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RESUMEN 

México cuenta con un biocatalizador de penicilina amidasa 
(PA) competitivo con los ya existentes a nivel internacional, 
fabricado por inmovilización de enzima parcialmente pura de E. 
coli, a un soporte epóxico, por lo que el costo del biocatalizador 
resulta ser relativamente alto. Evitar el paso de purificación 
inmovilizando a la célula como tal, disminuirla notablemente el 
costo del biocatalizador. No obstante, para obtener un 
biocatalizador de células inmovilizadas competitivo es necesario 
contar con una cepa de alta actividad espec1f ica, una metodologia 
de inmovilización de células adecuada, alta eficiencia en la 
expresión enzimática, fácil de escalar, de bajo costo y un diseño 
óptimo del sistema de reacción. 

As1, el objetivo de este trabajo es contribuir a mejorar la 
tecnolog1a enzimática con que se cuenta en estos momentos para la 
hidrólisis de penicilina, en dos aspectos: uno global y otro 
parcial. En el mejoramiento global se diseñó un biocatalizador con 
actividad penicilina amidasa, empleando células completas de E. 
coli. El catalizador obtenido cuenta con adecuadas propiedades 
mecánicas, alta eficiencia catal1tica, susceptibilidad de 
escalamiento. En el fuejoramiento parcial se disminuyeron los pasos 
de purificación a que se sujeta la enzima, para elaborar el 
catalizador con la enzima inmovilizada. Se propone el choque 
osmótico como una alternativa a la ruptura mecánica de la célula. 

Para la primera etapa, la técnica de inmovilización 
seleccionada fue el atrapamiento en gel. Se utilizó un sistema de 
dos fases basado en la dispersión de la suspensión células-gel 
(fase acuosa) en aceite (fase hidrofóbica) . Para ello se probaron 
diferentes biopolímeros: gelatina, carragenina y agar. En base a 
la capacidad de atrapamiento, estabilidad y manejo, la mejor 
opción resultó ser el agar, con una relación células/agar de 8.25 
g/g. 

Se establecieron las condiciones de producción de 
biocatalizador a nivel de 225 ml de suspensión células/agar, 
obteniéndo un rendimiento de inmovilización total de 90-95%, con 
la siguiente distribución de tamaño de partícula malla 200: 4.5%, 
malla 80: 15%, malla 50: 44.5%, malla 40: 29.5% y malla 30: 6.2%. 

El biocatalizador se caracterizó en términos del factor de 
efectividad (lJ), determinando su dependencia con el tamaño de 
partícula y concentración de sustrato. Se encontró que los tamaños 
de partícula correspondientes a la mal la 50 y 80, no presentan 
problemas difusionales (lJ > 0.9), y que a concentraciones mayores 
de 10 g/l de PGK lJ es l. Este mismo estudio se realizó para el 
biocatalizador manufacturado con gelatina, para dos tamaños de 
partícula. Estos resultados se discuten en el articulo Design or 
two immobilized cell catalysts by entrapment on gelatin: Interna! 
dirrusion aspects, publicado en la revista Enzyme Hicrob. 
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Se llevó a cabo la caracterización fisicoqu1mica del 
biocatalizador, determinando que la temperatura y pH óptimos son: 
55 a 60°C y 7.8-9 respectivamente, la energ1a de activación fue de 
9474.5 cal/mol. Las condiciones de estabilidad óptimas resultaron 
ser J7ºC y pH 6. Se observó que la desactivación sigue una 
cinética de primer orden. 

Se determinó que después de 40 hidrólisis en reactor tanque 
agitado por lotes, el biocatalizador retiene 85% de su actividad 
inicial. 

La caracterización cinética de la enzima se realizó en 
células completas de E. coli. Presenta una cinética de Michaelis 
Menten con un Km de 12 mM y una Vmáx de 6.7 U/g de células(p.s), 
presenta inhibiciones competitiva por ácido fenilacético (AFA) 
KtAFA de 51. 55 mM, no competitiva por ácido 6-aminopenicilánico 
(6-APA) KtG-•r• de 234. 3 mM, asi corno por exceso de sustrato con 
un Ko de 459 mM. 

El biocatalizador obtenido se utilizó para llevar cabo 
hidrólisis de penicilina en un reactor tanque agitado por lote. se 
observó que el modelo de triple inhibición modificado con 
corrección por equilibrio describe adecuadamente la reacción de 
hidrólisis de la penicilina. 

se efectuó un análisis econorn1co preliminar del proceso de 
producción del biocatalizador con el fin de determinar la 
factibilidad económica y perspectivas del biocatalizador. Del cual 
se desprende que para que el biocatalizador tenga factibilidad 
económica es necesario que tenga actividades superiores a 40 U/g, 
lo cual significa que las células de E. coli deberán tener al 
menos 270 U/g de células secas. 

Por otro lado, se probó y optimizó el método de extracción de 
PA por choque osmótico con sacarosa. Se determinó que es una buena 
alternativa para sustituir a la ruptura tt.ecánica, ya que además de 
ser menos drástica disminuye los pasos de purificación. Estos 
resultados se presentan en el articulo Penicillin acylase 
extraction by osmotic shock, anexo II, aceptado para su 
publicación en la revista Process Biochemistry. 



I.IHTRODUCCIOH 

Los antibióticos son un grupo heterógeneo de moléculas 
biológicamente activas de diversas estructuras capaces de inhibir 
el crecimiento o destruir selectivamente en bajas concentraciones 
células humanas, animales de plantas o microbianas (Demain, 1975) 

Los antibióticos son utilizados terapéuticamente y en algunas 
ocasiones profilácticamente en el control de enfermedades 
infecciosas, y constituyen uno de los sectores mas importantes 
dentro de la industria farmacéutica. 

En la industria de los antibióticos, los ~-lactámicos son sin 
lugar a dudas los mas importantes, ya que representan alrededor 
del 60% de la producción total de antibióticos (Klyosov, 1999). 

El grupo de los antibióticos ~-lactámicos esta representado 
por las penicilinas y cefalosporinas. La penicilina desde su 
introducción en el campo terapéutico durante la segunda guerra 
mundial continua siendo el antibiótico mas utilizado en el mundo. 
Sin embargo, su aplicación directa como penicilinas naturales, 
(penicilina G y V) es limitada debido a que la gran mayoría de 
microorganismos causantes de las principales infecciones son 
resistentes por un fenómeno denominado "resistencia bacteriana". 
Esta resistencia es ocasionada por la presencia de la enzima 
~-lactamasa, capaz de romper el grupo funcional de las 
penicilinas, transformándola en un compuesto inactivo. 

Esta situación llevó a los investigadores a descubrir que la 
modificación de la cadena lateral de las penicilinas naturales, 
les confería resistencia al ataque de la enzima ~-lactamasa y 
adicionalmente incrementaban su actividad intrinseca y espectro de 
acción. 

La modificación quimica de las penicilinas consiste 
básicamente en remover la cadena lateral. De esta manera se 
obtiene su núcleo estructural, el ácido 6-aminopenicilánico 
(6-APA), del cual, con la adición de una cadena lateral adecuada 
da lugar a las penicilinas modificadas denominadas "penicilinas 
semisintéticas". 

Las penicilinas semisintéticas actualmente son los 
antibióticos más baratos y efectivos en el tratamiento de 
numerosas infecciones bacterianas. Aún con el surgimiento de las 
cefalosporinas, las penicilinas semisintéticas siguen dominando el 
mercado de los antibióticos principalmente por el elevado costo de 
las primeras. Adicionalmente la adición de ácido clavulónico a las 
penicilinas semisintéticas, potente inhibidor de ~-lactamasas, ha 
permitido que estas recuperen y amplifiquen su intervalo de 
actividad. 
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El 6-APA es la materia prima para la producción de las 
penicilinas semisintéticas. se obtenia inicialmente por proceso 
fermantativo (Batchelor, 1959). sin embargo, dados los bajos 
rendimientos y la dificultad en su separación y purificación, este 
proceso resultó obsoleto siendo sustituido por hidrólisis v1a 
qu1mica o enzimática de penicilina G o V. La hidrólisis quimica de 
las penicilinas naturales (fig. 1) para la producción de 6-APA 
consta de 4 pasos: 

1. -Sil ilación 
2.-tratamiento de los sililesteres con PCls y piridina para 
formar un intermediario de cloruro de imino (-50°C). 
J.-adición de un alcohol al intermediario imino ester 
(-5oºc) • 
4.-Adición de agua para efectuar la hidrólisis a 6-APA 
c-2oºc). 

Como se observa, en este proceso se requiere de compuestos 
tóxicos y d1ficiles de manejar como son los silanos y el PCls. Las 
condiciones de temperatura son extremas y la recuperación de los 
disolventes resulta incosteable (Queener y swartz, 1976). 

Por otro lado, la hidrólisis enzimática se lleva a cabo con 
la enzima penicilino amidasa (PA) generalmente in~ovilizdda, en un 
solo paso. Para el efecto, es necesario poner en contacto a la 
enzima con su sustrato en un intervalo de temperatura de 35-40°C, 
y de pH de 7-8, condiciones radicalmente mas suaves que las 
empleadas en el proceso qulmico. 

Adicionalmente la hidrólisis enzimática presenta las 
siguientes ventajas con respecto a la hidrólisis qu1mica: 

-dada la alta especificidad de las enzimas, este proceso solo 
permite la catálisis de un solo tipo de reacción, evitando as! la 
produción de compuestos indeseables ocasionadas por reacciones 
colaterales inespeclficas, dadas en el proceso qu1mico; 

-las condiciones de operación relativamente suaves disminuyen 
los consumos energéticos y el empleo de equipos especiales para 
soportar condiciones extremas y finalmente; 

-los problemas de contaminación se miniminizan. 

Por lo expuesto anteriormente, resulta evidente que la 
hidrólisis por vla enzimática resulta mas conveniente para el 
proceso. Esto se hace patente en los datos presentados en la tabla 
1 donde se observa que los principales productores de 6-APA en 
1985, ya usaban la vla enzimática. El mercado de la penicilino 
amidasa continua aumentado, ya que se ha estimado que de las 4 200 
tons. de 6-APA producidas en 1985, el mercado se expanderá a 5200 
tons. en 1990 y a 7000 tons. para 1991, produciéndo 
principalemente ampicilina (56%) y amoxicilina (27%) (Barber, 
1987) • 

Una de las primeras aplicaciones de la tecnologla enzimática 
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Figura l. Hidrólisis qu1mica de la penicilina para la obtención de 
6-APA. 
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a nivel comercial fue el proceso de producción de 6-APA. Por esta 
razón actualmente existen en el mundo muchas compañias que 
producen 6-APA (tabla 1 ) . No obstante, los detalles espec!ficos 
de producción son celosdmente guardados por las diferentes 
compañías. Sin embargo, los principios generales tienen muchos 
puntos de similitud, difieren generalmente en las cepas 
utilizadas, en la composición de los medios utilizados, en el 
proceso de inmovilización de la enzima o de las células. 
Actualmente la economia de la producción de 6-APA se concentra 
fuertemente en la reducción de costos de proceso. 

El precio de venta del 6-APA (80 dólares/Kg) es muy cercano 
al costo de producción ya que el precio de la penicilina es de JO 
dólares/kg y se requieren 2 Kg de penicilina/l<g de 6-APA, que 
correponde a un 75% del precio, quedando un pequeño margen entre 
el costo y el precio. El costo de producción de G-APA por via 
qulmica es de 10-12 dólares/Kg de 6-APA, mientras que por via 
enzimática es de J-4 dólares/Kg y si el mismo productor fabrica 
también la enzima este costo se reduce a solo 1 dólar/kg. Por esta 
razón las empresas productoras han encontrado enormes ventajas 
económicas en el empleo de un proceso que integra la producción 
del 6-APA con la producción de penicilina y del biocatalizador. 
Esto explica porque Bayer y BC'echam son los principales 
productores de penicilina y de 6-APA a nivel mundial. 

México cuenta con una tecnolog1a para producir un 
biocatalilador de penicilino arnidasa, com~etitivo con los 
biocatalizadores existentes a nivel industrial en el mundo. El 
proceso fue desarrollado entre el Instituto de Biotecnologia y la 
empresa Genin S.A. de C.V. y ha sido escalado y transferido. En 
este proceso la enzima utilizada se obtiene de E.coli silvestre. 
Por esta razón para obtener el biocatalizador es necesario 
purificar la enzima y posteriormente inmovilizarla en un soporte 
que permita obtener altos rendimientos de inmovilización y que 
asegure su reutilización en un alto número de hidrólisis. La 
necesidad de purificar la enzima, el método de inmovilización y el 
soporte, hacen que el costo del biocatalizador resulte 
relativamente alto. Si se evitará el paso de recuperación y 
purificación de la enzima y se inmovilizdrá la célula como tal, el 
costo del biocatalizador se disminuiria notablemente. Igualmente, 
contribuciones tendientes a mejorar el proceso de purificación e 
inmovilización redundarían en un beneficio directo. 

Para obtener un biocatalizador de células inmovilizadas 
competitivo con el de enzima inmovilizada es necesario considerar 
las siguientes estrategias: 

*El desarrollo de cepas con alta actividad especifica, 
*El desarrollo de técnicas de inmovilización de células que 

proporcionen particulas con propiedades mecánicas adecuadas, alta 
eficiencia en la expresión enzimática (para hacer el mejor uso de 
su alta actividad especifica), método simple, fácil de escalar y 
económico. 
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Tabla l. Principales productores de 6-APA, tipo de proceso 
y materia prima empleadas (Barber, 1987). 

Compañia Producción para Proceso Materia 
1985 (Tons) prima 

Bayer 800 enzimático penicilina G 
Beecham 640 enzimático penicilina G 
Bristol 620 enzimático penicilina V 
Formen ta 500 enzimático penicilina V 
Antibioticos 480 enzimático penicilina G 
Biochimie 150 enzimático penicilina V 
Hoechst 150 enzimático penicilina G 
Fako 100 qulmico penicilina G 
otros 660 qulmico/en penicilina G y V 

zimático. 
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*Estudios cinéticos con el fin de seleccionar el reactor mas 
apropiado, incluyendo la identificación y el control de las 
variables criticas. 

Es evidente que 
requiere de un grupo 
siguientes áreas: 

para poder aplicar estas estrategias 
interdisciplinario de cient1ficos en 

se 
las 

1. *Biología molecular, 
hiperproductoras 

para el desarrollo de cepas 

2. *Tecnologia de fermentaciones, conservación de las cepas 
hiperproductoras y optimización de su producción en fermentadores. 

3. *Ingeniería enzimática, para el desarrollo del 
biocatalizador y su uso óptimo. 

4. *Ingeniería de prote1nas, la cual puede contribuir a 
obtener enzimas con caracter1ticas "ad hoc" al proceso. 

El objetivo de este trabajo es contribuir a un proyecto 
global del Instituto de Biotecnología sobre penicilina amidasa, en 
dos aspectos: producción de un biocatalizador de células con 
propiedades mecánicas adecuadas y alta eficiencia catal1tica, asi 
como la realización de estudios cinéticos y aplicación del 
biocatalizador en la hidrólisis de penicilina G. Por otro lado, 
mejorar parcialmente el proceso de producción del catalizador 
disponible actualmente, al disminuir los pasos de purificación de 
la enzima, proponiendo el choque osmótico como una alternativa a 
la ruptura mecánica de la célula. La estrategia se plantea en la 
figura 2. 
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Fiqura 2. Estrategia global del proyecto 

BIOCATALIZADOR 

BIOCATALIZADOR CON ENZIMA 
INMOVILIZADA 

contribuciÁn a la eficiencia 
del proceso de producción del 
biocatalizador a través de un 
proceso de purificación mas 
ef'iciente. 
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DISERO DE UN BIOCATALIZADOR A 
PARTIR DE CELULAS COMPLETAS 

f- ·-----BIOLOGIA 
MOLECULAR 

.¡. 

TECNOLOGIA 
f--·---·· DE 

FERMENTACIONES 

Cepa hiperproductora 
1 

INGENIERIA ENZIMATICA 

-Disefio del biocatalizador 
-caracterización del biocatalizador 
-Disefio del sistema de reacción. 



II. OBJETIVOS 

OBJETIVO GLOBAL. 

El objetivo de este trabajo es contribuir a mejorar la 
tecnologia con que se cuenta actualmente, en dos aspectos: por un 
lado diseftar un biocatalizador con actividad penicilina amidasa 
empleando células de E. coli, con propiedades mecAnicas adecuadas, 
alta eficiencia catal1tica, susceptible de ser escalado y mas 
barato. Por otro lado se pretende mejor.ar parcialmente el proceso 
de producción del biocatalizador con enzima inmovilizada al 
disminuir los pasos de purificación de la enzima, proponiendo el 
choque osmótico como una alternativa a la ruptura mecAnica de la 
célula. 

OBJETIVOS PARTICULARES, 

-selección del soporte y condiciones de inmovilización. 
-caracterización fisicoqu1mica y cinética del biocatalizador 
-Aplicación del biocatalizador. 
-optimización del método de extración por choque osmótico de 
penicilina amidasa de E. coli. 
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III. GENERALIDADES, 

Producción de 6-APA. 
Se entiende por una reacción enzimática la transformación de 

uno o mas sustratos en productos por medio de una enzima que actúa 
como biocatalizador. En toda reacción enzimática es posible 
establecer condiciones de reacción óptimas para lograr altos 
rendimientos en el menor tiempo posible y, en el caso de utilizar 
la enzima inmovilizada, una vida operacional alta. En el caso 
especifico de producción de 6-APA via enzimática los sustratos 
pueden ser penicilina G ó penicilina V, la enzima es la penicilino 
amidasa, que para efectos del proceso puede constituir un 
biocatalizador de diversas caracteristicas: enzima soluble o 
inmovilizada, o bién células libres o inmovilizadas. 

