzima unida. Otra vantaja conferida por la
inmovilizacién, es que 1a enzima unida a un soporte pug

de ner usada contipuamento, en un tanquo o roactor on
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columna y la purificacifn de los productos se facilita,
por la ausencia de material orglnico soluble Entre las
desventajas que presenta est8n los pasos adicionales re
queridos para la inmovilizaci8n, el costo de la inmovi-
lizacién y la pérdida de actividad durante la fijacién.
Sstos problemas son caracterfsticos de los métodos de
inmovilizacién, sinembargo esto no significa que no cons

tituyan una tecnologfa rentable.

Los nétodos de inmovilizacidn pueden ser clasi
2icados en cuatro categorias blsicas:
1) Método de unibn covalente .- En este se -
une la enzima a un soporte insoluble en a
gua mediante una unién covalente.
2) Método de entrecruzamiento.- Se logra uni
endo intermolecularmente las enzimas median

te un reactivo bifuncional o multifuncioaal.

3) MEtodo de atrapamiento.- Las enzimas o c§
lulas se incorporan a un gel o se ocluyen
en una membrana constitufda por un polf-
mero semipermeable.

4) Método dn microencapsulacibn.- consiste en
encapsular las enzimas an pequoias csferas

permoables

DIAGRAMAS DE ENZIMAS INMOVILIZADAS

% % J@@t@"@‘

CualdiE e myiqsranieani0 l‘u'n-ﬂﬂo
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Los procesos comerciales desarrollados a la fe
cha basados tantc en mftodos quimicos como en métodos -
microbianos para obtener el compuesto 6-APA, usan como
materia prima la bencilpenicilina. (ver fig.1 pag 9).

En el proceso enzimtico para la produccidn del

6-APA, es necesario disponer de :

a) fuentes de la enzima (microorganismos)
b) medio para hacer al mi or ismo.

c) medio para sobreproducir la cenzima.

d) técnica para recuperar las células o la
enzima.

e¢) método de inmovilizacidn.

€) condiciones de reaccidn de la hidrblisis.

g) oroceso de recuperacidn del producto.

Las fuentes de la onzima para efectuar la hi-
dr8lisis de la boencilpenicilina, pueden ser muy varia
das, y aunque las que se emplean en la industria no son
conocidas, tanto las fuentes como los procedimientos -
empleados, pueden en general dotectarse a partir de las
patentes y en menor proporcibn de las publicaciones en
revistas especializadas., Existen una gran varicdad de
fuentes de la enzima denominada: penicilino acilasa;
penicilino amidohidr8lasa: penicilina amidasa, otc., =~
siendo las principales las do origeon fGngico y bacte-

riano (23,24,25 y 26).

Las copas mfs estudiadas son: Bacillius mega-
therium y la do Bschorichia coli, deo esta Gltima ha s}
do posible utilizar copas "mojoradas” (mutadan ya seoa
por gen8tica clfsica o ingenierfa gontica) (27,28,59)
pPatantes racientaes y numerosas publicaclones nobro aci-
lasas do bacterias, suqleron que algunas ompraenas, par-

ticularmonta en Jap8n, Fstados Uniden deo Norte AmE:ica
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y Alemania, usan industrialmente fuentes biolégicas, en

tre las que estan E. coli, B megaterium, Kluyvera citro

phila y Pseudomonas meanogenum, para producir el 6-APA,

a partir de bencilpenicilina (29,30,31).

21 desarrollo industrial de cepas que producen
la "acilasa™ y los detalles dc¢ los procesos dc ferzenta
cién para las espccies mencionadas y otras, son propie-
dad de las compaiifas que las han producido; sin embargo,
se han publicado estudios del medio de cultivo (28), ae
reacidn (32) y regulaci8n (33,34,28), estudios que sugie
ren los requerimientos mis importantes para la prepara-
ci8n eficiente de las penicilino acilasas.

Existen bSsicamente cuatro sistomas para efec-
tuar la transformacién enzimftica de la bencilpenicilina

a 6-APA y son las siguientes:

a) c8lulas "solubles”

b) EZnzima soluble

c) C6lulas inmovilizadas
q) Enzimas inmovilizadas

los sistemas c) y d) son los usados on las transforaa-
ciones biotecnol8gicas industriales. Para ol caso de

E. coli, existe una informaciln oxtensa sobre las me-
todologfas de inmovilizaci8n de la enzima ponicilina -
amidasa, como ejemplo podemos citar la inmovilizacién on
acetato de celulosa y en una resina llamada Amberlita
XAD 7 (36 y 49), la versatilidad do los mftodos do inmo
vilizacibn consiste principalmente en el tipo de sopor-

te usados otros soportos emploados son bentonita (38),

scriloilamids (37), etc,.
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4.5 Descripcifn general del proceso desarro

l1lado para producir 6-APA por vfa cnzi-

matics.

De acuerdo a estc mftodo, el microorganismo em
pleado como fuente del catalizador biol8gico es la bac-
teria Escherichia coli ATCC 11105. El cultivo de este
microorganismo se realiza en un medio apropiado de nu--
trientes on presencia de aire. El medio de nutrientes
consiste escencialmente de una fuente de nitrSgeno como
NH‘CI, una fuente de carbono y energfa adecuados como -
lo es para &éste caso el 8&cido fenilacético. Las condi-
ciones del cultivo se controlan a 28°C y 24°C para el -
crecimiento como la induccibén respectivamente de la for
macibn de la enzima. Las cS§lulas se récuperan mediante

centrifugacibn (60).