En la producción de 6-APA, v1a enzimática se pueden 
distinguir tres aspectos fundamentales: los sustratos (penicilina 
G o V), la enzima (pcnicilino amidasa) y las condiciones de 
reacción. A continuación se describirán estos aspectos haciendo 
enfásis en los dos últimos puntos. 

Sustratos 
-Penicilinas 
Las penicilinas pertenecen al grupo de los antibióticos 

~-lactárnicos, el cual está comprendido por las penicilinas y 
cefalosporinas. Sus estructuras son similares pero difieren en que 
las primeras contienen un anillo ~-lactarna tiazolidina pentagonal 
en lugar del anillo ~-lactarna dihidrotiazina hexagonal de las 
últimas (fig. 3). Su bios1ntesis se lleva a cabo por un grupo 
reducido de microorganismos, todos ellos filamentosos pero no 
relacionados taxonómicarnente: algunos son hongos (eucariotes) y 
otros bacterias (procariotes) (Flynn, 1972). 

Las especies productoras mas comunes son Penicillium, 
Aspergillus, Cephalosporium y Streptomyces, aunque las principales 
especies involucradas son básicamente Penicillium y 
Cephalosporium. 

La sintesis de penicilinas especificas se lleva a cabo por la 
adición de la cadena lateral precursora al medio de cultivo, tal 
es el ca~o de la peniclllnas G y V que se producen al adicionar 
ácido fenilacético ó fenoxiacético corno precursores 
respectivamente. Durante la fermentación de esta especie de 
microorganismos se acumula 6-APA, especialernente en ausencia de 
precursores. 

La aplicación de las penicilinas corno agentes terapéuticos se 
extendió durante la segunda guerra mundial por una coopera ti va 
Anglo Americana (Flynn, 1972). El avance de esta empresa estuvo 
dado por tres factores principalmente: la obtención del 
Penicillium sobreproductor, el descubrimiento de la estructura de 
las penicilinas para lograr el establecimiento de las condiciones 
de recuperación y purificación y el desarrollo del proceso a gran 
escala. 
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Anillo {J -tac f ámico Anillo fiazolidina 

H 
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1 t 1 T 1 1 ~C N,ibC-CH OCCH 
o7 1 r COOH 

Anillo P-lactómico Anillo -dihidrotiozino 

(A) (8) 

FigurA 3. Estructuras de las penicilinas (A) y cefalosporinas (B) 
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Las penicilinas G y V han llegado a ccnvert irse en agentes 
importantes tanto terapéuticamente as! como por ser materia prima 
para la producción de penicilinas semisintéticas. Esta última 
opción cubre la mayor parte del mercado y de la demanda futura 
(tabla 2). 

Enzima penicilina amidasa. 
Clasificación y microorganismos productores. 
La enzima penicilina amidasa es conocida como: penicilina 

amida hidrolasa, penicilina acil transferasa, penicilina amidasa, 
penicilina acilasa (Hamilton, 1966). La comisión de enzimas le ha 
otorgado la clasificación E.e. 3.5.1.11. 

Las penicilina amidasas se pueden clasificar en base al tipo 
de microorganismo que las sintetiza (Claridge, 1963), o bién al 
tipo de penicilina que preferencialmente hidrolizan (Vandamme y 
Voets, 1974). De acuerdo a esta última clasificación de dividen 
en: 

I. fenoximetilpenicilino (penicilino V) amidasas, 
II. bencilpenicilino(penicilino G) amidasas y 
III. 0-a-aminobencilpenicilino (ampicilino) amidasas. 

La enzima del tipo I hidroliza preferencialmete penicilina V, 
la del tipo II penicilina G y la del tipo III ampicilina. Las 
penicilina V amidasas son producidas principalmente por hongos, 
las penicilina G amidasas por bacterias y las ampicilino amidasas 
por algunas especies de Pseudomonas. 

En la tabla 3 se presentan microoganismos productores de la 
enzima y en la tabla 4 algunos microorganismos utilizados por 
compañías productoras de 6-APA. 

La enzima 
espec1ficamente 
describiran en 
esta enzima. 

utilizada en este trabajo pertenece al tipo II, 
de E. coli ATCC 9637. Por este motivo se 

particular las caracter 1sticas y propiedades de 

Caracter!sticas y propiedades de la penicilina amid~sa de E. 
coli. 

La enzima cataliza la reacción de hidrólisis de la 
bencilpenicilina, obteniéndose como productos de reacción los 
ácidos 6-aminopenicilánico y fenilacético (fig. 4). 

La penicilina amidasa de E. coli, se encuentra localiz~da en 
el espacio periplásmico. Tiene un peso molecular de 71 000 - 2000 
daltones determinado por sedimentación (Cole, 1975) y de 70 ooo 
daltones por filtración en gel (Kutzbach, 1974). No obstante 
muchos investigadores que han reportado su comportamiento 
electroforético en geles de poliacrilamida-sos han determinado que 
la enzima esta compuesta por dos subunidades: una pequeña (a) y 
una grande (~), con un peso molecular de 20,500 a 25,000 daltones 
y 62,000 a 70,000 daltones respectivamente. 
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Tabla z. Producción, uso y demanda de penicilinas (Barber, 1987) 

Penicilina G 

Porcentaje (%) 75 

demanda (tons para 1985) ll 200 

millones de dólares 430 

uso en producción 
de pene. semist. (ton) 

uso en terapia de 
humanos y animales 

uso en alimentos 
animales 

proyección de la 
demanda para 1990 

2000 

l 750 

1 ººº 

13 ººº 17 000 
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Penicilina V 

25 

3 800 

180 

750 

4 700 
5 700 

Total 

100 

15 000 

610 

ll 500 

2 500 

1 ººº 

17 400 
22 700 
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Tabla 4. Algunos microorganismos productores de PA utilizados por 
compañías productoras de 6-APA (Savidge, 1984). 

compañia 

Bayer 
Beecham 
Squibb 
Pfizer 
Eli Lilly 
Biochemie 
Kyowa Hakko 
Novo 

Microorganismo Tipo de enzima 

E. coli ATCC 11105 y 9637 I 
Streptomyces levendulae II 
Baclllus megaterium I 
Proteus rettgeri I 
Actinoplanes sp II 
Boblst.a plumbea II 
Kluyvera citrophila I 
bacillus gram negativos II 
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/ 
PENICILINA G 

ACIDO FENILACETICO 

\ 
NHz CH3 n~

S cH
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ACIDO 6-AMINO PENICILANICO 

Figura 4. Esquema de acción de la PA sobre la penicilina G. 
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Los puntos isoleléctricos de la penicilina amidasa de E. coli 
11105 reportados por Kutzbach (1974), fueron de 6.7-6.8 y 6.J-6.4 
}'para la enzima de E. coli ATCC 9637 de 7.4 (Daumy, 1985). 

Bruns et al., (1985) es sus estudios concluye que las dos 
subunidades que conforman a la penicilina amidasa de E. coli se 
producen a partir de un precursor de mayor peso molecular (90 ooo 
daltones), durante la secreción de la enzima. Este tipo de 
procesamiento es muy común en enzimas producidas por eucariotes y 
hormonas, parece ser el único para protelnas procarloticas. Es 
importante mencionar que los precursores por separado no presentan 
actividad penicilina amidasa. 

Daumy et al., (1985), reportan que la penicilina amidasa de 
P. rettgeri, también esta constituida por dos subunidades de 
diferente peso molecular y que el sitio catalltico reside en la 
subunidad grande, mientras que subunidad pequeña confiere 
especificidad a la enzima. 

En lo que se refiere a la temperatura y pll ópt irnos de la 
enzima para la hidróli~is de bencilpenicilina se encuentran entre 
50 y 55 ºC y pll de 8- o. 5 (Balansingham y Waburton, 1972) . El 
valor de la energia de activación para enzima y células se 
encuentra entre 8500 a 14000 cal/ mol. Debido a la inestabilidad 
de la enzima a sus valores de temperatura y pH óptimos, ésta se 
emplea a temperaturas de 28 a 40 °C y pH de 7 a 8. 

Son pocos los reportes de estabilidad a la temperatura y pH 
para enzima pura y contenida en células. En lo que se refiere a 
termoestabilidad de la enzima, los reportes de la literatura en 
general coinciden en que temperaturas por encima de 50-55 ºC son 
determinantes en la estabilidad de PA. Erarslan et al., (1991), 
reportan que la enzima de una cepa mutada de E. coli ATCC 11105 
después de 120 minutos de incubación a 55 ºC, perdió totalmente su 
actividad. De igual forma Burteau (1989), realizó otro estudio 
incubando la enzima a 55 ºC en amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 
7. 8 y observó total desactivación después de 30 min. Bryjak et 
al., (1989), determinaron que la enzima libre de E. coli 
almacenada a 4 ºC, perdió menos de 10% de la actividad inicial 
después de 10 dias de almecenamieto, 10% a 45 ºC y 20% a 55 •e, 
después de una hora de incubación. Gulsán et al., ( 1990), 
realizaron un estudio comparativo entre la enzima de E. coli y K. 
citrophila determinando que la enzima de K. citrophila es mas 
estable que la de E. coli. Los tiempos de vida media se muestran 
en la tabla 5. Asl mismo lograron obtener preparaciones 1400 y 650 
veces mas estables, para K. citrophila y E. coli respectivamente, 
por inmovilización en agarosa en presencia del inhibidor, 
sulfóxido de penicilina G. Greco et al. , ( 1983) realizaron un 
estudio de desactivación térmica de la enzima purificada de E. 
coli a 55 ºC encontrando que es un proceso de primer orden e 
irreversible. El tiempo de vida media que determinaron fue l. 6 
horas. También realizaron el estudio a 35 ºC, obteniéndo un tiempo 
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Tabla, 5 Tabla comparativa de la estabilidad de PA de 

E. col1 y K citrophila (Guis~n et al. ,1990) 

Condiciones 

pH 5 y 58 ºC 

pH 8 y 45 ºC 

pH 10 y 20 •e 

E. coli 

o.s 
2 

2.5 

-18-

t1n (h) 

K. citrophila 

35 

20 

6 



de vida media de 4.B días. 
termoestabilidad de la enzima 
depende del pH, encontrando que 
a pH 7.5 y 37 ºC. 

Ospina, (1991) reporta que la 
inmovilizada por enlace covalente 
la estabilidad óptima se encuentra 

No existen muchos reportes acerca de la estabilidad de la 
enzima al pH. Sin embargo, los reportes coinciden en que la 
estabilidad de la enzima es mayor a valores de pH ácidos (5-7) que 
alcalinos. Shimizu, et al., (1975), reportan que la máxima 
estabilidad de PA de K. citrophila, expuesta durante 15 min a 50 
ºC se encuentra entre 5 y 7. Erarslan et al., (1991), reportan que 
la estabilidad de la enzima almacenada a 4 ºC por dos dlas, fue 
estable a valores de pH de 5, 6, 7 y B. A pl! 9 se pierde un 19% y 
a pH 10 no se detectó actividad. 

Los valores de Km y velocidad máxima reportados en la 
literatura son muy variados, estando en función del origen de la 
enzima, de las condiciones y métodos para su determinación, del 
grado de pureza de la enzima etc. . En la t<ibla 6 se muestran 
algunos valores de Km y otras constantes de inhibición reportados 
en la literatura. 

La enzima presenta inhibición por exceso de sustr<ito 
(penicilina G) y por sus productos de reacción: el 6-APA causa 
inhibición no competitiva y el ácido fenilacético inhibición 
competitiva (Balansingham y Waburton, 1972). Los valores de estas 
constantes dependen de los mismos factores que los valores de Km y 
Vmáx. 

Se han propuesto varios modelos cinéticos p<ira la reacción de 
hidrólisis de penicilina con PA de E. coli, en los cuales se 
incluye la inhibición por ambos productos de reacción (modelo de 
doble inhibición) (Lee y Ryu, 1982). Waburton et al.. (1972) 
plantean un mecanismo de reacción en el que se incluye la 
inhibición por exceso de sustrato (modelo de triple inhibición) y 
se considera la interacción entre el complejo enzima-AFA con 6-APA 
y de la enzima-6-APA con AFA, para rendir en ambos casos, el 
complejo enzima-AFA-6APA (modelo de triple inhibición modificado) . 
Los mecanismos de reacción y ecuaciones cinéticas correspondientes 
se describen en la fig. 5. 

Perfil de sustrato de la penicilina amidasa de E.coli. 
El sustrato que preferencialmente hidroliza la PA de E. col i 

es la penicilina G. Sin embargo, se reporta que existen otros 
sustratos que son hidrolizados por esta enzima (tabla 7). El 
tamaño y la naturaleza quimica de la cadena lateral es muy 
importante en la especificidad de la PA de E. coli, siendo óptimo 
para la cadena fenilacetil, tolera sustituyentes tales como grupos 
amino o hidroxil, pero no carboxi (Savidge y Cole, 1975). 

Dado que la estructura de las cefalosporinas es muy semejante 
a la de las penicilinas, las penicilino amidasas de E. coli 
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Tabla 6. Constantes cinéticas de la penicilina amidasa 

Organismo T(ºC) Km (mM) K1s(Mm) 

E.coli 
NCIB 8743A 
(enzima) 37 0.67-0.8 250-280 

E.coli 
(enzima) 

E.coli 
G 5K pHM-12 
(células) 

E. coli 
ATCC 9637 
(células) 40 

(enzima 40 

(enzima inm.) 37 

20 

9-11 1570 

0.14 460 

0,236 238 

4.17 413 

-20-

Kt6-•P• K1•r• Referencia 
(Mm) (Mm) 

5.3-7.1 4.7-5.8 

15 200 

131 130 

1.2 1.1 

l. 56 0.94 

100 68.6 

Balansin­
gham, (1972) 

Kutzbach, 
(1974) 

savidge, 
(1984) 

Sandoval, 
(1980) 
Esparza, 
(1981) 
Ospina, 
(1991) 
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Figura 5. Mecánismos de reacción y ecuaciones cinéticas descritas para PA. 

MECANISMO 

E+ S...,;___,...ES--E+P+A 
ES+P,:::::::;:: ESP 

E+A~EA 

E+P~EP 
E +S ::::::::::: E P S 

E + s.;:::::::.Es~E+P+A 

ES+P~ESP 

E+A ::=::::EA 

E+P :::=::: EP 

ES+S ::::::::: ESS 
EP+s=EsP 

E+ S~E~E+P+A 

ES+P~ESP 

E+A ::::::::: EA 

E+P~EP 

ES+s:::=::: ESS 

EA+P:::=::: EAP 

EP+A~EAP 

EP+s=EsP 

E=enzima, S=PGK, A=AFA, P=6-APA 

MODELO 

DOBLE INHIBICION 

Vmh • S 

Vi= --------------------------------------------------------

Km ( 1+~ +_.1'..._ )+ s(1+__i_ ) 
Kiara Ki6apa Ki6apa 

TRIPE INlllBICION 

Vmáx • S 

Vi= --------------------------------------------------------

Vi= 

Km(l+ A__+ _r_) + S(I+_L+ L) 
Kiara Ki6ap

1
a Ki6apa K5 

TRIPE INlllBICION MODIFICADO 

Km(l+A.,_+ 

Kiara 

Vmax • s 

_f._ + p A YS(l+_L+ L) 
Ki6apa Ki6apaKi'ra . Ki6apa K5 



Tabla 7. Perfil de sustrato para la penicilino amidasa de E. coli. 

sustratos 

Penicilinas: 
(Bencil-) 
p-hidroxilbencil 
DL-Q-hidroxilbencil 
D-Q-aminobencil 
a-carboxilbencil 
2-furilmetil 
2-tienilmetil 
fenoximetil 
Q-f enoxietil 
n-propoximetil 
J:sobutoximetil 
n-heptil 
tenil 
2,S-dimetoxitenil 

Cetalosporinas: 
Cetalotina 
Cetaloridina 
cetaloqlicina 

otros sustratos: 

Velocidad relativa de 
hidr6lisis 

100 

150 
88 
so 

s 
91 
80 
s.s 
5 

40 
29 

5 
5 
5 

120 
104 

48 

FenÜaca-tamida uo 
n-f enilacetilqlicina 182 
n-tenilacetil-DL-leucina 73 
ácido n-tenilacetil-o-a-aminofenilacético o 
ácido n-tenilacetil-L-a-aminofenilacético 139 
ácido bencilpenicilóico 22 
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utilizan como sustrato algunas cefalosporinas, en especial 
aquellas que contienen una cadena lateral fenilacetil como en el 
caso de la penicilina G. r,a cefalosporina e, única cefalosporina 
que se produce por fermentación, no es sustrato de la penicilina 
amidasa y no se ha encontrado la amidasa que pueda hacer esta 
importante transformación de una manera competitiva. 