Preparaci8n del Biocatalizador:

Con el objeto de que la enzima que cataliza la
hidrSlisis de la bencilpenicilina sea mfs estable, y se
pueda reusar en varias ocasiones, las cflulas completas
de E. coli ATCC 11105, las cuales contienen la enzima,
se i{nmovilizan, a un soporte {nsoluble en el medio de
reaccién, en forma covalente, En esto procesc se eom-
plea un gel de carragenina., La carragenina es un bio-
polimero de polisacfridos sulfatados formados por uni-
dades de galactosa; El1 procedimiento de inmovilizacién
consiste basicamente en:

- Una suspensibn de células, se mezclan on
una solucidn de carragenina on las propor
cionos adocuadas, a una temporatura do 50°
C, 1a solucibn golifica al disminuir 1a -

temporatura y se la da la forma doscada a
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la proparacibn resultante. Este gel es tra
tado con glutaraldehfdo para unir mediante
enlaces covalentes las c8lulas al gel, lo-
grindose asf{ la inmovilizacién quimica (64,
65) .

Preparado el biocatalizador se procede a
empacar el reactor seleccionado para efec

tuar la hidrdlisis.

Hidrblisis.- La bencilpenicilina potlsica en -~
soluci8n acuosa e¢s puesta en contactc con el biocatali-
zador, manteniendo la reaccifn Sptimamentc a una tempe-
ratura entre 37°C y 40° C, y a un pH de 7 a 8 (66). Des
pvés del tiempo adecuado para permitir la mlxima conver
#i8n de la penicilina a 6-APA y 8cido fenilacético se
procede a la separacibén del producto deseado que es el

6-APA.
.
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4.6 MEtodos de -ogn:uciﬁn reportados.

Para el caso partfcular de separacién del &cido
6-aminopenicillnico (6-APA) producido por hidr8lisis en
zimatica se han reportado 5 procesos, de los cuales 4
son patentes norteamericanas de loa afios 1964, 1969, -
1973 y 1976, el 5%, est§ reportado en un artfculo publi
cado por japoneses en 1972, el cual fue empleado por un
grupo de coreanos en el aflo 1979 aunque estos Gltimos -
obtuvierSn un rendimiento de recuperacidn de 6-APA de =
547\ en vez del 858 reportado en el artfculo original de

loscoreanos.

En el aflo de 1964 se establece que la hidréli-
sis enzim8tica de penicilinas presenta desventajas para
obtener el 6-APA en forma pura a partir do penicilinas
(29). De acuerdo con este m8todo el 6-APA puede ser r
recuperado, mediante adsorcién en carbbn activado o re
sinas de intercambio i8nico Scidas, tal como la resina
IR-120(B+); posteriormente el 6-APA se eluye con una
base (ln‘ou) a pH 7, y se concentra a vacio cristalizan
3o el 6-APA a pH 4.4. Reportaron rendimientos de 65% a
708, e identificarén el producto tan solo por una prueba
indirecta: fenilacién del 6-APA para producir bencilpe-
nicilina y detectar esta Gltima por su actividad bacte-

ricida Para cristalizar ajustan el pH con '2504'

En el afio 1969 Squibb & Sons (38) patentarédn
su proceso de hidr6lisis enzimStica para la produccién
dol 6-APA, el cual comprende ¢l uso de una sorie de pe-
nicilinas cozo materia prima: la t6cnica de inmovilili-
zacibn de la enzima penicilina amidasa consiste funda-
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mentalmente en adsorberla en bentonita, En la descrip-
ci8n del proceso de scparacién, mencionan las dificulta
des que se presentan para este tipo de sistema y espe-
cialmente para el caso de la hidr8lisis enzimftica de la
penicilina, afirman que este procesc presenta muchas di
ficultades. entre las cuales se encuentra el escalamien
to industrial , ya que en esta etapa on goneral se obtie
nen bajos rendimientos en la recuperacién del producto
de hidrflisis deseado (6-APA). MEs aGn, la separacién
del producto 6-APA a partir de la solucibn en que estfn
presentes otros residuos, presenta muchas dificultades.
En la descripcién de su proceso de separacifn, se pro-
cede de la siguiente manera: se enfria y acidula con .
HHOJ, se extrac con un disolvente orglnico las "impure-
zas", se agita y se centrifuga, se nagtra!i:u con NaOH
al 508 o con NH‘OH al 108, posteriormente se concentra
a una temperatura menor de 40°C, finalmente cristaliza
el 6-APA acidulando con HNO3 a un pH 3.8-4.0 . Los -
cristales formados son lavados con agua y posteriormen
te con acetona. El producto es secado a vacio y a una
temperatura de 40°C. En esta patente trabajan con can-
tidados de hasta 15 g/1 de penicilina G potfsica, pero
no dan referencia de los rendimientos de recuperacibn
del 6-APA ni de la calidad del producto,

En el aflo de 1973 se registré " Un mejor nitg
do “ (61), para la producci8n, separacibn y purifica--
ci1én de 6-APr modianto preparacibn enzimltica con la
bacteria E. coli. En esto trabajo postulan las desven
tajas de usar las cSlulas complotas do la bacteria conm

pleta, siando las siguiaentes:
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incluyen una gran cantidad de material inactivo

a
b) pérdida de 6-APA por adsorcidn en las células
c) posibles p8rdidas por inactivacifn enzimftica
4) pérdidas por degradaci8n por 8lcali

reaccidn muy lenta (ya que la enzima es intra-
célular) .

la separacin del 6-APA. a partir de los pro-
ductos de oscisifn llevada a cabo asf, cowo -

los factores anteriormento seiialados la hacen

4

sumamente diffcil,

De acuerdo a su mftodo de separaciln la solucién
acuosa obtenida despufs de efactuada la hidrflisis enzimftica es
tratada en la siguiente forma:

La solucifn es acidulada con un Scido mineral,pos
tericrmente se efect(a una extraccién con un disolvente orafnico
inmigible en agua como por ejemplo metil~isobutil-cetona, 8ter -
etflico, acetato do n-butilo o acetato de isoamilc a pH 1.5-4.

La capa orgfinica es separada y la fase acuosa neutralizada a pH 7
-2 mediante un Slcali despufs la soluci8n es concentrada a vacio.
La solucibén concentrada es acidulada a pH 4-4.6, causando la for-
macion de un precipitado cristalino de 6~APA el cual es scparado y
secado. Se obtuvierdn rendimientos con respecto a la bencilpeni-
cilina de 72 8. Las concentraciones a las que trabajaron son de

% a/] de bencilpenicilina pot&sica.