La penicilina amidasa de E. coli también cataliza la 
reacción de sintesis de penicilinas y cefalosporinas, tales como 
la ampicilina (López, 1982) y cefalexina (Choi, 1981), solo que en 
este caso, el pH de reacción es ácido. Los rendimientos que se han 
logrado obtener son bajos. En este sentido, se sabe que la enzima 
proveniente de Klyuvera ci trophi 1 a ha sido utilizada 
eficientemente para ambas reacciones (Shimizu et al .• 1975). 
Recientemente Fernández R. et al., (1991), reportaron la sintesis 
de antibióticos semisintéticos, (empleando la enzima de K. 
citrophila inmovilizada) en solventes orgánicos, encontrando que 
la dimetilformamida fue un solvente adecuado para llevar a cabo la 
sintesis de penicilina a partir de 6-APA y AFA. 

La enzima de E. coli desde 
presenta mayores ventajas que la 
esta última es mas estable y 
penicilinas semisintéticas. 

el punto de vista cinético 
enzima de K. citrophila, pero 
eficiente en la síntesis de 

Producción de la penicilina amidasa. 
Los apectos mas importantes relacionados con la producción de PA 

por E. coli son: 
l. La enzima es inducible, por lo que en el proceso debe 

estar presente su inductor: el ácido fenilacético. Por otro lado, 
la sintesis de la enzima presenta represión catabólica, por lo que 
el medio de cultivo debe estar libre de carbohidratos fermentables 
tales como lactosa, maltosa, glucosa y parcialmente acetato 
(Klein y Wagner, 1980; Vojtisek, 1976). La glucosa, mejor fuente 
de carbono para la producción de E. coli no se puede adicionar al 
medio de cultivo. Vojtisek y Slezak (1975a), reportan que la 
enzima presenta su máxima actividad especifica en medio minimo, 
utilizando ácido fenilacético como fuente de carbono e inductor. 
En un reporte posterior (Vojtisek y Slezak, 1975b), se indica que 
la represión por glucosa es independiente de la concentración en 
un intervalo de 0.1 a 1%. 

2. La temperatura óptima de producción de la enzima (29 ºC) 
se encuentra por debajo de la temperatura óptima de crecimiento de 
microorganismo (37 ºC), ya que a esta temperatura la enzima no se 
sintetiza. Kaufmann y Bauer (1960), reportan una temperatura de 
producción de 24 y Jl •e respectivamente. Klein y Wagner, (1980), 
determinaron que la producción de PA de E. coli ATCC 11105, se 
incrementa cambiando la temperatura de 27 a 24 •e, cuando la 
concentración de células es de 1.8 g/l con un nivel de oxigeno 
disuelto menor de 2%. Es importante mencionar la enzima 
~-lactamasa es sintetizada por E. coli, sin embargo, a 
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temperaturas de 24 a 32 •c, la p-lactamasa se sintétiza en bajas 
concentraciones (Bautista, 1983). 

J. En general niveles bajos de aireación favorecen la 
producción de PA, sin embargo, es necesario optimizar estos 
requcrimienos ya que a niveles de aireación muy bajos se produce 
poca biomasa y a niveles altos no se produce enzima (Vojtisek y 
Slezak, 1975a). En el caso de E.coli, se han reportado niveles de 
aireación de 0.4, 0.9 y 1 vvm por Cole, (1969); Kaufman y Bauer, 
(1960); y Klein y Wagner, (1980) respectivamente. 

En la producción de PA por E. coli se han utilizado medios 
complejos y medios químicamente definidos. En el caso de los 
medios complejos las fuentes orgánicas mas comunes han sido 
extracto de levadura, extracto de malta, harina de soya, licor de 
maiz y proteínas hidrolizadas o mezclas de aminoácidos (Savidge y 
Cole, 1975). Cole, (1975) describe un medio de cultivo con licor 
de maiz (1.2% p.s.), sulfato de amonio 0.1% y fenilacetato de 
sodio, potasio o amonio al 0.1%, el pH se ajusta a 6.5 con !<OH o 
NaOH después de la esterilización. 

En el caso de medios qu!micamente definidos el medio contiene 
ácido fenilacético, glutamato, fosfatos, sulfato de amonio y 
sulfato de magnesio (Self, 1969). 

En una revisión realizada por Shewale y si varaman, ( 1989), 
se describe la producción PA de E. coli ATCC 9637 por cultivo 
continuo, a una tasa de dilución de 0.5hr-1

• La productividad fue 
7 veces mayor que en cultivo por lote, sin embargo, la cantidad de 
fenilacetato de amonio requerido fue 10 veces mayor que en cultivo 
por lote. 

Hejoramiento de cepas. 
Como ya fue mencionado, la s1ntesis de PA en E. coli, 

presenta tres grandes mecanismos de regulación: AMP c1clico 
(represión catabólica), concentración de AFA y termo-regulación. 
El mejoramiento de cepas esta dirigido evitar o atcnu<lr estos 
mecanismos de rcgulaclón. 

Por otro lado, desde el pundo de vista comercial se requiere 
contar con cepas que produzcan altas cantidades de PA, 
preferencialmente de carácter consti tu ti vo para producir grandes 
cantidades de biomasa y evitar represión catabólica, y por último 
libres de enzima P-lactamasa. 

Las estrategias que se han seguido para resolver los aspectos 
antes mencionados han sido: 

-Desarrollo de procesos de bioingenier1a. 
-Desarrollo de cepas por técnicas de genética microbiana 
clásica. 

-Uso de metodolog1as de ADN recombinante. 
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El desarrollo de procesos de Bioingenieria se ha realizado 
básicamente en cepas silvestres, dirigidos principalemte, a la 
optimización de las condiciones de crecimiento para maximizar la 
producción de la enzima a nivel industrial. 

Las técnicas de genética microbiana han sido favorablemente 
utilizadas para incrementar la productividad de cepas portadoras 
del gen que codifica para la enzima PA. Los agentes utilizados 
para aislar mutantes hiperproductoras de PA son: luz UV, 
N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina, etilmetano sulfonato. También 
se han aislado mutantes usando cultivo continuo en presencia de 
aminas como única fuente de nitrógeno. se han obtenido cepas 
resistentes a represión catabólica utilizando glucosa en el medio 
de cultivo, que producen de 8 a 20 veces mas actividad penicilina 
amidasa, comparada con la cepa silvestre. 

La tecnologia del ADN recombinante ha hecho posible alterar 
en forma precisa, algunas secuencias que regulan la expreo;ión de 
los genes. Las estrategias que se han seguido son: transformación 
de genes de PA de cepas productoras de la PA a diferentes cepas 
(tabla 8), clonación del gen de PA usando cósmidos, clonación del 
gen de PA en plásmidos multicopia para incrementar la dósis de 
genes de una copia por cromosoma a mas de 2 o. Además, el 
conocimiento acerca de las regiones de DNA y de los mecanismos 
moleculares que regulan la expresión de la enzima, han hecho 
posible reemplazar regiones regulatorias nativas por otras mas 
eficientes. 

El empleo de técnicas de Ingenieria Genética ha dado como 
resultado el desarrollo de cepas hiperproductoras de la enzima, 
sin embargo, los valores absolutos en términos de actividad no han 
sido tan altos como los esperados. La inestabilidad de los 
plásmidos y la saturación de los mecanismos de exportación 
(procesamiento) son dos posibles explicaciones de estos 
resultados. 

Es importante resaltar que gracias a los esfuerzos que se han 
hecho por obtener cepas mejoradas por técni<eas de ADN 
recombinante, el conocimiento acerca de la enzima y los genes que 
codifican en diferentes microorganismos es muy amplio. 

Merino, et al., (1991) estan tratando de corregir el problema 
del transporte, tratando de aislar cepas mutantes que no producen 
algunas proteinas periplásmicas o extramembranales, y asi 
disminuir la competencia por los sitios secretores. Por otra 
parte, el desarrollo de sistemas de expresión de plásmidos de 
otros organismos, como Streptomyces y Aspergillus puede ser una 
herramienta poderosa para eliminar los problemas de secreción. 

Mayer et al, (1979, 1980) han logrado obtener una cepa de E. 
coli 5K/pHM 12 constitutiva, que no produce /3-lactamasa con una 
actividad de 1050 U/g de células secas con un rendimiento de 0.1 
g/l de PA. Esto ha sido gracias a el empleo de técnicas de 
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Genética clásica y de Ingeniaria Genética: el gene de PA se clono 
en un plásmido multicopia pBRJ22 y p0p20J-J, de los cuales fue 
delatado el gene que codifica parp la {3-lactamasa. La cepa as1 
obtenida fue mutada con luz UV. 

Ingenier!a de proteinas. 
Con esta nueva área de la Biotecnologia, la tecnologia de 

enzimas cuenta, sin lugar a dudas, con una herramienta muy 
poderosa para diseñar enzimas de acuerdo con las necesidades del 
proceso. En el caso de PA, ya se estan diseñando enzimas mas 
estables a valores de pH alcalinos (Soberón, 1991). Enzimas cuya 
especificidad se ha cambiado para sustratos tales como las 
cefalosporinas. 

Inmovilización de células por atrapamiento. 
Como ya ha sido mencionado, para que un biocatalizador de PA 

de células inmovilizadas pueda ser empleado a nivel industrial es 
necesario contar con una cepa de alta actividad especifica. Sin 
embargo, para que esta actividad pueda ser expresada 
eficientemente, es necesario contar con una metodologia de 
inmovilización que permita obtener biocatalizadores de tamaño de 
particula pequeña, sin problemas difusionales. Por otro lado, la 
metodologia de producción deberá tener factibilidad técnica, es 
decir, sencilla de realizar y fácil de escalar. 

La técnica mas factible para llevar a cabo la inmovilización 
de células completas es el atrapamiento en gel, ya que es 
relativamente sencilla de realizar y de bajo costo, no obstante, 
entre sus principales desventajas esta su dificil escalamiento y 
control del tamaño de particula. Sin embargo, en los últimos años 
esta técnica ha logrado superar en parte, algunas de estas 
desventajas. A continuación se describen los avances que se han 
logrado. 

Con el fin de disminuir los problemas difusionales, se han 
diseñado técnicas de inmovilización por atrapamiento que permiten 
obtener particulas esféricas, con la posiblidad de manipular el 
tamaño de particula (tabla 9). Dichos metodos se pueden dividir en 
dos cdtegorias: extrusión (manual o automática) y dispersión 
liquido-liquido o liquido-gas. 

La extrusión manual es la mas utilizada, consiste en 
alimentar la suspensión células-polimero a través de tubos 
capilares a soluciones gelificantes (soluciones de ca 2

• para 
alginato de Na• ó K• para carragenina o soluciones curtientes a 
temperatura baja). con esta técnica el flujo de alimentación de la 
suspensión células/biopolimero es baja y la productividad depende 
ampliamente del número de capilares empleados y el tamaño de 
particula que se obtiene es de 2 a 4 mm. Verlop y Klein, (1981) 
describen un equipo con un sistema de 42 salidas y capacidad de 
J-5 kg por hora, obteniéndo tamaños de part1cula de J mm de 
diámetro. Al tratar de producir tamaños de particula mas pequeños, 
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Tabla 8. Cepas con actividad PA desarrolladas por Ingeniería 

Genética (Shewale y Sivaraman, 1989). 

Cepa 

B. sphaericus 

E. coli 

K. citrophila 
ATCC 21285 

B megaterium 

E. colí 
194 

E. coli 
ATCC 11105 

Cepa recom­

binante 

B. subtilis 

E. coli 
KFCC-84-3 

E. coli 

B. megatcrium 

E. coll 
pMLV7 

E. coli 
5K/pHm6 

ND no determinada 
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vector 

pOH 38 

ND* 

ND 

pPL608 

pACYC 

pBR322 

incremento 

producción 

l. 7 

2.0 

JO.O 

l. 2 

10.6 

4.6 

tipo de 

construcción 

constitutiva 

constitutiva 

ND 

ND 

constitutiva 

constitutiva 



1 
N 

°' 1 

METO DO 

Extrusión por 
gravedad. 

Extrusión auto­
mática por vi­
bración. 

Atomización 

Dispersión con 
aire. 

Tabla. 9: Métodos de inmovilización por atrapamiento. 

PRINCIPIO 

la suspensión célJ 
biopol. se extruye a· 
través de capilares. 

la suspensión célJbiopol. 
se extruye por capilares 
de diámetro pequeño, los 
cuales a la salida estan 
provistos de un sistema 
de vibración. 

la suspensión célJbiopol. 
se alimenta a la parte 
superior de un disco que 
se encuentra girando, rom· 
piendola en pequeñas par­
ticulas, las cuales caen a 
la solución curtidora. 

la suspensión cél./biopol. 
se extru.\·e por capilares 
de diámetro pequeño, al 
mismo tiempo se alimenta 

OBSERVACIONES 

los flujos que se pueden manejar 
son muy bajos por lo que para ob· 
tener grandes cantidades de bioca· 
talizador se requieren de un gran 
número de capilares, que fácilmente 
se obstruyen. Se atienen tamaños 
de partícula de 2-4 mm. 

el diseño del equipo es complejo 
ya que se requiere de un generador 
de ondas. Se obtienen tamaños de 
partícula ele alrededor de 1.l mm. 

REFERENCIAS 

Ogbonna, et al. (1989). 

Hulst, et al. (1985) 

el tamaño de partícula depende de la Ogbonna, et al (1989) 
velocidad de alimentación de la 
la suspensión cél/biop., a \'elocída· 
es de alimentación alias no se for 
man esferas. El diseño del equipo es 
complejo. 

El tamaño de partícula es función Regh, (1986) 
de la allura de los capilares res· 
pecto a la soluci1in gclilicante. 
de la \·cfocidadrs de :llimcntaciún de 
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N 

"' 1 

continuación tabla 9. 

METO DO 

Dispersión 
líq-liq. 

cél. células 
biopol. biopolimero 

PRINCIPIO 

una corrienle concéntrica 
con lo que se logra dis­
minuir el tamaño de par­
tícula. 

se basa en la dispersión 
de la suspensión cé!Jbiopol. 
en una fase continua de 
aceite. 

OBSERVACIONES 

la suspensión célJbiopol. y de la 
corriente de aire. Se han diseñado 
equipos para produir grandes canti-. 
de bioctat, pero la distribución de 
tamaño de partícula se incrementa y 
los capilares se obstruyen. 

REFERENCIAS 

El tamaño y dislribución de partícula Lacroix y Audet, (1989) 
depende de las propiedades hidrodiná-
micas del sistema. Su escalamienlo es 
muy faclible se pueden obtener 
tamaños de 0.1-Srrm. La productivi-
dad depende de la relación de las 
dos fases en el reactor. 



se pierde la capacidad de formar esferas. 

Hulst et al., (1985) desarrollaron un sistema de vibración 
mecánica con una capacidad de 24 litros de biocatalizador por hr; 
consiste en alimentar la suspensión células/biopol1mero a través 
de capilares provistos de un sistema de vibración. Al aplicar una 
frecuencia determinada se producen esferas de tamaño uniforme, las 
cuales caen a una solución gelif icante. Se obtienen esferas de 
alrededor de 1.1 mm de diámetro. Sin embargo, dicho sistema es 
aplicable a suspensiones células/pol1mero de baja viscosidad, por 
lo que los biocatalizadores obtenidos presentan baja estabilidad 
operacional. 

Ogbonna et al., ( 1986) reportan una técnica de extrusión 
automática, consiste en alimentar la suspensión células-alginato a 
la parte superior un disco que se encuentra girando. Cuando dicha 
suspensión cae al disco, se desintegra en pequeñas gotas, las 
cuales se gelifican al caer a un recipiente que contiene una 
solución de CaCl2. En este caso se obtuvieron esferas de o.5 mm de 
diámetro; la formación de las esferas depende de la velocidad de 
alimentación de la suspensión cé lulas-po11mero. Solo se pueden 
emplear suspensiones de baja viscosidad y a velocidades de 
alimentación altas no se forman esferas. Un equipo descrito por 
Mutulovic et al., (1986) puede manejar suspensiones de alta 
viscosidad. 

Otro método por el cual el tamaño de part1cula se puede 
manipular esta basado en la dispersión de la suspensión 
células/biopol1mero con aire. Consiste en alimentar la suspensión 
células/biopol1mero a través de capilares, al mismo tiempo se 
alimenta una corriente concéntrica de aire, de esta forma el aire 
dispersa la suspensión células/biopol1mero, formándose tamaños de 
particula mas pequeños. Las part1culas se colectan en una solución 
gelificante. Con este sistema el diámetro de particula promedio es 
función de la altura de los capilares respecto a la solución 
gelificante, de la velocidad de alimentación de la suspensión 
células/biopolímero, del diámetro de los capilares y la velocidad 
de alimentación del aire. El problema de esta técnica es que la 
velocidad de producción es muy lenta. Fdra facilitar su producción 
a gran escala es necesario incrementar el número de capilares y 
operar en forma simultánea. Sin embargo, el control de las 
variables criticas es dificil y la dispersión en el tamanaño 
particula se incrementa, por otro lado los capilares se obstruyen 
fácilmente. Su et al., (1989) empleando este sistema obtuvieron 
tamaños de particula de 0.05 a 0.5 mm de diámetro. 

Mas recientemente Audet y Lacroix, (1989) y castillo, et 
al., (1991), reportan la producción de biocatalizadores esféricos 
por dispersión de la suspensión células-gel en aceite. La técnica 
consiste en mezclar la suspensión células-gel en aceite, después 
de cierto tiempo de mezclado, se enfria el sistema para se inducir 
la gelificación. La dispersión y tamaño de part1cula dependen de 
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las condiciones hidrodinámicas j' temperatura del sistema, relación 
fase acuosa/fase oleosa, velocidad de mezclado, entre otras, y por 
otro lado el escalamiento es factible. 