En el afio do 1976 Chibata et al. (37) registraron
un proceso para la produccifn enzimfitica del 6-APA, on esta meto-
dologfa cuando la hidrSiieis se ha ofaectuado totalmento, la solu-
cibn da reaccibn se hierve y/o se 8cidula para destruir la enzima
o microorganismo, y el precipitado so separa por filtracién. En

este trabajo raportan habor oxperimentado con concentraciones do
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bencilpenicilina y penicilina V al 2% y al 108, habiondo obtenido
rendimientos de recuperaciSn de 6-APA con respecto a la penicili-
na usada de 76.8 v, La diferencia con respecto a los anteriores
procesos es el disolvente usado para efectuar la extraccibn, el
cual en este caso fuf la metil-iscbutil-cetona, disolvente que -
adem§s de caro es téxico y altamente flamable.

En el affo de 1979 Nam et al. reportarén una metodo~
logfa para preparar el 6-APA haciendo usoc de la cflula complets de
Micrococus luteus en forma soluble. La separacidn y purificacidn
dol 6-APA, la efectuarfn de acuerdc al mftcdo de Okachi ot al.
(63), del cual se presenta el diagrama en la siguiente pSaina, este
mftodo lo modifico Mac et al. sustituyendo cloruro de bario por --
cloruro de calcio.

En cl trabajo de Okachi se presenta por primera vez
un espectro de andlisis del 6-APA al infrarrojo.

En el trabajo de Nam se presenta ademfs de un espec
tro de infrarrojo, reportan las bandas de un espectro de R.M.N. e&-
fectuado al 6-APA que obtubierdn, asf como el punto de descomposi-
cibn del mismo (62).
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Separacién del ACIDO 6-AMINOPENICILANICO
Por Okachi et al. (32)

Ilazcla de reacci&ﬂ1

-—E
asta]

[1ju-tarpuycon stod

Doble extraccidn co
igual vol. de AcOBu

Fase acuosa

lfju:ta: pH con B-(Oﬂ)ﬂ

[Frecipitado ]
Proclpitado

[Concentrar a vacio )
[ .
‘[Adiciohar 2 vol. de MeOH

Piltrar

Precipitado [concentrar a vacio}

Ajustar pH con HéfJ
a 4.3

Cristalizacién durante]
la noche

Filtrar

fcCristales do 6-APA ]

[ Lavado con aqua frial]

[ Bocado a _vacin |

fA7ujas cristalinas blancas |
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S. PROCESO DE SEPARACION DE 6-APA DESARROLLADO.

Los procesos de separacidn y purificacibn
en general consisten de los siguientes elementos:

1. Remocién de insolubles
a) Filtracién
b) Centrifugacidn
c) Decantacién

I1 Concantrnc;kn del producto. No selectiva.
a) Evaporacién
b) 8dgorcibn - carbén
- resinas de intercambio
i8nico
c) Extvaccibn por afsolventes
d) Precipitacién
e) Ultrafiltracién

111 Purificacibn - selectiva
a) Extraccién fraccionada 1fquido-1fquido
b) Extraccidn por disociaciébn
c) Cromatograffa
) Docoloracibn
v Aislamiento del) producto final
a) Cristalizacién
b) Recuperacibn del producto
c) Becado

La mayorfa de las técnicas de racupora-
ci8n, como: extraccibén por disolventos. evaporacién
s presibn reducida, precipitaciédn fraccionada, fil-

tracibn, centrifuqgacibn, otc., son usadas para la re-
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cuperaci8n de variadas substancias.

Para seleccionar y aplicar alguna técnica

de sepzracifn o recuperacidn, hay que tener presente
las diferencias fisicoquimicas que manifiesten la na
turaleza quimica de cada subscancia; acidez, estabi-

1idad térmica y al pH, ostado ffsico: asf como de -

las impurezas presentes ya sean de naturaleza orgh-

nica o inorgfnica.

En la produccibn industrial, cada ctapa

de un proceso de separacifn debe ser seleccionada -

desde un punto de vista préctico y econdmico, por 1lo

que se deben considerar los siguientes puntos:

a)
b)

c)
4)

e)

1)

El proceso debe ser lo m&s simple posible.
El rendimiento de cada etapa del proceso
debe ser alto.

Evitar etapas prolongadas

Evitar t8cnicas que sean dfficiles para
su escalamiento industrial.

Evitar etapas que disminuyan la concen-
tracifn de la substancia requerida.

Las materias primas deben ser razonable
mente baratas y las cantidades consumi-

das minimas.
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5.1 Consideraciones teSricas para el proceso.

Uno do los puntos claves on un proceso de
esta naturaleza os la operacidn de cristalizacifn del
6-APA que tiene como finalidad provocar la separacidn
del cuerpo s8lido formado a partir de la disolucibn

que le contienc.

La operacibn de cristalizacifn se prefirié
pucsto que es flcil de escalar del laboratorio a plan-
ta industrial, en ambos casos se prctende obtencr los

rendimientos y pureza m8s altos posibles.

La teorfa de la cristalizacifn comprende,
no solamente el estudio de las relaciones de equili-
brio existenten entre un cristal y 1a solucidn que le
da origen, sino ademfis otros factores quo afectan a
la formacién del cristal, como efectos térmicos, y nu
cleacibn., Hay que tener prescnte que en el caso de -
compuestos que serfin empleados posteriormente como na
terias primas en medicamentos, resulta muy importante

cerciorarse de la pureza.

Desde un punto de vista general se puede
afirmar que en la formacién de s8lidos inorglinicos,
en la mayorfa de los casos, es suficiente la forma-
c18n de un precipitado, mientras que an la secparaciln
y purificaci8n do substancias oralinicas generalmente
con el objeto de elevar la purcza sc desca obtener el

producto cristalino.

Cuando se tionen substancias orqglinicas,
al precipiterlas, generalmonte, sc logra una forma

ci15n relativamentoe lonta A4e. 8sBlido en un proceso en
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el quo se obtiene un material cristalino que es des-
de el punto de vista qufmico el compuesto descado, y
esto es porque s¢ trata de un proceso ffsico o cuan-
do mis, fisicoquimico, el cual ostf directamente aso
ciado al cambio de estado ffsico y al equilibrio sb-
lido-solucibn.

La purificaci8n de sélidos por cristali-
zacibn trae generalmente como inconveniente una pér-
dida considerable del material deseado, ya que &ste
permanece en la solucidn de la cual se han formado
los cristales, pero ticene en gencral la gran venta-
ja de que el grado de pureza que se alcanza es muy
superior al gque proporcionan algunos otros m&todos
de separacifn cllsicos. Un punto mfs a favor de la
cristalizacidn es que la determinacidn dei punto de
fusién de cada cosecha individual de cristales es -
directamente indicativa de la pureza del compuesto

que se est§ obteniendo.

Zn ninguna de las técnicas de separacifn
del 6-APA, se monciona alglin factor que afecte la
cristalizacidn del mismo; y al llevar a la prlctica
algunas t8cnicas de separacibn reportadas, se obtu-
vierdn bajos rendimientos de rocuperacibn y un produc
to amorfo e impuro, estos experimontos preliminares
permitieron conocer que los factores importantea pa-

ra recuperar al 6-APA son:

a) Conocar el comportamiento del 6-APA
en solucién acuosa alcalina, puesto
que son las condiciones de reacciébn.
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b) Las concentraciones mfs adeccuadas de
6-APA para efectuar la cristalizacién
lo anterior con el objetivo principal

lograr un producto cristalino
mfs puro y obtener altos rendimientos.

Las consideraciones generales con respecto
a los productos en la mezcla de reaccldn son las sigui-

entes:

1.- En la reacci8n resultante tenemos el fcido
6-aminopenicilénico, residuos de bencilpe-
nicilina, 8cido fenilacético, fosfatos in-
orgfnicos, productos de descomposicién de
6-APA y bencilpenicilina ( Scidos penici-
18icos) asf como s8lidos en suspenciln del

soporte.

2.- Propiedades de cada elemento:

1) El 6-APA, bencilpenicilina, y fenila-
cético ya se han tratado anteriormen-
te.( ver Cap. 4 ).,

11) Productos de descomposicién de 6-APA

y bencilpenicilina;

Los posibles productos de descomposi-
cién tanto para el 6-APA como para la
bencilpenicilina son los productos de
Nnidr81isis alcalina, llamados Kcidos

penicil8icos, los cuales se pueden -

obtener en forma s8lida como monofci-
dos y a pH no menor do 5, ya quo su-

fren descarboxilacibn dando origen a
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Bcidos penflicos; ambos productos de
descomposici8n pueden ser extrafdos
con disolventes orgfnicos insolubles

en agua.

Si existieran carbohidratos en la so-
lucidn que contenga 6-APA, §ste reac-
cionarfa dando origen a derivados -~

glucosfdicos, pero a pH Bcido se vuel

ven a regenerar ambos compuestos ( ).

Protefnas.- la posibilidad de la pre-
sencia de estos compuestos hacen nece
sario un tratamtento para separarlas,
su comportamiento anfot8rico similar
al que presentan los aminofcidos o la
dﬁsnatnrnll:ncidn y precipitacibén de
las proteinas pueden ser empleadas pa
ra su remocidn o en Gltima instancia
efectuando cambios de pH y temperatu
ra para , finalmente, separar por cen

trifugaci8n o adsorci8n.

Los 1fpidos que puedan estar presentes
pa pucden extraer a pH Scido y con -

disolventes no polares.

Se han realizado consideraciones de
los procesos de separacién reportados
para algunos compuestos, obtenidos por
otros mAtodus.

Separacibén de bencilpenicilina.- en la

jitoratura se han reportadc procesos -
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para recuperar bencilpenicilina a par
tir de soluciones que contienen este
compuesto producido por fermentacidn,
en las cuales estfn presentes impure-
zas proteicas, azl@cares, amino&cidos,
etc. Todos de origen microbiano o del
medio de cultivo Normalmente la ben
cilpenicilina, se separa de este tipo
de solucionos acuosas. mediante una
t8cnica de extraccibn y usando disol-
ventes como: §ter sulflrico, acetato
de etilo, acetato de isobutilo, aceta
to de n-butilo, etc., a un pH de 2 a
3.5 y una temperatura de 0°C a 10°C.

11) E1 8cido fenilacltico es un compuesto
que puede ser extrafdo a un pH fcido

alrededor de 2.

Y oy~
o o)

i14) E1 Scido 6-aminopenicillnico no puede
extracrse a pH 8cido ya que forma un

compuesto i6nico:

Chy

()
HN T N s
7 eI T
% R
o 4om o g o~

Considerando los anterioros puntos se pro-

cede a particularizar las operacionas quo debon ejecutar
se, partiendo Ao un m8todo dao soparacibr y purificacién
en qenaral, para detorminar los parfmotros 8ptimon del

proceso.
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5.2 Materiales y Métodos.

i) Materiales:
Producto.

Ac. clorhfdrico R.A.
Hidr6xido de sodio R.A.
Acetato de n-butilo R.A.
Acetato de isobutilo
Bencilpenicilina

Ac. 6-aminopenicilfnico
Ac. 6-aminopenicillnico
Ac. 6-aminopenicilénico
Metanol R.A.

Retanol Tec.

Etanol R.A.

Posfato monosSdico R.A
Fosfato disbSdico R.A.
Amortiguador de ref.
Papel indicador de pH
Papel filtro No !

Papel filtro No 3

Iodo R.A.

Carb8n activado

Procedencia.

J.T. Baker.
J.T. Baker.
J.T. Baker.
Fermic S.A.
Permic S.A.
Quinonas S.A.
Sigma.
Fermic S.A.
J.T. Baker.
Permic S.A:
J.T. Baker.
J T. Baker.
J T. Baker.
Sigma.
pRydrion.
Whatman.
Whatman.
Merck,
S5igma.
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Equipo Marca
Potencicometro Corning 3D.