Con el desarrollo de estas metodog1as aunado al diseño de 
cepas hiperproductoras de la PA, se abre la posibilidad de 
utilizar biocatalizadores de células inmovilizadas, competivos a 
nivel comercial. 

Producción de biocatalizadores de PA. 
a) Biocatalízadores de enzima. 
Una revisión muy completa de biocatalizadores industriales de 

PA ha sido realizada por Shewale, (1989) y Ospina, (1991). La 
mayor parte de ellos se producen a base de enzima purificada e 
inmovilizada por métodos qu1micos y f 1sicos a di versos soportes 
(tabla 10). Solo una pequeña parte se hace por inmovilización de 
células completas. 

Recientemente, se han reportado dos alternativas diferentes, 
para reutilizar la PA, que aún no han sido comercializadas. En una 
revisión realizada por Shewale, (1989) reporta el desarrollo de un 
sistema de dos fases. La enzima esta enriquecida en una de las 
fases y dado que la tensión interfacial entre las dos fases es muy 
baja, se promueve una buena transferencia de masa, evitando 
problemas difusionales. En esta misma revisión Margal in et al, 
reportan el empleo de PA soluble en agua, pero que precipita con 
complejos polielectrol1ticos. La precipitación se promueve al 
disminuir el pH a 5. 7, como resulta do de la protonación de los 
grupos carbox1lo. El complejo enzima-pol1mero, después de 
separarlo se solubiliza fácilmente a pH alcalino. 

La eficiencia y propiedades de los biocatalizadores, dependen 
de la fuente de la enzima, su pureza, naturaleza del soporte y 
método de inmovilización. Las propiedades fisicoqu1micas pueden 
sufrir cambios como resultado de la inmovilización. Las 
limitaciones difusionales y uniones multi-puntos al soporte pueden 
alterar el valor del Km. La unión a soportes cargados puede 
alterar el perfil de pH. La termoestabilidad de la enzima 
generalmente se incrementa porque se reduce la flexibilidad por 
cambios conformacionalc::::. La oclu::::ión de centros alostéricos o 
repulsión debido a grupos cargados en el soporte alteran las 
constantes de inhibición. En general, los efectos sobre el Km y Ki 
son mas notorios que en pH y temperatura óptimos. 

La actividad de las preparaciones comerciales de 
biocatalizadores de enzima inmovilizada se encuentran entre 60 y 
350 U/g. El número de ciclos y el rendimiento de 6-APA/Kg de 
biocatalizador se encuentran entre 100 y 620 ciclos y entre 100 y 
2000 Kg 6-APA/Kg de biocatalizador respectivamente (Shewale, 1989). 

b) Biocatalizadores de PA con de células completas . 
En la tabla 11 se muestran los métodos de inmovilización y 
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Tabla 10. M6todos de frnovt l heclón 8'lleados Plir• te pentcl l fno emidasa 
(01pfna, 19911. 

Enzima Fuente Preparactón Método de Soporte 
lrmovl l lt•clón 

PG acflasa E. coli Pre<lpftocf6o Adsorción Quf tosano 

entrecruzamiento 

PG •cflaso B. coli Enlace covalente Acrflico 

PG acf tasa E. coli CélulH AtrapamlMto en gel Pol lacri lamida 

PG acllasa E. coli Prectpltacfón Acopl ami en to Silfcogel 

con (NH4lzSD4 activada 

PG acllasa E. coli c•lulaa Extruafdn Gelatina· 
DEAE·Celulosa 

PG acf lasa B. mega- Centrlfugacldn Adsorción Bentonfta 

terium 

PG acllasa B. coli Precfpftacf6o Atrapamiento Triacetato de 

con CNK4>2so.; c.etYtosa 

PG acflasa E. coli Unión Covalente Eupergft C. 

PC acl lasa E. coli Células Atrapemiento Acrfl feo 

PV acflaaa lfalbran. Células Atrapamieoto Alginatos 
pulchella poi facrl lamida 

PG acflasa E. coli Prec. alcohol Entrecrutmnlento Glutaraldehldo 
faopropl 11 co 

PG acflasa E. coli C6lulaa Atreponofento Carregenfna 

PG acllasa E. coli Células Atrapemiento Eugradft 

PG acflaaa E. coli EnziN p..ira Cofnnovi l hacf6n Gelatina 
con ureasa gluteraldehfdo 

PG acl las11 E. coli Precfpftoc16n Unión covalente DEAE-celulosa 

con CNH4 >2so4 
cromatograf f • 

PG acflasa B. mega- unfón covalente Fibras de 
poi focrf lonltrf lo 

PV acf lasa Células Unión covalente Glutaraldehido 
horno¡¡ en l ud8& 
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Tabla 11 Características de biocatali7.3dores de PA de células completas. 

CELULAS SOPORTE METO DO REND.(%) AE (U/g) ESTAB. OPERACIONAL REFERENCIA 

E.coli tri acetato atrapamienlo 24 40 NR* Marconi, 1973 
de celulosa 

E.coli quilosano NR NR 60-101 después de 70 reacciones Klein, 1984a 
(300 U/g) perdió !0% de la actividad 

inicial. 
E.coli quitosano (30-50 % de 40 30 después de 30 reacciones Klein, l984b. 
(pHM12) carga celular) perdió 20% de la acthidad 
1000 U/g inicial. 

E.coli poliacril- atrapamienlo 93.6 0.314 tiempo de vida media a 40°C Sato, 1976 

1 ATCC %37 amida (1.35 g ci'I/ 17 dia5 )' a 30°C 14 dias. 
~ 2.35 U/g p.h. g soporte! 
1 

K. cilro- poliacril- atrapamh~nto NR NR tiempo de \'ida media 1.i Marikawa, 1980. 
phi/a, amida (4.3 g cél' días. 

E.co/i --- floculación mas IO-l!O NR no huho perdida de inle- Vojlisck, 1983 
agregación con ridad física y actividad 
agentes e!ltre- despu<-s de 60 días en -· 
cru1.anle5. a¡:itaci6n a 30 ºC. 

E.co/i -- agregado:; unidos l'iR NR despues de IO reacciones Vojtisek, 1983. 
covalentemenle por no hubo perdida de acti-
en1recru1.amienlo vida d. 
en presencia de frag-
mentos cdulares. 

E.coli resina atrapamicnlo 28-40 IS después de 22 ciclos se Klein, l 9Hla 
epé>xica (0.17-1.13 !! cél/g sop.) se perdió 159' tk la acl. inc. 

continua •... 



Continuación tabla 11 

CELULAS SOPORTE METO DO REND.(%) AE (U/¡:1 EST Ali. OPERACIONAL REFERENCIA 

Ma/brancllea agar doble atrapamiento NR NR des11ués de 10 reacciones Sing, 1988 
pu/elle/la poliacril- perdió mas del 90':< de '?l 

var. sulíurea amida actidad inicial. 

E.co/i colágena atrapa miento NR 26 tiempo de ,·ida media 350 V cnkatsubramanian 
dí:i~. (datos no publicados) 

E.co/i eugradit atrapa miento 65 NR !\R Klein, 19!1Jb 
alginatos atrapa miento 60 NR NR 
epóxido atrapa miento "º NR l\R 

1 .... 
'(':.coli celatina atrapa miento .is 1 l\R Padilla, 19!!5 

i:lutaraldchído 
(0.5 g cél!g sop.1 

NR datos no reportados. 



soportes empleados en la inmovilización de células completas con 
actividad de PA. La mayor parte de ellos se fabrican inmovilizando 
las células por atrapamiento en gel. 

Se han utilizado varios soportes: poliacrilamida 
al., 1976), carragenina (Casas, 1981), eugradit y 
epóxicas (Klein, 198la y 198lb), quitosano (Klein, 1984b) 
(Castillo et al., 1991) y agar (Padilla, 1985). 

(Sato et 
matrices 
gelatina 

Al comparar las caracter1sticas entre los biocatalizadores de 
células inmovilizadas con los de enzima inmovilizada se observa 
que las actividades especificas (0.314 a 100 U/g de biocat. p.h), 
los rendimientos (la mayor 1a menores de 4 0%) y la estabilidad 
operacional son bajas en comparación con los biocatalizadores de 
enzima inmovilizada. Seguramente estas son las razones por las 
cuales los biocatalizadores de enzima inmovilizada son 
preferencialmente utilizados. 

condiciones de operación de biocatalizadores de PA 
Los biocatalizadores de PA a nivel industrial no se utilizan 

en condiciones óptimas de reacción. Existe un compromiso entre la 
estabilidad de la enzima, la penicilina y el 6-APA. La reacción se 
lleva a cabo a valores de pH entre 7.5-8 y temperaturas de 28-37 
0 c. La concentración de penicilina G varia entre 7 y 10%, 
dependiendo de las propiedades de la enzima. La relación 
enzima/penicilina que se maneja es para obtener arriba del 95% de 
conversión en un tiempo de 2 a 3 horas. Durante la hidrólisis hay 
liberación de AFA, el cual de no ser neutralizado disminuye el pH 
y por lo tanto la velocidad de reacción. El pH de la reacción se 
mantiene por la adición de alcali (NH•OH, NaOH, KOH) utilizando 
controladores de pH, este debe ser cuidadosamente controlado para 
evitar gradientes de pH que puedan causar desactivación de la 
enzima. 

Reactores utilizados en la hidrólisis de penicilina con 
biocatalizador de enzima. 

La hidrólisis pencilina G se ha llevado a cabo en lote y en 
continuo, empleando reactores tanque agitado, columna empacada y 
de membrana. 

Lagerlof et .::il., í 1976j llevaron a cabo la reacción en un 
reactor tanque agitado con enzima inmovilizada, con control de pH 
y temperatura. El pH se controla por la adición de alcali. Después 
de la reacción la enzima inmovilizada se recupera por filtración 
en filtro prensa. Rhom Pharma y Boehringer Mannheim recomiendan el 
uso de una malla en el fondo del reactor, para evitar la pérdida 
fisica del biocatalizador y para reducir los tiempos muertos. La 
agitación debe ser vigorosa con el fin de mantener el 
biocatalizador en suspensión y evitar gradientes de pH. 

Carleysmith y Lilly, (1979), dise~aron 
consiste en cuatro tanques agitados en serie, 
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enchaquetado y provisto de filtros para retener el biocatalizador, 
tiene un sistema de control de pH en linea, dos impulsores de 
paleta para asegurar circulaci6n axial y flujo hacia arriba. La 
conversión en el primer tanque fue 54%, en el segundo 81%, en el 
tercero 91% y en el cuarto de 97%. Este tipo de sistema tiene la 
ventaja de no formar gradientes de pH, como sucede en el reactor 
de columna empacado, donde las velocidades de recirculación deben 
ser muy altas. 

En el sistema reactor tanque agitado continuo el catalizador 
se ve afectado por la inhibición por productos. carleysmith y 
Lilly, (1979) reportan un sistema tanque agitado continuo de dos 
estados (dos tanques en serie). La productividad fue 50% mayor, 
comparado con el de un solo estado. 

otro sistema que ha sido ampliamente utilizado sobre todo 
para biocatalizadores de células inmovilizadas, es el reactor de 
columna empacado con recirculación (Savidge y Vandamme, 1984). El 
biocatalizador se encuentra empacado en una columna y la solución 
de penicilina G se recircula desde un tanque agitado, con control 
de pH y temperatura. La agitación en el tanque debe ser vigorosa 
para minimizar la degradación alcalina de la penicilina y 6-APA. 
Con este sistema se miniminiza la inactivación del biocatalizador 
debido al contacto directo con el alcali, la pérdida flsica del 
biocatalizador y la contaminación microbiana. El flujo através de 
la columna debe ser alto para evitar gradientes de pH a lo largo 
de la columna, sin embargo, deben cuidarse las caldas de presión. 

Un sistema parecido al reactor de columna con recirculación 
se ha reportado por Novo, (1982) y Gómez, (1992). En este caso el 
biocatalizador esta repartido en varias columnas en paralelo. Las 
ventajas de este sistema son, por un lado que se pueden manejar 
flujos altos sin que se generen altas caldas de presión, y por 
otro el biocatalizador no se encuentra expuesto altos gradientes 
de pH, lo que incrementa la vida media del mismo. 

La empresa Fersinsa de México emplea un sistema de columnas 
empacadas, con recirculación que trabajan en paralelo. El 
biocatalizador consiste en enzima de B. megaterium inmovilizada en 
fibras de poliacrilonitrilo hidrogenadas. El proceso empieza 
manejando 8 columnas y cuando el ti~mpo de hidrólisis llegd a 3 
horas, adicionan otra columna. De igual forma cuando el tiempo de 
reacción llega a 3 horas nuevamente se adiciona otra columna y asl 
hasta llegar a 18 columnas. Para evitar problemas de pH en las 
columnas se manejan flujos del orden de 1600 l/h. Con este sistema 
han logrado 1200 ciclos. 

Se han realizado comparaciones entre diferentes reactores. 
Shewale, (1989), observó que al hidrolizar penicilina V con 
"Semacylase" de Novo, en reactor tanque agitado y columna 
empacada, el primero dio mejores resultados. Ospina, (1991) 
determinó que el reactor tanque agitado por lotes, presentó 
mejores resultados que el reactor tanque agitado continuo, al 
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hidrolizar penicilina G con enzima inmovilizada. 

Reactores provistos con membranas de ultrafiltración (UF) se 
han utilizado para separar la enzima (Ryu et al., 1972; Greco et 
al., 1983). Estos sistemas tienen la desventaja de que las 
membranas sufren el fenómeno de polarización. 

Reactores utilizados en la hidrólisis de penicilina empleando 
biocatalizador de células completas. 

En la tabla 12 se muestran las caracter1sticas operacionales 
de biocatalizadores con células inmovilizadas. 

Tanabe Seikaku Co. (Sato et al .. 1976) emplea células de E. 
coli inmovilizadas en gel de poliacrilamida en un reactor columna 
empacada, con penicilina G (0.05M) en amortiguador de 
fosfatos-boratos 0.01 M pH 8.5 a 30 •e con un rendimiento de 80%; 
el tiempo de vida media es de 42 dias a 30 •e y 17 a 40 •c. 

En un proceso industrial chino, con biocatalizador de células 
inmovilizas en agar y gelatina, después de 285 ciclos (7.5 meses) 
la velocidad inicial permanece constante. Este biocatalizador 
tambien se ha utilizado (en reactor de columna empacado) para la 
producción de 7-.".DCA, despuéi; de 23 lotes (JO d1as) la actividad 
permaneció constante; en un reactor similar operado a nivel 
industrial se realizaron 72 hidrólisis en un período de 3 meses. 

Vojtisek et al., (1979), en un reactor intermitente agitado 
emplearon un biocatalizador de células completas de E. coli 
inmovilizadas por entrecruzamiento. Después de 25 hidrólisis a 37 
•e, pH 7.6-7.8 con 65 g/l de penicilina, logra mantener 95% de 
conversión. 

Klein et al., (1984), reporta que un biocatalizador de 
células de E. coli (hiperproductora de la enzima) inmovilizadas en 
quitosano, retuvó 80% de su actividad inicial después de 30 
hidrólisis a 37 •e, pH 7.8, 100 g/l de penicilina, alcanzando 95% 
de conversión en 90 minutos. 

Como conclusión en lo referente a los reactores utilizados en 
la hidrólisis de penicilina, el diseño y fabricación de los 
reactores se hace de acuedo a las propiedades del biocatalizador. 
El tipo y configuración del ractor afecta considerablemente la 
productividad, por lo que en la selección del mismo se debe hacer 
considerando la máxima productividad en términos de 6-APA por 
cantidad de biocatalizador. 
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Tabla 12. caracteriaticea operacional•& de biocatalizadorea con c6lulaa illllOYilizadaa. 

lliocatalizador Reactor pB T Estabilidad (S) COnv. Jleferencia 
('C) operacional (g/L) 

C6lulaa-poliacril- ColUSAa 8.5 30 t
112 

= 30 diaa 18.62 80 Sato et al, 
aaida (E. coli) Tanque agitado 8.5 'º t:.112 = 30 diaa 18.62 80 1976 

por lotea 

1 C6lulaa-agar- Coluana r e.o 37 ain pfirdida ----- --- JUJO&OY, 1989 
"" "' carragenina Tanque agitado de actividad 
1 

por lotea deapu6a de 
280 ciclo• 

C6lulaa agregad•• Tanque agita do 7.6-7.8 37 despuh de 25 65 90 VojtiHk et 
(E. coli) por lotH hidr6li•i• •• &1, 1983 

aantiene la 
conversión 
inicial 

C6lulaa-quitosano Tanque agitado 7.8 37 despu6a de 70 100 95 ltlein et &1 1 

(E. coli) por lotea hidrólisis re- 19H 
tuvo el 90\ de 
la actividad 
inicio.! 





IV, MATERIALES Y METODOS. 