Bomba de vacfo Mod.FE-1400 Peli-Welch.
Bafio de agua de temp. reg, Colora ET S,
Colorimeto (Spectronic 20} Bausch & Lomb

chmara p/cromatograffa Pyrex.

Aparato para puntos de f£. Pisher-Jhons.
Agitador magnetico Corning PC-353
Barras magneticas Curtin M.S. Inc.
Rotavapor -R Binkmam Inst.
Quickfit 24/40 Corning.
Quickfit 14/23 Corning.

Cubre objetos Profesional
Buckner de 15 cm. diam P.I.N.S.A,
Kitasatos de 1 y 4 1, Pyrex,

Embudos de separaci8n ' 1.Pyrex.
Pipetas graduadas 10 ml. Pyrex.
Trampa para agua Crista-Lad,
Vasos de pp. de 1 1, Pyrex.
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Analisis del 6-APA por el método del
p-dimetil-aminobenzaldehido.

El método del p-dimetil-aminobenzaldehfdo
depende fundamentalmente de la reaccidn de &ste con el
grupo amino del 6-APA, para dar lugar a la formacibn de
una base de Shiff colorida, la cual se puede estimar -
cuantitativamente empleando un espectrofotdémetro a 415
nm. El método puede ser aplicado directamente a la -
mezcla de la reaccidn sin un previo paso de extraccidn.

REACCION : o)
n
1)
@_/- E \K‘“’—; _]
/
/\0" Scido
B.ncllpen!cllinl 6-APA fenilac8tico

o ™
@ TG 2Oy

o/ 0H

0\0
‘ 6-APA )
BASE DE SCHIFF
Compuesto crombforo
p-DIKETIL-AMING Abs, méxima a 415 nm.

BENZALDEHIDG
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Limitaciones del mBtodo p-dimetil-aminoc
benzaldehfdo:

8% existen otras aminas primarias ademis
de la presente en ol 6-APA? estas interferirfn en la do
terminacién, ya que tamdi8n dan reaccibn positiva,

Otros problemas se evitan tomando un tiempo
adecuado para hacer la lectura, dc¢ acuerdo a la curva de

calibracidn. (49),

Procedimiento:

Realizar una curva patrén de 6-APA cada vez

que se preparen reactivos de la siguiente mancra

1, Pesar exactanente 58,378 mg de 6-APA al 100%
de pureza y pasarlo cuantitativamente a un
matraz aforado de 10 ml, con poca agua, afla
dir NaOH 0.1 N hasta efectuar la disolucibn
del 6~ APA y aforar a 10 =l,

2. Macer Adiluciones progresivas de ecsta solu-
ci8n, tomando ! ml, 4e solucién de 6-APA y
agregando 1 ml, de buffer, agitar,

3! pipotear 0,2 ml, de cada solucibn de 6-APA
en tubos de ensayo, y marcarlos, Para el
blanco usar 0,2 ml, de buffer,

4, Pipetear 4,8 ml, do alcohol en cada tubdo y
agitar.

5, Pipotear 2.5 ml, de roactivo p-dimotil-amino

benzaldehfdo en cada tubo y aaitar,

6. Dejar en roposo 10' y leer on el colorfmetro
a 41% nm,

7, Realizar la curva por Auplicado, y gréficar

los valoros.,
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BEtodo para determinar la estabilidad de

6-APA,

En este método, se hace usc para medir el
6-APA? del método colorim8trico del p-dimetil-amino-
benzaldehfdo (anteriormente descrito).

Las condiciones de &stabilidad del 6-APA
probadas son las empleadas en el proceso de separacién
desarrollado, tanto para las condiciones de concentra-

cidn como para las de cristalizacibn.

Procedimionto:

1, Se prepara una soluciSn de 6-APA a una con
centracifén 4e 0.5 ma/al., an un buffer de
tosfltos 0.3 M.

2, La solucién de 6-APA se ajucta a pH 7 para
el caso de condlcignel de concentracibén -
(45°C,pH 7}, y pars el caso de condiciones
de cristalizacién ( pm 2 , 4°C )

3. Se toman muestras de 0.2 ml. de la solucibn
de 6-APA, cada hora.

4. Se mide el 6-APA por el mftodo del p-dimetil

amino-benzaldehtfdo,

5. Se greffcan los valores
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Pruebas de solubilidad de 6-APA.

Solubilidad en agua destilada:

1. Se pesa un gramo de 6-APA al 100%
Y se agrega cuantitativamente a -
un matraz aforado de 100 =ml,

2. Se afora a 100 ml con agua des-
tilada.

3. Se agita por 20 minutos.
4. Se filtra la solucibn

S. Se mide la concentracién de 6-APA
soluble, por el m8todo p-dimetil-
amino benzaldehfdo.-

6. Se mide el pR de 1la solucibn de -
6-APA.

7. El 6-APA 881{do que se separa en la
filtracién tambien puede secarse en
una estufa a 50°C. y pesarse, con el
fin de corrobarar los datos obtenidos

anteriormente.

El procedimionto anterior se aplico”en -
forma similar, usando metanol asf como butanol. En
ambos disolventes el 6-APA fuf insoluble.

Comentarios: ¢l valor de pH de una solucibn
de 6-APA (19/100 m1.), es un parfmotro quo puede corrola
cionarse, con 1a calidad 4ol 6-APA y dc hecho se hace,

{(ver tabla ).
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2)

3)

4)

5.3
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DISERO DEL_PROCESO.

EN BASE A LOS RESULTADOS ANTERIORES EL PRO
CBS0 EPECTUADO PARA SEPAR EL 6-APA CONSISTE DE LOS SI-
GUIENTES PUNTOS.

PILTRACION. -

ENFPRIAMIENTO, -

ADISION DE ACETATO

DE BUTILO.-

AJUSTE A pH 2,-

En esta operacibn sc eli-
minan los sélidos o partf
culas desprendidas del so

porte.

Su odbjeto cs evitar descom
posicibn de cualquier com

puesto P-laccanl presente
al acidular la solucibn

Evita la formacién de una
pasta viscosa de les pro-
ductos de descomposicidn
de la bencilpenicilina si
estfn presentes. adcmis -
tambifn sirve para extraer
fcido venicilbico y Bcido
fenilacBtico, este vitimo
siendo un subproducto im-

portanta.

A oste pH se hacce mbs ofi
ciente la extraccién tanto
do la bencilponicilina re-
nidual, como dol fcido fo
nilac8tico y de algunas -

otras impurezas,



S)

6}

7

8}

9)

11)

SEPARACION DE PASES.-

AJUSTE A pH 7 .-

RFDUCCION DE VOLUMEN.

PILTRACION, -

ENFPRIAMIENTO

ADICION DE AcOBu/MeOH.-

Ajuste a pH 4.3,
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Con esta operacién se se-
para el 6-APA que no fué
extraido de la fase acuo-

sa a pH 2.

Su objeto es cvitar la ~--
descomposiciédn del 6-APA
ecn fase acuosa,por la si-
guiente operacién.

Se hace a vacfo y a bajas
temperaturas, para evitar

descomposicibdn .

En esta se separan algunas
tmpurezas s81idas gue no
sa pueden ext:aer como
sales o protefnas desnac
turalizalas,

Para eviar degradacién del
6-APA, en las siguientes

etapas.

Su objeto inducir lenta--
mente la cristalizacibn -
del 6-APA en forma adecua
da, al roalizar la sigulen

te etapa,

En esta operacibén emplea-
mos una solucibn de MoOH/
HC1, esta y la anterior -
oporacibn pormiten la for
macibn dc cristales de 6-
APL bien definidos y ade-

mas so dosplaza ol cauili
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brio de 6-APA soluble a -
6-APA sSlido.

12) CRISTALIZACION.- Reposo para dar tiempo a
la completa formacibén de

los cristales.

13) FILTRADO. De esta manera se recupo-

ran los cristales,

14) LAVADO.- El producto se trata con
agqua para arrastrar posih
bles impurezas cristalinas
mucho mas solubles en agua
que el 6-APA, y acetona

para arrastrar cl agua,

15) SECADO.- Se efectfia en condiciones
de vecfo y temperatura de
S0°C para lograr una hime
dad final mSxima de 0.2%.

A continuacibn se presenta el diagrama del

proceso de separacidn para ol 6-APA en forma dc bloques.
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PROCESO DE SEPARACION DEL ACIDO
6-AMINOPENICILANICO
(6~APA)

FILTRACION

BENPRIANIENTO

ADICION DE AcOBu

SEPARACION D! F._ ORGAN

|LAJUST
lREDUCCIO DE VOLUMEN

FITTRACION

lBHPR!AHIBNTOI

ADICION DE AcOBu/MeOH

(CRISTALIZACION
[FILTRADO DE _LOS CRISTALES DE 6-APA|
[LAvADO

ANALISIS DEL RRODUCTO
p.f.,IR. R.M.H.
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5.4 Resultados y Discusién.

Curva patr8n para la determinacidn de
6-APA por el método del p-dimetilaminobenzaldehfdo

concentracién de 6-APA D.0.
0.01% mol 1.92
0.005 mol 1.133
0.025 mol 0.568
0.00125 mol 0.294
0.000625 mol 0,148
0.0003215 mol 0,070
0.0000000 mol 0,000

Prueba de solubilidad para el 6-APA.

I.- En 820, 20°C ( g/100 ml. H20 )
Procedencia oY 6-ARA
Prov. Ind, 1 3.4 0,52
Prov, Ind. 2 3.6 0.4782
Reactivo Anal. 3.5 0.4544
I.1.B.M, 3.58 0.4361
11.- En MeOH, 20°C

Insoluble.
111 - FEn BuOH, 20°C

Ingoluble.



Curva patrSn para la determinacidn del 6-APA
por el mbtodo del p-dimetil-amino-benzaldehfdo.

2.00 7
1.60 1
1.20
4
0.80 .
0.40
- + ’ + + + ' t
1 2 3 4 5 h 7

Conc. mol/ml, ¥ 10
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SOLUBILIDAD DEL 6-APA.

Le soclubilidad de oste compuesto
que para los aminofcidos es, casf totalmente,
de su estado i8nico, ya sea como sal 8§ &cido,
A continuacibn

tanto es dependiente del pH.

al figual
funcién -
por lo -

80 presen

ta el comportamiento encontrado para este compuesto.

Temperatura 20°C.
50

45
40
35
30 4
25

20 /

gramos de 6-APA / 100 m1,

0.0 v v

25 20 15 10 S5 O ) 10

conc., HC1

15

20 130

b—> conc, KOH ©
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ESTARILIDAD DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO
(6-APA}

El objetivo de este experimento es conocer
si hay perdida del producto en condiciones Acidas a 4°C
( temperatura de cristalizacién), Empleando el método
del p-dimetil-amino-denzaldehfdo.

PH 2
T 4°C
Buffer de fosfatos 0.03 M.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

TIEMPO EN HORAS



0.
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ESTABILIDAD DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANRICO

(6-APA}

El objeto de esta curva de estabilidad, es
dar bases fundamentales, para justificar las condiciones
de operacién cuando se requiere concentrar soluciones -
acuosas de 6-APA, por lo que las condiciones para vacio
son las mismas que para la mlxima estabilidad de este -

producto.

Texneratura 3$5°C

4 pE 7
Buffer de fosfatos 0.03 M.
0.60 1
0.50 1
4
0.40 1
4
0.30
4
At
0.20 |
<
0.10 4
4
it . 1\
~—t VY
1 2 3 4 5 [ 15

tiewpo en horas.
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TABLA DE RESULTADOS DE
PROCESO DE SEPARACION.

. Tratamiento exclusivamente ajustndo pH
a 4.3 con HCl1l (16).

** Tratamiento propuesto por Chibata et al
en el afio 1976 (37).

¢e¢ proceso desarrollado a nivel laboratorio.

eeespProceso desarrollado aplicade a nivel do

planta piloto.