Hicroorganismo. 
Las células de E. coli ATCC 9637 con actividad de penicilino 

amidasa fueron proporcionadas por la compañia GENIN S.A. de c.v. 
(México) , 

Materiales. 
Los reactivos utilizados en este trabajo fueron grado 

reactivo J.T. Baker. Se empleo 6-APA y p-dimetil-aminobenzaldehido 
(Sigma), ácido fenilacético (Físher), gelatina (Cosmopolita), 
carragenina (Quimica Hércules), agar (Difco), glutaraldeh1do al 
25% (Merck), aceite de cártamo comestible, la penicilina G 
potásica (PGK) Glaxo, fue proporcionada por la compañia ORFAQUIM 
S.A. (México) , 

HETOOOS, 
Hétodo de inmovilización. 
El método de inmovilización empleado fue atrapamiento en gel. 

La metodolog1a esta basada en la dispersión de la fase 
células/biopol1mero en aceite. El biopolimero se resuspende en 
amortiguador de fosfatos a temperatura de esterilización (121 ºC, 
a 1 Kg/cm2

j por 2 min. La solución de biopol1mero se enfria a 
50-55 •c, y entonces se incorpora a la suspensión celular, la cual 
se encuentra a temperatura de 42-50 •c, posteriormente la 
suspensión células/biopolimero se vierte a la fase oleosa, la cual 
se encuentra a temperatura de 42 a 50 ºC. Cuando la temperatura de 
ambas fases es de 42 a 50 ºC se inicia la agitación. 
Posteriormente el biocatalizador es tratado con glutaraldehido. La 
metodolog!a se muestra en la fig. 6. 

En la selección del soporte y condiciones de inmovilización 
se trabajó a nivel de 45 ml de suspensión células-biopol!mero y 
150 ml de aceite, en un vaso de precipita dos de 4 00 ml. Para 
llevar a cabo la selección del impulsor y de las condiciones de 
agitación, los experimentos se realizaron en un tanque de 2 litros 
con las caracter1sticas que se muestran en la fig. 7. Los ensayos 
se llevaron a cabo utlizando 225 ml de suspensión 
células/biopol1m.,ro, 750 ml de aceite. !;e probaron dos tipos de 
impulsores Rushton y A-310 (Lighnin). 

Proceso de curtido 
En relación con el proceso de curtido, se empleó 

glutaraldeh!do considerando que ha sido utilizado convenientemente 
para llevar a cabo reacciones de entrecruzamiento, dada su 
estabilidad en soluciones acuosas y la facilidad con que reacciona 
con grupos amino a valores de pH neutros. 

De acuerdo a los resultados previos, obtenidos con gelatina y 
lo reportado en la literatura, se fijaron las siguientes 
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Figura 6. Metodologia de inmovilización por dispersión liquido-liquido. 
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Figura 7. Características del sistema para def.lnir la velocidad de agitación 
en la manufactura del biocatalizador, se muestran los dos diferentes tipos 
impulsores empleados (a) Impulsor Rushton (b) Impulsor A-310 (Lighnin). 
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condiciones de curtido: 360 rnl de glutaraldchldo al 2% por 100 g 
de biocatalizador peso humedo, pH 7. 5, tiempo de curtido 1 h, 
temperatura 25 •c. 

Aspectos de la manufactura del biocatalizador. 
otro aspecto importante en la manufactura del biocatalizador 

es que se queda una gran cantidad de aceite impregnado a la 
preparación. Este problema es mayor en tamaftos de partlcula 
pequef'los. Castillo et al. , ( 1991) reportan que este problema se 
miniminiza lavando con una solución de Tween 80 al 7%. En este 
caso se observó que este problema es menor si antes de lavar con 
la solución de Tween 80, el biocatalizador se lava abundantemente 
con agua. Posteriormente se curte, se lava con la solución de 
Tween 80, y finalmente el biocatalizador se lava con solución 
amortiguadora de fosfatos pH 6. 

Actividad enzimática. 
La actividad penicilina arnidasa en células y biocatalizador 

fue medida en presencia de PGK al 2%, en amortiguador de fosfatos 
0.1 M, pH 7.8 a 37°C. El 6-APA producido durante la reacción fue 
medido por el método de p-dimetilarninobenzaldehldo (Casas, 1981). 

La medición de las velocidades iniciales en células intactas 
se llevaron a cabo en tubos de ensaye de 10 por 100 con 1 ml de 
mezcla de reacción. La actividad especifica se reporta como U/mg 
de proteina, esta última medida por el método de Lowry (Lowry, 
1951). 

La medición de las velocidades iniciales en el biocatalizador 
se realizaron en un volunwn de 10 rnl de reacción con o. 2 g de 
biocatalizador, el biocatalizador filtrado en malla 80, lavado con 
amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.8, secando con papel 
adsorbente hasta que el biocatalizador se desprenda fácilmente se 
la espátula. La actividad especifica se reporta corno U/g de 
biocatalizador (p.h.). 

Determinación de actividad prnr ... n! ftjca. 
En un tubo de ensaye se colocan 1,9 ml de caseina al 1% y se 

adiciona 0.1 ml de la suspensión celular con 100-150 g/l células, 
se incuba a 37 °C, se agregan 3 ml de ácido tricloroacético al 5%, 
se centrifugan por espacio de 5 minutos a 3500 rpm. Finalmente se 
lee densidad óptica a 280 nm contra blanco de reactivos. 

Factor de efectividad 
El factor de efectividad se determinó experimentalmente 

midiendo actividad al biocatalizador integro y después de ser 
desintegrado mecánicamente. El factor de efectividad se obtiene de 
la relación entre ambas actividades: 
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v1 (biocat. intacto) 
l)= v1 (biocat. desintegrado) 

Efecto de la temperatura en la actividad del biocatalizador. 
Para determinar la temperatura óptima de la PA en células 

intactas y biocatalizador se midió actividad a 25, JO, 35, 40, 45, 
50, 55, y 60 •e, a valores de pH de 7.5 y 7.B. 

Efecto del pH en la actividad del biocatalizador. 
Para determinar el pH óptimo de la PA de células intactas se 

midió actividad a diferentes valores de pH: 6, 6.5, 7, 7.5, 7.8, 
B, en amortiguador 0.1 M, a temperaturas entre 25 y 65 •c. 

Efecto de la temperatura en la estabilidad de células libres 
e inmovilizadas. 

Se colocaron varias muestras de suspensión celular (2 ml) y 
biocatalizador ( 1 g) en amortiguador de fosfatos O .1 M a un pH 
determinado, en un bafio agitado a la temperatura de estudio, se 
tomaron muestras a diferentes tiempos y se determinó actividad. 

Efecto del pH en la estabilidad del biocatalizador. 
Se siguió la metodología del inciso anterior, solo que 

variando el pH del amortiguador. Se ensayaron valores de pH entre 
6 y a. 

Estabilidad operacional. 
Se realizaron 40 ciclos sucesivos de hidrólisis de 2 horas 

cada uno, y se determinó en cada hidrólisis, la conversión al 
final de la reacción y la actividad del biocatalizador cada 10 
ciclos. Las condiciones de las hidrólisis fueron las siguientes: 

Temperatura 37 ·e 
pH 7.5-7.6 
volumen de reacción 50 ml 
concentración de PGK 6% 
velocidad de agitación 300 rpm 
Relación enzima/PGK 60 U/g 
Concentración de NH40H 2 M 
Actividad del catalizador 10 U/g peso humedo. 

Determinación de las constantes cinéticas Km, Vmáx, Ki•rA, 
Ki6-AP•, Ks. 

Los valores de Km y Vmáx en células intactas fueron 
determinados por medición de velocidad inicial con diferentes 
concentraciones de sustrato. Los valores de Km y Vmáx se 
obtuvieron de graficar los datos de acuerdo a la representación de 
Lineweaver y Burk (Segel 1976) y el valor de la Ks se obtuvo por 
medición de velocidad inicial a altas concentraciones de sustrato 
de la grafica l/V vs s. 
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La determinación de Kt•FA en células intactas fue determinada 
por medición de velocidad incial con diferentes concentraciones de 
sustrato en presencia de dos diferentes concentraciones de AFA. El 
valor de Kt.r• se obtuvo siguiendo la metodologia clásica de 
Lineweaver y Burk. 

Debido a que en la determinación de K1 o-•P•. se debe 
en presencia de 6-APA se planteó una alternativa que se 
en la sección de discusión y resultados. 

Reacciones de hidrólisis 

hacer 
trata 

Las hidrólisis de PGK se llevaron a cabo en un tanque agitado 
50 ml con control de pH entre 7. 5 y 7. 6 con Nl!•OH 2 N. En la 
fig.8 se muestra un esquema del sistema de reacción. Se tomaban 
muestras y se diluian, para posteriomente medir la concentración 
de 6-APA por el método de p-dimetil-aminobenzaldehido. Las 
hidrólisis se realizaron por triplicado, entre cada hidrólisis se 
daba un ligero lavado al biocatalizador con 5 ml de amortiguador 
de fosfatos 0.03 M, pH 7.5 por 5 min. 

Todas las ecuaciones se reso!r.vieron numéricamente con ayuda 
del lenguaje de simulación ISIM desarrollado por el Centro 
Industrial Universitario de Salford, LTD, Salford, England. Este 
lenguaje utiliza cuatro diferentes métodos de integración para 
resolver ecuaciones dif'erenciales. 

Definición de algunos parámetros mencionados a lo largo del 
manuscrito. 

Una unidad (U) es definida como la cantidad de enzima que 
produce una µmol de 6-APA por minuto. Las células con 
aproximadamente 50% de proteína, tienen una actividad de 50 a 100 
U/g de células peso seco. 

Carga enzimática se define como la relación unidades de 
enzima imovilizada o en células intactas/g de penicilina 

Concentración de enzima se refiere a unidades de enzima 
inmovilizada o en células intactas/ml de reacción. 
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V. RESULTADOS 

DISERO DEL BIOCATALIZADOR. 
Como se mencionó, uno de los objetivos de este trabajo es el 

diseño de un biocatalizador de penicilino amidasa empleando 
células completas de E. coli. Dado que dentro de las perspectivas 
del proyecto se incluye la incorporación posterior de una cepa de 
E. coli hiperproductora de la enzima, es necesario, por un lado 
diseñar un biocatalizador eficiente, de tal forma que la actividad 
enzimática se exprese totalmente. Por otro lado, es recomendable 
que el proceso de fabricación sea sencillo, económico y escalable 
con el fin de obtener un biocatalizador de bajo costo y con 
adecuadas propiedades mecánicas. 

La técnica de inmovilización eligida es el atrapamiento en 
gel, dado que es ampliamente utilizado, relativamente sencillo y 
económico, además de tener la posibilidad de obtener 
biocatalizadores de diferentes formas y tamaños. 

En la sección de antecedentes se hace referencia a los 
métodos de inmovilización por atrapamiento en gel reportados en la 
literatura. Un análisis de estos métodos se muestra en la tabla 9. 
De estos métodos, se seleccionó el de inmovilización por 
atomización de la suspensión células-biopolimero con aire, ya que 
para entonces resulto ser el mas conveniente en términos 
prácticos. El dispositivo empleado a nivel laboratorio se muestra 
en la fig. 9. Se diseño un prototipo para llevar a cabo la 
producción del biocatalizador a mayor nivel (fig. 10). Las pruebas 
se realizaron utilizando gelatina como soporte, con una relación 
células/gelatina de 3.3 g/g. En el método original la suspensión 
células-biopol1mero después de ser dispersada, se recibe en una 
solución acuosa curtiente para lograr su gelificación. Sin 
embargo, al utilizar una solución de glutaraldeh1do al 1.25% a 4 
ºC, no se formaron esferas, las part1culas de solubilizaron. 
se encontró que al emplear aceite comestible de cártamo a 10 •e 
se lograban obtener esferas, por lo que se seleccionó el aceite 
como fase gelificante. 

El problema principal de este método es su baja 
reproducibilidad, sobre todo a gran escala, ya que se requiere de 
un control muy preciso de los paramétros que influencian el tamaño 
de particula. 

En reportes mas recientes Audet y Lacroix, (1989) y Castillo 
et al., (1991) reportaron un método de inmovilización de células, 
basado en la dispersión de la suspensión células-gel (fase acuosa) 
en una fase hidrofóbica (aceite). El proceso consiste en mezclar 
ambas fases a una velocidad de agitación determinada. Dada la 
sencillez del método, se realizaron pruebas para valorar el 
proceso. En la tabla 13 se presenta un análisis comparativo de 
ambos métodos. Se puede concluir que el método basado en la 
dispersión de dos fases, es mas eficiente, fácil de realizar Y de 
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Suspesión 
cél/ayar 

Figura 9. Dispositivo empleado para la inmovilización de células 
de E. col i por atomización a nivel labora torio. La suspensión 
células/agar se a 1 imenta al dispositivo por medio de una bomba 
peristáltica y al mismo tiempo se alimenta aire, para formar 
partículas mas pequeñas. En la figura inferior se muestra en 
detalle el dispositivo. 



~igura 10, Dispositivo empleado para la inmovilización de células 
de E. coli por atomización a mayor nivel. Este sistema consta de 3 
partes, la señalada como 1 esta compuesta por cinco unidades a las 
cuales se les adaptan pipetas Pasteur, cuenta con un alimentador 
de aire diseñado de forma tal que a cada unidad le corresponde el 
mismo flujo de aire. La pat·te señalada corno 2 se adapata a 1 y 
finalmente se adapta la 3. La alimentacion de la mezcla 
células/agar se realiza por A. 



Tabla 13. Comparación de los métodos de inmovilización por 
dispersión con aire y dispersión liq-liq. 

DISPERSION DISPERSION 
con aire 11q-11q. 

PREPARACION COMPLICADA SENCILLA 

CONTROL DEL DIFICIL FACIL 
PROCESO 

PRODUCTIVIDAD BAJA * 

ESCALAMIENTO COMPLICADO POSIBLE 

REPRODUCIBILIDAD NO SI 

*Hasta el momento se tienen las condiciones para producir 225 g de 
biocatalizador en 15 min, producir esta misma cantidad por 
dispersión con aire consumirla de 45 a 60 min. 
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controlar las variables que influencian el tamaño de partícula, 
por otro lado, presenta mayores probabilidades de escalamiento. 
Estas razones dieron la pauta para decidir emplear este método en 
el desarrollo del proyecto. 

Elección del sopor~e. 
La elección del soporte mas apropiado se realizó en base a 

las siguientes consideraciones: 
l. Capacidad de atrapamiento, definida como g de células/g de 
soporte. 
2. Facilidad de manejo de la suspensión células-gel para llevar a 
cabo la inmovilización. 
3. Estabilidad a la agitación rotatoria. 

Considerando los criterios de disponibilidad, filctibilidad 
técnica y antecedentes en la elaboración de biocatalizadores se 
probaron tres biopolímeros: gelatina, carragenina y agar. Como 
primera etapa en la caracterización de cada sistema, se determinó 
la cap;:icidad de atrapamiento del sistema, seleccionando aquella 
que permite un adecuado manejo de la suspensión células-gel. Los 
biocatalizadores asi obtenidos son entonces sometidos a pruebas 
de estabilidad a la agitación, seleccionando el soporte que 
permite la producción del biocatalizador con las mejores 
condiciones de estabilidad a la agitación y capacidad de 
atrapamiento. 

Gelatina. 
En la fig. 11 se muestran los resultados referentes a la 

capacidad de atrapamiento de la gelatina. Se puede observar que 
entre mayor es la relación células/gelatina, mayor es la actividad 
del biocatalizador. Se seleccionó a una relación células/gelatina 
de 6.6 g/g en 100 ml de preparación. Para relaciones mayores el 
manejo de la suspensión es dificil. 

Al realizar pruebas de estabilidad, se observó que antes de 
24 hrs el biocatalizador se desintegra. Ante la posibilidad de que 
la concentración de células usada fuera muy alta se disminuyó a 
3. 3 g cel/g del gel: el biocatalizador asi elaborado resistió 
solamente 48 hrs. La segunda hipótesis planteaba la presencia de 
actividad proteolitica en células. se decidió entonces medir esta 
actividad, las determinaciones se llevaron a cabo a diferentes 
valores de pH: 7, 7.5 y a, usando como sustrato caseina y midiendo 
los productos de hidrólisis como se menciona en la sección de 
materiales y métodos. Los resultados se muestran en la tabla 14. 
Como se puede observar las densidades ópticas se incrementan al 
paso del tiempo, lo cual nos indica la presencia de actividad 
proteolitica, particularmente importante a pH de 7. 5, valor al 
que se llevó a cabo la inmovilización y la reacción enzimática. 
Esta situación descalifica a la gelatina como material de soporte. 

Carragenina. 
Al emplear la carragenina como soporte a diferentes 
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Tabla 14. Actividad proteolitica en células de E. coli ATCC 
9637 (Condiciones de reacción 37 •e, amortiguador 
de fosfatos, sustrato caseina al 1%). 

D02oonm 

pH o hr 0.5 hr 1 hr 3 hr 5 hr 

7 0.6225 0.7015 0.7400 0.8300 0.9320 
7.5 0.6675 0.8220 0.8740 1.0600 l. OBOO 
8 0.5950 0.7270 0.7640 0.8670 o. 8880 

-53-



relaciones células/carragenina (1.5, 2.25, 4.5 y g g/g ), no fue 
posible obtener biocatalizadores esféricos dado que la suspensión 
células-carragenina gelif ica a temperaturas del orden de 50 •e, 
dificultando el manejo. 

Agar. 
Se utilizó agar corno soporte empleando las relaciones 

células/ agar de 2.25, 4.5, 8.25 y 11.25 g/g. se observó que 
hasta 8.25 g/g tanto el manejo corno la capacidad de formar 
catalizadores esféricos es factible. Se realizaron pruebas de 
estabilidad y los biocatalizadores no se desintegraron aún después 
de 360 hrs de agitación a 37 •c. 