Penicilina & de Vol. Acido 6-aminopenicilinico (6-APA)
G. q/1 Conv. 1T _g/soln. g/ recup. Me recup. \ puresa

- 50 73.18_0.45 9.5374 1.77 13.00 78
' 50 72.07 _0.50 10.4519 2.09 20.00 46
* 50 62.03 0.50 9.0046 3.98 36.24 62
e 50 38.03 0.45 5.5200 8.00 70.00 48.3
ees 25 83.00 1.00 12,047 11,673 95.00 98.0
ses 25 83.00 1.00 12.047 11.187 91.93 99.0
oo 25 83.00 1.00 12.047 12.34 92.00 89.0
eer 25 83.00 1.00 12.047 11.42 94.00 100.0
ses 25 83.00 0.50 6.024 4.73 78.00 100.0

sees 40 69.00 100. 1603,0 1290 80.47 99 .0
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NETODOS DE ANALISIS.

Se efectuaron una serie de determinaciones
de los productos obtenidos del &cido 6-aminopeniciléni
co, y se hacfan comparaciones con el 6-APA proporciona-
do por dos empresas que fabrican oste producto en MExi-

co y con un reactivo analftico comercial (Sigma).

6-APA
REACTIVO ANALITICO

p. dec = 210

6-APA 6-APA
1.I.B.M. U.N.A.M. BEZCLA
p. dec. 210 p. dec. 210
Id

Cromatograffa en papel
Sistema de eluyente : n-Butanol-EcOH-H20
( 514:1) v/v

Revelador t vapores de 12
Condiciones 1 Temperatura ambiente
Tiempo 1 aprox, 1.5 Horas

R, 6-APA = 0.4

R, Penilacbtico= 0.6

!' Bencilpenicilina = o,2



BENCIL PENICILINA POTASICA

(Materia prinma)
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Agr. Biol, Chenm, vol 36.No.6 p. 925-930, 1972,

Espectro 1.R, del Acido 6-aminopenicilénico

R, Orazan, M Mawa and T Naea

Woon Tangih [}

Ware senler fem™t}

Fic. 3. JR Specirum (KB
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A continuacidn sc¢ onuncian las bandas mas

significativas, presentes en los ospectros del produc

to obtenido:

Compuesto

: Acido 6-aminopenicilénico

Espectro Infrarrojo.

Bandas
1770 ca
1620 cm
1520 «c=a
Espectro
1.4

1.6

2.5

4.1

4.5

5.35

-1
-1
-1

R.M.N,

singulete
singulete
singulete
singulete
singulete

Grupo Funcional

carbonilc de
amida de la

6-amino

grupo -metilo
grupo -metilo
grupo <-6-amino
de protén 3

de protbn S

doblete de¢ protén 6

la lactama

-lactama

(a)
(b)
(c)
(d})
(e)
(f)
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Discusién,

Exlsten varios procesos de separacibn para
6-APA, sinembargo, estos han sido aplicados a soluciones
de 6-APA, formado a partir de la hidr8lisis de bencilpe
nicilina, mediante diferentes sistemas de catflisis en-
zimBtica, por ejemplo los microorganismos empleados co-
mo fuente de la enzima son diversos, asf tambien son va
riados los soportes usados tanto para inmovilizar el mi

croorganismo completo o la enzima.

La dificultad para separar en forma pura el
6-APA, depende de las impurczas presentes y por ende del
sistema enzimftico utilizado ya que modifican o requie-
ren de diferentes opcraciones a rcalizar en ¢l proceso

de separacibn,

En ningun método de separacién reportado -
en la literatura, se justi“ica cada etapa u operacibn -
efectuada, tampoco se seiala ni especifica problemas -
técnicos o mencionan el comportamiento del 6-APA on so
lucién acuosa s las diferentes condiciones a que se so-
mete el 6-APA durante el proceso tanto de hidr8lisis, -

como de separacibn.

En cas! todos los anteriores trabajos la
parte analftica carece de exactitud, ya que en sf es df
ficil determinar mezclas de compuestos tipo P-lncclnt-
cos. BEn general el 6-APA 1o determinan por mftodos co-
lorimetricos indirectos como el ensayo con hidroxilami-
na y el método fodombtrico, que no son especificos; tam
bién se ha aplicado la cromatograffa en papel, la cual
consiste en eluir una muestra dol 6-APA en papel, poste
riormerite aplicar una solucifn de cloruro do Bcido fonil
acéricc para formar la bencilpenicilina y finalmonte 88
tes Gl-ima medirla por bioensayo, La medida puedc toner

errnres debido s que tambien puede habor cloruro deo ch
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do fenilacético residual, o un oxceso de 8cido fenil-
acftico; los cuales tambdien pucden inhibir el crecimien
to del microorganismo empleado para 1a prusba. En nues
tro caso el método del)l p-dimetil-amino-benzaldehido es
especffico para la determinacibn cuantitativa del 6-APA.

Es de hacer notar que algunos compuestos
emplcados en algunos métodos de separacibn reportados,
provocan perdidas de 6-APA por descomposicifn, entre es

I el stod, y el 8cido acftico.

tos estan el HNO
En los procesos reportados para scparar el
6-APA, existen algunos otros inconvenientes ademfis del
anteriormente nencionado, ya quc algunos diluyen la con
centracifn del producto deseado, § emplean disolventes
cozo metil-isobutil-cotona que ademls de t8Sxico es di-
ffcil de manejar y tiene un alto costo, lo cual restrin

ge sy uso unicamente a nivel laboratorio.

De entre los puntos mis importantes del --
proceso de separacisn disefiado, se encuentran la concen
tracién adecuada del 6-APA para cristalizar, y las con-
diciones de operacibn para concentrar si ol caso lo re-

querfa.