En la tabla 15 se presenta un resumen de los resultados. Con 
bace en los resultados antes obtenidos, se decidió continuar el 
desarrollo del proyecto inmovilizando las células en agar. 

Aspectos del sistema a inmovilizar (temperatura y pll de 
inmovilización). 

En lo que se refiere al soporte, Padilla (1986), reporta 
que entre las dos marcas comerciales de agar (Difco y Bioxón) no 
existen diferencias notables para la formación de geles, y que a 
valores de pH comprendidos entre 6 y 8.5 la formación y 
estabilidad del gel resulta muy adecuada. 

Para seleccionar los valores de pH y temperatura de 
inmovilización se determinó la estabilidad de la enzima en las 
células intactas a dichos parámetros. Durante el proceso de 
inmovilización, es necesario manejar temperaturas de 50-55 ºC para 
facilitar el manejo de la suspensión células-gel. Por esta razón 
se llevaron a cabo estudios de estabilidad a 55 •e a valores de pH 
de 6, 6.5 y 7.5. Valores de pH inferiores a 6, la estabilidad del 
gel no es suficientemente buena (Padilla, 1986), mientras que 
valores superiores de 7.5 la enzima es menos estable. Los 
resultados se muestran en la fig. 12. se puede apreciar que la 
enzima presenta máxima estabilidad a pH 6, con un tiempo de vida 
media de 5 horas. De acuerdo a estos resultados las condiciones de 
pH y temperatura seleccionadas fueron 6 y 55 •e, respectivamente. 
Sin embargo, al real j 7.rtr los encayc~ .'.l c..:;tüs co1Hll(.;lones se tormo 
una emulsión muy estable, aún a bajas velocidades de agitación, 
situación que hace que se formen esferas muy pequeñas y de dificil 
recuperación. Para aplicar esta metodologia evitando la formación 
de emulsiones estables, fue necesario manejar la suspensión 
células-agar a una temperatura menor. Para ello fue necesario 
determinar la temperatura m1nima de la suspensión células-agar, a 
la que aún no gelificaba, resultando ser <le 42 ºC. Los 
experimentos se llevaron a cabo a esta temperatura, obteniéndo 
buenos resultados. 

Estudio para la selección del tamaño de particula. 
La selección del tamaño de particula se realizó tomando en 
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TABLA 15. SELECCION DEL SOPORTE 

soporte máx. capacidad de manejo estabilidad* 
atrapamiento 

g cél./ g de soporte (hrs) 

gelatina 6.6 adecuado 24 

carragenina dificil 

agar 8.25 adecuado 360 

* integridad del biocatalizador a la agitación: 200 rpm, pH 7 .8 
temperatura 37Q C. 
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Figura 12. Efecto del pH en la estabilidad de la enzima contenida 
en células de E. coli a 55 ºC. Las células resuspendidas. Las cé­
lulds se resuspendeñ"en amortiguador de fosfatos pH 6, 6.5 y 7.5 
en bafto agitado y se determina actividad a diferentes tiempos a 
37 ºC, pH 7 .8. 
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consideración dos factores: altos valores de actividad especifica 
y de factor de efectivjdad. 

Primeramente se determinó la actividad de los 
biocatalizadores obtenidos a diferentes relaciones células/ agar, 
observándose que la actividad de los biocatalizadores se 
incrementa a medida que se aumenta la relación células/agar (fig. 
13). se observa además que la actividad es mayor en los tamaños de 
particula mas pequeños (malla 50 y BO). Esta tendencia se aprecia 
en forma mas clara en la fig. 14. 

En lo que se refiere al comportamiento en términos de factor 
de efectividad, se observa que éste disminuye a medida que se 
incrementa la relación células/agar. No obstante, las mallas 50 y 
80 tienen valores de factor de efectividad superiores a o. 9. 
(figs. 15 y 16). 

En conclusión los biocatalizadores malla 50 y 80 con la 
relación células-agar 8.25, son los que presentan mayor actividad 
especifica, con factores de efectividad superiores a 0.9. No 
obstante, el tamaño de part1cula malla 80 presenta algunos 
problemas técnicos: es un tanto dificil eliminar el aceite 
remanente y por otro la lado al ~rnplearlo en un r~actor tanque 
agitado es dificil su manejo, por lo que se seleccionó el tamaño 
de particula malla 50. 

Selección de las condiciones de inmovilización. 
El objetivo de este estudio fue el seleccionar las 

condiciones de inmovilización que nos llevarán a obtener óptimos 
rendimientos de esferas malla 50, tamaño elegido como mas 
adecuados para este sistema. En la literatura se menciona que son 
varios los parámetros que influyen en la distribución y tamaño de 
part1cula: temperatura, concentración de soporte, velocidad de 
agitación, tiempo de mezclado, tipo de impulsor, relación 
células-agar/aceite, entre otras. En lo que se refiere al tiempo 
de mezclado (15 min), concentración de soporte (2%) y la relación 
células-agar/aceite (30%), son parámetros establecidos con 
anterioridad en trabajos realizados en el laboratorio (Castillo 
et al., 1992), que se tomaron como iniciales. 

Al llevar a cabo el proceso de inmovilización según lo ya 
establecido, se observó que no habia reproducibilidad en los 
resultados, probablemente por la forma en que se agregaba la 
mezcla c6lulas-agar al aceite, la cual se realizaba en una sola 
etapa como se ilustra en la f ig. 6. De esta manera se forman 
gradientes de temperatura a lo largo del proceso de 
inmovilización, que dependen de la rapidez con que se adicione la 
suspensión células-agar al aceite. Por lo que se pensó entonces 
llevar a cabo la inmovilización, en condiciones isotérmicas 
globales (ambas fases aceite y la suspensión celulas-agar a la 
misma temperatura). De esta manera se obtuvieron resultados 
reproducibles. 
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Selección de las condiciones de agitación 
La selección del tipo de impulsor y velocidad de agitación y 

se llevó a cabo a nivel de 975 ml (225 ml de suspensión 
células-agar y 750 ml de aceite), las dimensiones y 
caracterlsticas del tanque se describen en la sección de 
materiales y métodos. se probaron dos tipos de impulsores: el 
A-310 y el Rhuston, a diferentes velocidades de agitación. En el 
caso del impulsor A-310, se rea liza ron pruebas a 500, 390, 300 y 
250 rpm. A 500 rpm se formaron partlculas muy pequeñas, diflciles 
de recuperar. Los resultados a 390 y JOO rpm se mustran en la fig. 
17 en la cual se grafica el % en peso de cada uno de los tamaños 
contra la velocidad de agitación. Se observa que a 390 rpm, el 
tamaño de partlcula malla 50 se encuentra en mayor proporción 
(32%) respecto a los demás tamaños, al disminuir la velocidad de 
agitación a 300 rpm, dicha proporción se incrementa a 35 %, lo 
cual indica que para lograr incrementar la proporción del tamaño 
malla 50, se requerirla disminuir la velocidad de agitación. No 
obstante, cuando la inmovilización se llevó a cabo a 250 rpm, no 
se logra un buen mezclado por lo que gran parte la suspensión 
células-agar no se dispersa. 

En la fiq. 18 se muestran los resultado3 obtenidos cuando se 
utilizó el impulsor Rushton. Se observa que a 500 rpm se obtiene 
la mayor proporción del tamaño malla 50 (44.5%). Al incrementar la 
velocidad de agitación il 600 rpm y disminuirla a 380 rpm, dicha 
proporción decrece. Por lo tanto se puede concluir 500 rpm es la 
velocidad de agitación requerida para obtener la mayor proporción 
de biocatalizador tamaño malla 50. El rendimiento de 
inmovilización fue de 90-95%, con la siguiente distribución de 
partlcula malla 200: 4.5%, malla 80: 15%, malla 50: 44.5%, malla 
40: 29.5% y malla 30: 6.2% 

Al comparar los resultados para ambos impulsores, se observa 
que los mejores resultados se obtienen con el impulsor Rhushton. 
Sin embargo, la proporción de tamaño malla 50 aún asl es 
relativamente baja, si se considera que mas del 50% del 
biocatalizador obtenido no se utilizarla. Analizando las 
proporciones de los tamaños de particula en conjunto con sus 
factores de efectividad, ª" determino que al trabajar solamente 
con los tamaños de part1cula malla 40, 50 y BO el porcentaje de 
biocatalizador utilizable se incrementa a 89%, el factor de 
efectividad del sistema es O. 9. Ahora bién, si se emplean todos 
los tamaños, el factor de efectividad disminuye a o.as. 

Para decidir cual serla la opción mas adecuada, se realizó 
una estimación preliminar del costo del biocatal izador para los 
diferentes rendimientos (anexo III), con estos resultados se 
determinó el costo de producción del 6-APA en función del número 
de lotes, para ello se hicieron las siguientes consideraciones: 
a) se requiere una carga de 240 U para producir l gramo de 6-APA, 
b) se requieren 2 Kg de penicilina para producir 1 Kg de 6-APA, c) 
el costo de 1 Kg de penicilina es de 30 dólares y d) el costo de 
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Figura 17. Distribución del tamafto de part,cula en función de 
la velocidad de agitación para el impulsor A-310. Temperatu­
ra de inmovilización 42 ºC. relación células/agar (g/g) 8.25. 
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Figura 18. Distribución del tamaño de partícula enfunción de la 
velocidad de agitación para el impulsor Ruehton, temperatura de 
i11110vilización 42 ºC. 
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proceso enzimático (sin incluir el costo de la enzima) es de 1 
dOlar/ Kg de 6-APA. 

El costo del biocatalizador considerando que solo se emplea 
el tamano malla 50, resultO ser de 567.69-600 (I) dólares, si se 
emplean los tamanos malla 80, 50 y 40 el costo disminuye a 284-300 
(II) dólares y cuando se consideran todos los tamaftos del 
biocatalizador el costo es de 253-267 dólares (III). En la fig. 19 
aa muestra el costo de producción del 6-APA en función del número 
de lotes para un biocatalizador con una actividad especifica de 10 
U/g, se observa que para los costos de 267 y 300 dólares (casos II 
y III) el costo de producción es significativamente menor que en 
el caso del biocatalizador de 600 dólares (caso I) y por otro lado 
el comportamiento de II y III es muy similar, por lo que una buena 
opción es emplear una mezcla de los tamanos 40, 50 y 80 (caso II), 
ya que además en conjunto presentan un factor de efectividad de 
0.9. 

Es importante notar que el número de lotei:: que :::e tendr 1an 
que llevar a cabo es muy alto, esto debido a la baja actividad del 
biocatalizador. En la fig. 20 se muestra el número de lotes que se 
tendr1an que realizar en función de la actividad especifica del 
biocatalizador, para cbtcnc:::- el pr.acio de venta del 6-APA ( 80 
dOlares), considerando que el costo del biocatalizador es de 300 
dólares. Se observa que a medida que se incrementa la actividad 
especifica de biocatalizador el ntlmero de lotes disminuye 
notablemente. 

En conclusión las condiciones de inmovilización establecidas 
son (tig. 21): 

Soporte: 
Relación c~lula::::/agar 
Temperatura de inmovilización 
pH de inmovilizaciOn 
RalaciOn suspeneión cél/agar en 
aceite 

Agar 
8.25(16.5% células/2% agar) 
42ºc 

6 

30% 
500 rpm 
Rushton 
15 min 

Velocidad de agitaciOn 
Tipo de impulsor 
Tiempo de contacto 
condicicm .... de curtido: las mencionadas en la sección 

de materiales y métodos. 

Rendimiento total de la inmovilización 90-95% 
Rendimiento considerando que se emplean 
biocatalizador malla 40, 50 y 80 80.1-84.5 
Paso seco biocatalizador 13% 
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Figura 19 Efecto del número de lotes de reutilización del biocata­
lizador de penicilina amidasa en el costo de producción del 6-APA 
para diferentes costos del biocatalizador. 
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Figura 21. Metodologia de inmovilización propuesta. l. Adicionar la sus­
pensión cél./agar a temperatura d~ 45-50 "Ca la fase oleosa previamente 
calentada a 45 ºC, esperar a que ambas fases tengan la misma temperatura. 
2. Iniciar la agitación y prolongarla durante 15 min. 3. Enfriar hasta -
llegar a 10 ºC, separar las esferas de la fase oleosa. 4. Curtir con glu 
taraldehtdo al 2%, finalmente lavar y tamizar. -
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CARACTERIZACIOH DEL BIOCATALIZADOR. 

Comportamiento del factor de efect.ividad il diferentes 
concentraciones de sustrato. 

En el diseño de reactores con células o enzimas inmovilizadas 
es importante considerar el efecto de la concentración de sustrato 
en el factor de efectividad. De hecho, en el diseño de reactores 
frecuentemente se considera constante. Sin embargo, como se 
apreciar en la fig. 22 existe variación con la concentración de 
sustrato. En este caso se observa que para el tamaño de particula 
seleccionado, el factor de efectividad permanece constante 
mientras la concentración de sustrato se mantiene por arriba de 
10 g/l de PGK. Esto quiere decir que en una reacción de hidrólisis 
con 100 g/l de PGK, al final de la reacción el control pasa de ser 
cinético a difusional. 

Este mismo estudio se realizó para el biocatalizador 
manufacturado con gelatina, para dos tamaños de particula: con y 
sin problemas difusionales. Estos resul tactos se discuten en el 
articulo Design of two immobilized cell catalysts by entrapmcnt on 
gelatin: Interna! diffusion aspects, publicado en la revista 
Enzyme Hicrob. Technol., vol. 13 1991. (anexo 1) 

Caracterización fisicoqulmica del biocatalizador. 

Efecto de la temperatura en la actividad de las células 
inmovilizadas. 

En la fig. 23 se presentan los resultados correspondientes al 
comportamiento del biocatalizador con respecto a la temperatura. 
Se observa que la actividad catal1tica se incrementa conforme 
aumenta la temperatura de reacción, hasta llegar a un óptimo que 
este caso se encuentra entre 55 y 60 •e a pH 7.B y 7.5 
respectivamente. Al sobrepasar esta temperatura se aprecia una 
acelerada pérdida de actividad enzimática. Comparando estos 
resultados con los obtenidos para células libres (recuadro) se 
aprecia que la temperatura óptima es mayor para el sistema 
inmovilizado, probablemente porque el proceso de inmovilización da 
protección a la enzima incrementado su estabilidad. 

A partir de los datos anteriores se obtuvo una energf'I d~ 
activación dP 9,475 c~l/mol µd~a la enzima en el biocatalizador 
con células, valor muy semejante al obtenido con células libres 
(9,406 cal/mol), lo cual indica que el biocatalizador de células 
inmovilizadas no presenta problemas difusionales. Los resultados 
aparecen en la f ig. 24. Adiciona lmentc dichos valores se 
encuentran dentro de los intervalos reportados en la literatura 
(tabla 16). 

Efecto del pH en la actividad del biocatalizador. 
El perfil de pll para células inmovilizadas se presenta en la 

fig. 25 a 37 y 55 •c. Se seleccionó 37 •e pues la wayor parte de 
los procesos industriales se conducen a esta temperatura, mientras 
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Tabla 16. Valore• de pu, temperatura y Ba para panicilino acilasa. 

Sistaaa pll 6pti.Jlo T óptima !!a Referencia 

E. coli a.5 - a.o 8550 Balansingha• et al., 
NCI 8748A (1972) 

E. coli. a.o - s.s 42-45 Bryjak ot al.' (1989) 

Bamacilaaa 6.5 45 6348 Novo, ( 1987) 
PV acilasa 

Bn:aiaa inaovi- 7.5 - e.o 49 10963 Oapina, (1992) 
liaada da E. 
coli ATCC 9637 
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que 55 °C corresponde a la temperatura óptima. Se observa un 
máximo de actividad entre pH 7.B - 9 a 37 •e, y 7 - 8.5 a 55 •c. 
Al comparar estos resultados con los del sistema de células 
intactas se observa que el pH óptimo del sistema inmovilizado se 
mueve hacia la parte alcalina tanto a temperatura de J7 como de 55 
ºC. 

De estos resultados se puede concluir que las condiciones 
óptimas de actividad del biocatalizador son temperatura de 55-60 
•e y pH de 7. 8 a 9. En la literatura se reportan valores de pH 
óptimos entre 7.5 y 8.5, tanto para enzima en células, libres o 
inmovilizadas. A pesar de que la temperatura óptima es 55-60 •e, 
la mayoría de los biocatalizadores de PA se emplean a temperaturas 
menores de 40 •c. Esto es debido tanto a la estabilidad de la 
penicilina y el 6-APA, as1 como de la enzima. Por esta razón 
resulta importante de realizar estudios de estabilidad de la 
enzima a diferentes valores de pH y temperaturas. 

Efecto de la temperiltura en la estabilidad del biocatalizador 
En la fig. 26 se muestran los resultados de estabilidad del 

biocatalizador a temperaturas de 37 y 55 •e (recuadro), pH 6, 7.5 
y 7.8. Se aprecia que a J7 •e se presenta la estabilidad máxima, 
mientras que a 55 ºC el biocatalizador sufre una desactivación 
acelerada, sobre todo a valores de pH 7. 5 y 7. 8. Es importante 
señalar que a pH de 6 se presenta la máxima estabilidad en ambos 
casos. 

Al analizar la caida de la actividad a lo largo del tiempo a 
cada una de las condiciones, se observó que en una grafica el ln 
de la actividad contra tiempo se obtiene una linea recta (fig. 
27), lo que indica que la desactivación sigue una cinética de 
primer orden, caracterizada por una constante de desactivación 
(que corresponde a la peniente de la linea recta). Esta constante 
puede realacionarse con el tiempo de vida media del 
biocatalizador: 

k ln 2 

t112 

En la tabla 17, se resumen estos resultados, observándose que 
el tiempo de vida media a pH 6 y J7 •e es 750 veces mayor que el 
correspondiente a la temperatura de 55 •c. 

Efecto del pH en la estabilidad de células inmovilizadas. 
De los resultados discutidos en el punto anterior se observa 

que la estabilidad del biocatalizador depende en gran medida del 
pH. Esta dependencia es de fundamental importancia por la forma en 
que se desarrolla la reacción, ya que es necesario regular el pH 
por la generación de AFA. 
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Figura 26 Efecto de la temperatura en la estabilidad del biocatalizador. El 
biocatalizador se incubó en amortiguador de fosfatos 0.1 M, en baño agitado 
y se determinó actividad a pll 7.8 y 37 •c. 
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Tabla 17. Efecto de la temperatura en el tiempo de vida media del 
biocatalizador. 

tt/2 

pH 37 •e 55 •e t.!.t:~n.L~f.l.. 
tt/2(55 ºC) 

6 4619.30 6.09 750.5 

7.5 774.00 0.86 900.0 

7.8 733.02 o. 45 1628.8 
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Se efectuaron estudios de estabilidad a una 
37 •e a valores de pH de 5, 6, 6.5, 7, 7.5, 
resultados se muestran en la fig. 28. se observa 
estabilidad se logra a pH 6, y que el efecto de la 
valores de pll alcalino es muy marcado. 

temperatura de 
7.R y 8. los 

que la máxima 
desact.lvación a 

De acuerdo con estos resultados, nos encontramos que en base 
a la estabilidad del biocatalizador las condiciones óptimas para 
su utilización serian pH 6 y temperatura de 37 •c. Sin embargo, 
considerando los valores de pH y temperatura de actividad óptimos, 
las condiciones de operación serian pH 7.8-9 a 37 •e, y pll 7-8.5 a 
55 •c. Como se puede apreciar las condiciones óptimas de 
estabilidad se contraponen con las condiciones óptimas de 
actividad. En la fig. 29 presenta el efecto integral de ambos 
parámetros, se puede observar que a pH 6. 5 se pueden obtener 
buenos valores de actividad y estabilidad, aunque no los óptimos. 

Estabilidad operacional del biocatalizador. 
En los estudios de estabilidad al almacenamiento 

presentados, queda plenamente demostrado que el factor critico es 
el pH. En condiciones de reacción es necesario regularlo, por lo 
que se generan gradientes de pH, de cuya magnitud depende el 
control del proceso. En un estudio de simulación por computadora 
realizado por Gómez et al., (1992), se demuestra que la 
estabilidad de la enzima en condiciones de proceso es dependiente 
del gradiente de pH que se genere. As1, entre mayor sea este 
gradiente mayor es la desactivación, de ah1 la necesidad de 
realizar pruebas de estabilidad en condiciones de operación en 
producción. 

Para este efecto se llevaron a cabo 40 hidrólisis sucesivas 
de 2 horas cada una, en las siguientes condiciones: pH 7.5-7.6 y 
37 •e, 60 U/g de PGK, 6% de PGK. En cada reacción se midió la 
conversión y la actividad del biocatalizador cada 10 hidrólisis. 
Los resulta dos se muestran en la f ig. Jo. se observa que la 
conversión se oscila alrededor de 90-95% y que la actividad del 
biocatalizador no vario sino hasta la hidrólisis 40, conservándose 
un 85% de la actividad inicial. 
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-Caracterización cinética. 
Durante el diseño del biocatalizador uno de los criterios mas 

importantes fue el de evitar problemas difusionales. Por esta 
razón la caracterización cinética se realizó en células intactas 
de E. coli. 

Determinación de Km y Vmáx 
Los resultados del estudio cinético de la células de E. coli, 

se presentan en la fig. 31, en la que se muestra la representación 
de Lineweaver-Burk, obteniéndose un Km de 12 rnM y una Vmáx de 
0.7315 U/ml (6.7 U/g de células p.s.). Los valores reportados en 
la literatura para células intactas (tabla 6) son muy variados, 
sin embargo, los valores aqul obtenidos se encuentran dentro de 
los ordenes de magnitud reportados en la literatura. 

Determinación de la constante de inhibición por exceso de 
sustrato ( Ks). 

Se encuentra reportado que la PA de E. col i es inhibida por 
altas concentraciones de bencilpenicilina. En el caso de la enzima 
contenida en células de E. coli ATCC 9637 también se observó este 
efecto (fig. 32). La constante de inhibición mM se determinó de la 
grafica reportada en la fig. 33, resultando ser de 459 rnM valor 
por arriba del r!'.'portado para células libr!'.'s y algunas enzimas 
inmovilizadas (tabla 6). 

Determinación de la constante de inhibición por ácido 
fenilacético (KiAr•). 

En la fig. 34 se muestran los r!'.'sultados de la determinación 
de la KtAFA, siguiendo la metodologia clásica de Lineweaver-Burk. 
En ambas graficas se puede ver claramente que se trata de un 
inhibidor competitivo, lo que concuerda con lo reportado en la 
literatura. El valor de las constante cinética Kt•r• es de 51.55 
rnM. 

Determinación de la constante de inhibición por 6-APA 
(KÍ6-APA ). 

En los experimentos para obtener la Kto-AP•, se presentaron 
algunos problemas, por la necesidad de determinar la formación de 
6-APA en presencia de altas concentraciones del mismo. 

Debido a que durante la reacción se producen los ácidos 6-APA 
y AFA el pH de la reacción baja, por lo que otra forma de medir 
producción de 6-APA es mediante el consumo de alcali. 

Para emplear esta metodolog1a se utilizó la ecuación 
integrada para un reactor en lote con inhibición no competitiva 
midiendo la formación de 6-APA por consumo de NH•OH: 

-83-



14 

12 

10 
..... 
:J 
:::: 8 E ........ 

> 6 -,.. 
4 

2 

o 
o 200 400 600 800 

1/S (1/M) 

Ffgura 31. Representación de linewaver-Burk para la detenninación 
de la Km. 

-84-



E .._ 
::::> 

> 

0,6 

• 

0,4 

0,2 

o.o +---~--~---.----.-----.----.----.----1 
o.o o. 1 0,2 0,3 0,4 

S (M) 

Figura 32. Efecto de la concentración de penicilina en la veloci­
dad inicial de la penicilino amidasa. 

-85-



E 

8 

1.5 

1.0-+-~~~~~ ....... ~~~~~-.-~~~~~~~~~~~-1 

0.2 0.3 

S (M) 
Figura 33. Representación grafica para la detenninación de la 
constante de inhibición por c~cc~o de ~u~trato. 

-86-

0.4 



E -:::> 

> -...... 

20 
CONC. AFA (mM) 

l!I o.o 
a 55.14 o 
o 110.3 

a 

10 

04-~~....-~~~~""T"""~~.--~~~~-.-~--,,--~-; 

o 1 00 200 300 400 

1/S (1/M) 
Figura 34. Representación de Linewaver-Burk para·1a detenninación 
de la constante de inhibición por AFA. 

-87-



Km ln So [1+1. l + SoX [i+I l = Vmáx t 
s 1<1 1<1 

6-APA 6-APA 

El primer término de la ecuación anterior. es despreciable, 
cuando la cinética se mantiene en orden cero. Al despejar X del 
segundo término de la ecuación se obtiene: 

vmáx t 
X 

[l + ~ 1 ] So 
6-APA 

Al graficar X contra tiempo en presencia de inhibidor 
(6-APA), se obtiene que la pendiente es: 

Vmáx 
m-------

[l + ~ 1 ] So 
6·APA 

de donde se puede obtener el valor de Ki. 

De esta forma se obtuvo un valor de K16-•P• = 234.3 mM (fig. 
35), trabajando a una concentración de PGK de 100 g/l, pH 7.5, 
temperatura de 37 ·e, relación enzima/PGK de 60 U/g, empleando 
concentraciones de 6-APA de o, 55.46, 138.7 y 277.42 mM. 

Aplicación del biocatalizador. 
Hidrólisis de penicilina por el biocatalizador de células 

inmovilizadas. 
Se realizaron hidrólisis de penicilina G en un reactor 

tanque agitado por lote a concentraciones de penicilina de 2 a 10% 
p/v, empleando células inmovilizadas a una concentración 
equivalente a 3. 4 U/ml y ü una carga constdnte de 60 U/g de PGK. 

En trabajos previos se ha observado que existe absorción de 
los componentes de la reacción al biocatalizador por lo que las 
cinéticas de reacción se siguieron midiendo 6-APA por consumo de 
hidróxido de amonio. 

Al analizar lo::; resultados de las cinéticas de hidrólisis 
cuando se emplea 3.4 U/ml de enzima (fig. 36), se observa que a 
concentraciones de 8 y 10% (p/v) de PGK las hidrólisis no alcanzan 
el 100% de conversión y que a medida que se aumenta la 
concentración de penicilina el tiempo de reacción se incrementa 
(de 60 minutos cuando se emplea 2% de penicilina a 240 minutos con 
10% de penicilina). 

Cuando se utilizó una carga constante de penicilina de 60 U/g 
de PGK (fig. 37) se observa que a la concentración de 4%, la 
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conversión se estabiliza en un tiempo mayor (110 vs 45 min} y que 
no se alcanzan conversiones de 100%. Para 6% y 8% de penicilina el 
comportamiento es muy semejante en ambos casos. La hidrólisis con 
10% de penicilina requiere alrededor de 30 g de biocatalizador y 
esta cantidad ocupa mas de la cuarta parte del reactor, 
dificultando su operación. La única forma de lograrlo empleando un 
biocatalizador con mayor actividad especifica. Desde el punto de 
vista del diseño del biocatalizador ya estan agotadas las 
posibilidades por lo que la otra alternativa es contar con una 
cepa hiperproductora de la enzima. 

Los reportes referentes a hidrólisis de penicilina con 
biocatalizadores de células son escasos. /\ pesar de el lo, el 
comportamiento antes descrito, coincide con lo reportado en la 
literatura, en lo que concierne al tiempo de reacción y 
porcentajes de conversión. sato et al., (1976) con un 
biocatalizador de células de E. col i inrnov ili za das en 
poliacrilarnida, obtiene 95 a 90\ de conversión en 180 minutos de 
reacción, empleando una concentración de enzima de 0.11 U/rnl y 15 
rnM (5 g/l) de penicilina; en un proceso desarrollado en China, con 
un biocatalizador de células inmovilizas en gelatina o agar 
(Klyosov, 1989) se obtiene un rendimiento de 801 con 0.05M (lB.6 
g/l) de penicilina. Klein, (1984), reporta que para lograr una 
conversión de 98% (con 7. 5% de penicilina) y 92% (con 10% de 
penicilina) se requiere un tiempo de alrededor de 230 minutos y 
que para alcanzar una conversión de 95% en 90 minutos, la cantidad 
de enzima necesaria esta en función de la cantidad y concentración 
de penicilina que se quiera hidrolizar. 

De los resultados antes discutidos, se puede concluir que el 
biocatalizador obtenido lleva a cabo la hidrólisis de penicilina G 
(2 a 10%), con tiempos de reacción que van de 60 a 230 minutos, no 
obstante, solo se pueden obtener conversiones de 100% con 
concentraciones de penicilina de 2 y 4%. Por otro lado se pone en 
evidencia la necesidad de contar con un biocatalizador con mayor 
actividad especifica. 

Ospina, (1991), o~serva un comportamiento cinético con un 
biocatalizador de enzima parcialemente pura inmovilizada por 
enlace covalente, muy semejante al que presentan las cinéticas de 
reacción obtenidas en este trabajo. Encontró que el modelo de 
triple inhibición modificado fue el que mas se ajustó a los 
resultados experimentales. Corno en sus experimentos observó 
igualmente que las hidrólisis no alcanzaban el 100% de conversión, 
incluye una corrección por equilibrio. Para ello determinó la 
constante de equilibrio, la cual resultó ser 6295 mM a pH 7.5, 37 
ºe y 10 % de penicilina. 

Al aplicar este modelo en las hidrólisis con el 
biocatalizador de células aqui obtenido, en ambos casos el modelo 
cinético describe adecuadamente los datos experimentales hasta 
concentraciones de penicilina del 8%. Para 10% los datos 
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experimentales estan por abajo de la predicción teórica, lo que 
hace pensar que el término de inhibición por exceso de sustrato 
debe ser mas importante o bién que la Ks se ve afectada por la 
presencia de los productos de reacción. Por otro lado, 
considerando que las inhibiciones estan incluidas en el modelo, 
otra causa podr1a ser el efecto de la reversibilidad de la 
reacción. 

Análisis económico del biocatalizador diseñado. 
Para que un biocatalizador de penicilina amidasa pueda ser 

empleado a nivel industrial, es nesesario que cumpla con ciertas 
caracter1sticas técnicas y económicas. En particular la actividad, 
el precio y estabilidad operacional del mismo juegan un papel 
importante por el impacto directo que tienen en el costo del 
6-APA. La principal desventaja del biocatalizador obtenido en este 
trabajo es su baja actividad especifica, por lo que se busca 
incrementar la actividad de las células por técnicas de Ingenieria 
Genética. Hasta la fecha se han logrado producir células con 
actividad especifica de 200 U/g de células secas, clonando el gen 
en vehiculos multicopia bajo el operón del promotor de lactosa. 
Dicha actividad en las condiciones definidas generaria un 
biocatalizador con 29. 7 U/g de biociltali::ador. sin embargo, .:s 
posible establecer la actividad necesaria para contar con un 
biocatalizador competitivo en el mercado. Si se tiene en cuenta 
que el valor de la materia prima para producir 6-APA es cercano a 
su precio de venta, es posible calcular el número de ciclos minimo 
que se debe emplear un biocatalizador con diferentes actividades 
especificas. Para dicho calculo se hicieron las siguientes 
suposiciones: a) se requiere una carga de 240 U para producir 1 g 
de 6-APA, b) el precio de la penicilina es de 30 dólares/Kg, c) se 
requieren 2 Kg de penicilina para producir 1 Kg de 6-APA, d) el 
costo de proceso es de 1 dólar por kg de 6-APA, e) el costo del 
biocatalizador es de 300 dólares. La estimación del costo del 
biocatalizador se hizo considerando que el costo de las materias 
primas para producir el biocatalizador es la tercera parte de su 
costo de producción (anexo III). Se calculo el costo de producción 
del 6-APA empleando la siguiente expresión: 

~9 6•APA [ [ ! !-~~----] 
~Q 6-APA 

s --------
mali!rla prlmei p roceoo 

b l o e /'ti t a 1 l zador 
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donde AE 
NL 

actividad especifica del biocatalizador y 
número de lotes. 

En la fig. 38 se grafica el costo de producción del 6-APA en 
función del número de lotes a diferentes actividades del 
biocatalizador. Se observa que a actividades especificas del 
biocatalizador tan bajas como 10 U/g, si el biocatalizador fuera 
utilizado 50 ciclos, el costo de l Kg de 6-APA seria mucho mayor a 
su precio de venta, mientras que si la actividad especifica fuera 
de 100 U/g el costo seria de 75 dólares. Se observa que activiades 
mayores de 40 U/g después de 150 ciclos, practicamente no se 
observa un efecto significativo en el costo de producción de 
6-APA: tal es el caso de un biocatalizador producido con células 
mejoradas por Ingenieria Genética (de actividad especifica 
superior a 270 U/g de células secas). 

Es importante mencionar que la estimación del costo de 
materias primas del biocatalizador se realizó considerando el 
costo de producción de la cepa silvestre, el cual es muy bajo. 
Comunmente las cepas mejoradas genéticamente requieren para su 
producción compuestos que son costosos (antibióticos, nutrientes 
especiales). Por lo que el cost:o del biocat:alizador seguramente 
será mayor. En la fig. 39 se muestra el número de lotes de 
reutilización requeridos para obtener el precio de venta del 6-APA 
(80 dól. /Kg) , en función de la actividad especifica del 
biocatalizador, para d.iferentes costos relativos de producción de 
las células (considerando a la unidad como el costo de producción 
de la cepa silvestre). 

Se observa que al aumentar el costo de 
de lotes se incrementa, sobre todo si 
biocatalizador son tan bajas como 10-20 
actividades del biocatalizador superiores a 
costo de las células es despreciable. 

Extracción de PA por choque osmótico. 

las células el número 
las actividades del 

U/g. sin embargo, a 
40 U/g el efecto del 

En lo que se refiere a al biocatalizador de enzima 
inmovilizada se probó, optimizó y escaló el método de extracción 
de PA por choque osmótico con sacarosa. Se determinó que es una 
buena alaternativa para sustituir la ruptura mecánica, ya que 
además de ser menos drástica disminuye los pasos de purificación. 
El método se integró a un proceso de purificación para hacer una 
comparación con los procesos de purificación reportados en la 
literatura. Del trabajo realizado en esta parte se escribió un 
articulo el cual ya ha sido aceptado para su publicación en la 
revista Process Biochemistry (anexo II). 
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VI. CONCLUSIONES. 