Un punto del cual no sc menciona en ningGn
trabajo 6s la solubilidad del 6-APA. y menos afin, que -
esta puede ser influenciada por la adicién do metanol,
disolvente que es soluble cn agua y puode desplazar ol
equilibrio 6-APA soluble a 6-APA s6lido.
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En este trabajo se oncontrS que el 6-APA
cs insoluble en metanol y butanol. La prucba de solu-
bilidad del 6-APA en estos alcoholes s¢ hizo pensando
en que estos disolventes podfan solubilisarsc en agua
y as{ buscar disminuir la solubilidad del 6-APA, siendo
ademfis importante que estos evitan la cristalizaci8n de
otros alcoholes 6§ grasas posiblemente presentes, ya que
pueden provenir de las c&lulas inmovilizadas usadas pa
ra la hidrélisis de la bencilpenicilina.

En la solubilidad del 6-APA en agua se a-
precia la marcada dependencia de la cantidad de Slcali,
ya que da lugar a la formacidn de 6-APA en forma de sal.
En este experimonto de solubilidad se uso potasa, ya que
es el flcali empleado para regular el pH desde la forma
cidn 4el 6-APA a partir de la bercilpanicilina.

Es importante resaltar que la solubilidad
nixima del 6-APA en agua destilada es de 0.5g/100 =l.
o sea 5 g/1. Sinembargo cuando se ha solubilizado una
cantidad mayor de¢ 6-APA con un flcali, y luego se efec-
tua la cristalizacién del 6-APA a pH 4.3 se esperarfa
recuperar la cantidad de 6-APA disuelto menos la canti-
dad de 6-APA solublec a saturacibén. Como cjemplo se
puede citar a la tabla (pag.55) en gquo sc presontan re

sultados de los procesos aplicados para separar el 6-APA.

En el m8todo * se tione en solucibn 9.5374
g/ 0.451 & sea un oquivalonte a 21.19 g/1. Al efoctuar
la cristalizacién al pH 4.3 (punto isocelfctrico), solo
se recuperan 1,77 g de 6-APA cristalino, por 1o que en
solucibn quedan 7.7674 g ; & soa un equivalento a 17,26

q/1. Estos resultados indican que se forman soluciones
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de 6-APA sobresaturadas, do las cuales sc oncontr§ que

son muy estables.

En el laboratorio se observé que la tempo-
ratura no tenfa mucha influencia para desequilibrar la

soluciSn sobresaturada.

La recuporacibn del 6-APA con las caracte-
r{sticas deseadas (altos rendimicntos y purcza) se logré
usando acetato de n-butilo, el cual presento una influen
cia en la formacidn de los cristales de 6=APA a partir
de una soluci8n sobresaturada; los cristales al micros-
copio se observaron muy geom8tricos y uniformes, Asf
mediante el uso de metanol y acetato de n-butilo, se lo
gré§ desplazar el equilibrfo 6-APA soluble a 6-APA sSlido
factor que influse para lograr altos -endimientoa de re

cuperacién y pureza.

En el proceso de separacifn tambien son im
portantes las condicliones de cristalizacién las cuales
se probarém a pH 2 y 4°C, no aprecifindose pérdidas de
6-APA despues de mfs de 11 horas., La estabilidad del
6-APA a pH 7 y 45°C fue muy buena, en la curva anterior
mente presentada, se observa un ligero aumento en la D.O,
esto so debe a que hubo pfrdida de agua por evaporacibn
por lo tanto se concentr8 el 6-APA, m&s no sc descompuso,
so corrobor$ oste experimonto acfdulando la solucidn a
pH 2 espcrando en caso do haberse efoctuado descomposi
cién del 6-APA, la presencia de fcido peniciloico el cual
a pH Bcido se descarboxila, y sc observa una ofervecencia,

la sual no se obserb§.
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La tabls en que sc presentan los rcesultados
de los procesos de separacidn reportados y de ¢l desa-
rrollado, aplicados a soluciones de 6-APA similares,
muestra que por el método desarrollado se obtienec tanto
mejores rendimientos de recuperacibn como una mayor pu-
reza del producto.

El an8lisis del 6-APA obtenido por el méto
do desarrollado, se efoctu8 comparandole con 6-APA -
reactivo analftico. En el punto de fusién no sea observo
abatim:ento.

Se utilizarSn tambien m8todos instrumenta-
les. Se presenta el espectro de infrarrojo (I.R,) del
produczo obtenido por el método de hidrélisis enzimatica
y el del 6-APA reactivo analftico. Se efectul tambien
un snélisis por resonancia magnética nuclear (R.M.N)} al
producto obtenido, disolviéndolo en Aimetilsulféxido.
Los especiros xasultantcs asf como el =naiisis compara-
tivo con espectros de R.M.N del cloruroc de &cido fenil
acftico, permitiendo establecer que el sistema de pro-
duccibn enzimatico de 6-APA a partir de penicilina era
un hecho.

Se presenta asimismo una copia del espectro
de I.R. de 6-APA reportado por Okachi et al (30) que e¢s
identico al obtenido por nosotros ya que comprueba gl

§cido 6-aminopenicilénico (6-APA}.
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Conclusiones.

Se ha desarrollado un a§todo satisfactorio
de separacidn para el 6-APA, producido por el sistema -
enzimfitico, del cual se han considerado los componentecs
presentes en la solucibén, se ha evaluado la estabilidaad
del 6-APA en las diferentes condiciones a que es cometi
do, como son las condiciones de cristalizacidn o concen
tracibn. Se encontr§ un factor muy importante para la
transformacién del 6-APA soluble a 6-APA cristalino =me-
diante algunos disolventes, los cuales ademSs influyen
en la formaci8n del cristal, ademfs de eclevar los por-

cientos de recuperacifn del producto.

El proceso desarrollado es sencillo, f8cil
»
de escalar, habiendose aplicado a nivel de laboratorio

y plantas piloto, permitiendo recuperaciones de 808 a 95%.

Pinalmente mediante diversos métodos de
anflisis se demuestra que el producto de la hidrSlisis
enzimftica de bencilpenicilina es realmente el fcido
6-aminopenicilanico (6-APA), el cual se ha logrado re-

cuperar en forma eficiente.
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