En el presente trabajo se realizó el mejoramiento de la 
tecnolog1a para la producción del biocatalizador de PA en dos 
aspectos: llevando a cabo el diseño, caracterización y aplicación 
de un biocatalizador de penicilino amidasa, empleando células 
completas de E. coli ATCC 9637. Por otro lado se mejoró 
parcialmente el proceso de producción con la enzima inmovilizada 
al disminuir los pasos de purificación, empleando el choque 
osmótico corno una alternativa a la ruptura mecánica de la célula. 

a) Diseño del biocatalizador: 
Se establecieron las condiciones para producir el 

biocatalizador con células completas, llevando el proceso hasta un 
nivel de 0.975 litros. se trata de un sistema de producción de 
catalizadores por dispersión liquido-liquido, optimizado por 
nuestro grupo de trabajo. Dentro de los parámetros criticos que se 
establecieron se incluye el material, la carga celular, la 
temperatura y pH del proceso asl como las condiciones de 
agitación. 

Es interesante señalar que para la cepa E. coli ATCC 9GJ7, no 
pudo emplearse gelatina como soporte, pues la actividad 
proteol1tica de la cepa desestabiliza el catalizador. 

Se determinó que desde el punto de vista técnico y económico, 
la mezcla de los tamaños malla 80, 50, y 40 es una buena opción 
para ser utilizada. 

La principal limitante consistió en la baja actividad del 
biocatalizador (7-12 U/g) . 

b) Caracterización del biocatalizador: 
La enzima presenta una cinética de Michaelis-Menten con 

inhibición competitiva por ácido fenil ácetico, no competitiva por 
6-APA y competitiva por exceso de sustrato, con los siguientes 
valores de las constantes cinéticas: 

Km = 1 ~ n>M 
Vmáx = 6.7 U/g 
KÜr• = 51.55 mM 
KÍ6-AfA = 243. 3 mM 
Ks = 459 mM. 

Se encontraron las siguientes caracter!sticas fisicoquimicas: 

Temperatura de máxima actividad 
pH de máxima actividad 
Energ1a de activación 

Temperatura de máxima estabilidad 
pH de máxima estabilidad 
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Se encontró que en condiciones de operación, controlando la 
reacción a pH 7.6-7.6 a 37 ºC en reactor tanque agitado, después 
de 40 lotes se retuvo 85% de su actividad inicial. 

c) Aplicación del biocatalizador: 
Se observó que el modelo de triple inhibición modificado con 

corrección por equilibrio describe adecuadamente la reacción de 
hidrólisis de la penicilina. 

Se demostró la viabilidad técnica del biocatali zador, sin 
embargo, para tener viabilidad economica se requiere de un 
incremento en la actividad especl f ica del bioctal izador, la cual 
solo se puede lograr contando con una cepa con actividad 
especifica mayor a 270 U/g de células secas, para rendir un 
biocatalizador de 40 U/g. 

d) Purificación de la enzima: 
Considerando que el proyecto 6-APA involucra también un 

catalizador con la enzima inmovilizada se exploró la técnica de 
choque osmótico para la extracción de la enzima. Se trata de un 
proceso simple y fácil de escalar. Por ser una técnica específica, 
permite reducir las etapas de purificación F.!n una o dos etapas. 
No solo sustituye a la extracción mecánica sino que además 
purifica a la enzima en un factor de 5 y los rendimientos de 
extracción pueden ser tan altos como 100%. Esta étapa fue 
integrada a un proceso global de purificación que fue comparado 
satisfactoriamente con los hasta ahora reportados en la 
literatura. 
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VII, RECOMENDACIOHES, 

A. Ingenieria Genética. 
El proyecto de un catalizador de PA con células completas 

solo tiene perspectivas si se genera una cepa sobreproductora de 
la enzima, por lo que la actividad futura deberá contemplar esta 
etapa para lograr obtener un biocatalizador con una actividad de 
al menos 40 U/g p.h, para lo cual se deberá contar con una cepa 
actividad especifica superior a 270 U/g. 

B. Uso del biocatalizador. 
Realizar estudios mas profundos del sistema de hidrólisis, 

probando el sistema de columna con recirculación. 

C. Producción del biocatalizador. 
Aplicar la metodologia de inmovilización ya 

determinar el cornportam i en to del nuevo 
(biocatalizador de células hiperproductoras de la 

establecida para 
biocatalizador 

enzima). 

Realizar estudios de escalamiento del sistema de 
inmovilización, para cc;opr0bar la reproduc1b1lidad de los 
resultados a mayor escala. 

D. Reacción de hidrólisis. 
De los principales problemas que presenta la reacción de 

hidrólisis de la penicilina arnidasa por la enzima PA, son las 
inhibiciones tanto por sus productos de reacción corno por exceso 
de sustrato, en este sentido seria importante realizar estudios 
para eliminar estas inhibiciones. Una estrategia interesante seria 
estudiar la reacción de hidrólisis en un sistema de dos fases. 

otra estrategia seria capturar in situ los productos de 
reacción con agentes quelantes. En este sentido las ciclodextrinas 
parecen una buena alternativa. 
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ANEXO 1 

Design of two immobilized cell 
catalysts by entrapment on gelatin: 
Internal diff usion aspects 

E. ca,lillo, M. lfodri~UCl, l..('"'"'· n. (}uinkrn lllHI A. l.1ipcL-1\11111~11ÜI 

Ct•11/n1 e/,· /m•c.\tig11d1111 .\ohrl' /11g1'/llcT111Ci111ct1111 1 /l1i•t1·11111/og1ú. IJS,·\.\J. 
C111·r11m•an1. Mmd11\, .\fr1it o 

F1¡11.,.;111c11111/ 11'\lllJ, 11hti111wd i/1111111.1 tli1· 1/c \/l'll "' 1111• im111n/li/1:1.J1di111111/\ \f\ /11 c11t,11¡1m1·111 1•11 

l'1f11tifl111"1' /111'\l'lllnf ,\!111/Jt: 1fil/ll\Í/1!11d Ji1111t1ll/111/\ 011· /1 11111,/ 11114' l'\/ 1/,¡¡111·¡/ 1111/t IÍ/I' //\IWf /lf,11/11/l'f!"I \ 

•llld 111 ,,1/j-/\, 111fr,•d111 11/l' 1111 1·111¡11111,,¡11•111 ÍlllÍ•lll lw1111·c 11 \ld•\11r111· e'"'' 111/111/11111 11111/ 1 lln fu 1111 '' 

/1111 111·. 1111' rffn t of ¡111 ,.¡11 ft' ,,.-, .. 111.-\H1t' /,111d . • 111d 'f'111/11 .. 1111"1/\ 111 tlw \\'\/11111' d1•11t\\1·d 111 lnUI\ 

el/¡ 1t1l/l1'li1/j,111 /¡¡'fil¡ t'I/ /¡¡,J1'1/;,:/l/c·1•/ \ d/11/ L'f"I/< fl< /\(\ 

lnlroduclion 

In thc broadc'I 'c"'l', 1.:cll 1mn10hilínuio11 1,;;,111 hi.: d1..·­
fincd ª' thc phy ... kal 1.:unfincmcnt or lnculi1ation ,~r 
mircoor!!•mi-.rn' in a llxcd ... upport that pc111111' thc11 
continuoU!oo rcm.c .1 ln11nohili1cd ccll' includc t.kad 1:..:cll... 
with a Ucsircd cnzymati1.: ac1ivi1y. or gn.l\\.'in!! ami via­
ble cclls fura cumple\ hiochcmical procc". in which 
cocnLymc,. cofactor .... cte. are al ... o involvcd. . 

lmmohilitation of microorgani\m' for thc applica­
tion of a 'ingle cn1~ matic activity ¡, an allcrnativc to 
cn1.ymc immohililation that ha"' hcc.:1.1 thc ... uhji:l·t uf 
\cvcral tcchnological dcvclopmcnt ... 111 n:ccnt ycar .... 
Onc of thc main advantagc-. (lf lhi' typc of procc,, 
is that cxtraction ami purilkatiun of thc intracclluh1r 
cnzymc i~ avoidcd. rc~ulting in a rcduccJ calaly't pro­
duction cost. 1-~ In gcncral, thc U\C ofi111111ohili1cU ccll ... 
ovcn.:omc!<i \orne ofthc Ji,advantagc' ~hown hy immn­
hili1cd cn1ymc,, 'uch ª' high rnanufoct~1ring co't.'­
cumplicatcd manufa1.:t11rinµ. lowcr upcr:_1t1onal '.1;_1h1l­
ily. ele. Thc d1oi1.:c bci"L"Cll ti.'"' ¡~ ... ..:. ul ¡.jjllfü1h1h/i..'J 

cnzymc' ur immohili1cd 1..·cll' ." ... 11mla1 111 man y 1 e-_ 
spcch to thc more familiar d101cc h¡,;twccn thc u~c ut 
puriticd or crudc ... olublc cn1ymc ª' hiocataly ... t~.'· 

Al thc cml nf thc l97th and thc c"rly l'JXO,, a ¡:real 
numhcr uf immohili1cd l:clb mcthoJ, \.\!..·re dc\'i.:lopcd. 

AJJrc''.'i rcpiinl rctttU.'"b to l>r. l.ú~c1-M1111¡.:111a al 1hc,_ l'1:nlru Je 
lnve!iligadún Suhrc lnµl•nicrí;1 Cicnct11.:a y H1olcL·nolt1¡.:1.1. UNA'1. 
Ap;irt;1Jo Pthlal :'ilO-J. Cucrnavm:a. Morl'l1". tl~~71. Mc\11.:1) 
J.lc¡;ei\·cJ ? Fcbruary 19'XI; rc\·i.,cJ lfi April llJl.IO 

.p 1991 Butterworth-Heinemann 

... 111.:h ª"' gel cntrapmcnt. ccllular uggn.:g.atc,. d1cmical 
atta1.:hmcnt to a polymcric matri,. L'h .. ·.·" Onc of thc 
lil ..,, publu.:ation-. Jcaling \\ íth iull1Hlhili1ation (lf \\ hok· 
ccll' for 1hc u ... i..: of a ..,ingle l'll/~ me¡, du..: to l.cu,~hni:r 
in l~Jh..t.'' Cuncntl\" a "itk varicty uf immohililHtion 
n11.·th(1d' nf micruhi.ll ccll" ha~ rca1.:hi..:d thc inJu,trial 
\Cale.ª' ... hO\\.ll in 1uh/,• 1. 

In thi' tahlc. lhc cataly.,¡.., are produccU hy diffcrcnt 
mclhoJ .... Thi..:rc are produrt-. ha\cd tlll ionic hinding. 
... uch ª" thc immuhilitalillll of fungal 'purc~: mcthod' 
ha ... cd llt11.:cll a!!g.rcgatc .... \\ hrti: thi..: g1 tHlp ol' VoJti ... ck 1 

ha .. con1rih11tcd v:ith int.1u ... tri;1l application' in ,,H:iali-.t 
counlric ... : anJ mctholl\ oa ... ct.1 on gel cnlrnpmcnt. rhi ... 
la't catcgory ¡, thc mo ... t frc4l11.:n1. dllc lll thl! ~implidty 
of thc 1.:at;1ly\l prcparatiun: ~uch. i~ thc c:1'c 

11
for thc 

prnCC\\C\ dcvclopcJ hy T•inahc s_i..:1yaku. (. º·: hil~cd 
un 1..·clb cntrappcd on carragccnan lor mal u: at:11J. a~par­
tic acid. alaninc. ami phi.:nylalaninc pnH..luction. and hy 
(il.'lll'\ l'orpo1ation for 1 -phcnyh1lauirn:. a ... parlk aL·iJ. 
1 -'L'I in..:. ;111J 1 -tryptophan wil h ccll-. imnwhili1ctl un 
\'CTllllt:lllltc.il 

01Kc an immuhilit.cJ ccll \Y\lcm ha' hccn 'Clcl·lctl 
for a givcn c111.ymatic pn1cc~'- 'wo factlll·, are uf partic­
ular imptlrtam:c. Thc'c IWtl factor~ rcprC\Clll anJ llcm­
º"'tralc lhl:' intcrrclalitlll hctwccn licnctic Enginccring 
ami Bil1cl1i..:mkal t·:ngínccring:. <>n lhc tlll~ haml. \\hat 
¡, lhl.' highc't ~pccific acli\·i1y that can he ohtainct.1 frmn 
a civcn ccll hnst hv gcnclic impnwcmcnt '! On thc othcr 
h;;nt.1. huw much ·uf thi' ~pct:ilic activity i~ rcall) e\· 
prc,\cd if thc l'atalyst Jc\Ígn b mass transfcr. li'!1itctl'~ 
Thi\ particular limitation is tht: mo~t cnmmon m 1mmu­
hili1cd ccll 'Y'tcms. whcn thc ccll cntrapmcnt mc1hod 
¡, U\Cd. 
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Papers 

Table 1 Examplcs of indusmal en1ym3trc proüJ!>Scs w1th 11nn111l11lued whole cells 

Microorganisms 

E. coli 

E. coli 

Actinopl11n1s n11ssouf/1..mses 
OJ~JÍ/us t.'Odyulans 
E. coll 
Brttv1bactertum amnior11t1g<'nt!S 
E1Wm1a rhapunt1cí 
Serrilt1a plymuthica 

fn1ymo 

Aspartasr. 

Pemcillin acvla~e 

Glurno;p 1snna.,,'l<;f> 

Glu1 u~e 1!>Ulllt'l<1se 

Tryptopl1.1nJse 
Funiara!.l' 
1som.1llulosc s1nlhrlS!~ 
lsomdltulose s1n1h,1o;r 

1i·Galactos1d,1se 

A'ipJrt,Jte dN.t1r!Ju)lylt1'it' 

Product 

L Aspartic ac1d 

6·An11nopcmc1lan1c acid 

J:"•"J':!8~e ~·,·t;...¡.:s 
f-ructusc svrups 
Tryp1oph,1n 
M.1t1c .1ud 
lstimaltutosc 
lson1.11t11losc 

Al.:rnrl't: 

Company 

Tanabc Seiyaku 
Genmc Corp. 
Tanabc Se1yaku 
Novo lnr1u,,.tu 
Toyo Yow 
G::.t Brota.:St·~ 
NoYo lnduslrr 
Ger1mr Corp 
Tanabu S1>1ydku 
Miles Lab 
South Germ.:in 
Suu.n 
Hokka1do 
Suu..tr 

Ps~utf,111 ,HJiJS d,1c:u11hat.• 
K't•bs 1·•ft,1 aero1;t!flf.'S 

Rhodo/¡11_.f,1 ,,;,...,." 
Rhorlor., : , ·us so 

Sm1ne hvdro11.y111elhyl lrdnc.lna~f! 
Phunyli.1l;:1n1no an1111u111.1!y,1.:;1· 
Ntlnlase 

SP11rw 
Phenyl.1J,in1ne 
Acryl.irn1c1e 

Tai1.ilJ1! Sc1y<1ku 
Gene1t Corp 
Gt•ne). C,Hp 
N11to Ctwrn lnd 

For a gi\'cn ..:cll immohili1at1011111l'lhod. 111,1...,..., 11.111...,. 

fer limilation~ d1.•linc lhc ma xirnum "'Pl.'\,·ifü: <.u.: ti\ JI\. 
hcyonJ "hich any 'train gcm.·1k i111p10\1.'ml.'nl \\ ill 11.·11-
Jcr thc pro..:c'~ k" cflkk111. con...,idcnn~ 1hal it n 111 
incrcasc tht: ratc ofa 1wnl11niling .. 1cp. Thi..., 111ft1rmation 
is important v. hcn <l\!:-.i~nin~ bilh:a!.1ly ...,(,., a1h.I p1 ll\ idi.: ... 
n ele ar dcmnn:-.11atilm ,,f \\ h~ both gt•nt·til'i:-.t!.. and bin­
chcmical cnginccr' 'hould be involvcd in thi .. ami 01hc1 
activitics of hiotl'\.:hnology. Thc ohjc..:ti\ e of lhi .. papcr 
is tL' pro\'irJl.'.' cxa::ip!cs ef :h .. · a!r~aJ:. rr .. :n:1 .. i:h.: .. l ...,¡tu.1 
tion found in thc dcsign of two cataly "''' prcpaH·ll 
by ccll cntrapmcnt on gclatin: µ-g;.ll~u:to,h.Ja'L' frnm 
K/11_\'Vt..'tomyccs fra~ili.\ anti pcnicillin acyla'c from 
EJcherh·ltia nJ/i, 

Mas" tm11.1fer <:lfccts 

In a rcccnt rcvicw, 1 mass tran!<>fcr cffc\.:ts in irnmohi­
Jizcd cell !-iystcms are di~cu~!..cd. In thi!<> and man y olhcr 
articlc~. externa! ami intcrnal diffu:"lion rc .. i\lancc!'< are 
trcatcd in tcrms of cffcclin:ncss factt1r!... 1:-i..1 AlthlHlg.h 
not always vcrificd, externa! ma-.~ tran-tfcr in immohi­
lizcd ce lis and cnzymcs is oflcn cun··ddcrcd ncgligihk·. 
duc to lhc pos~ihility of handling hydrodynamic condi­
tions and reactor dcsign to minimizc it' cffc1.:t ... 

llowcvcr. intc1 mal diffu:"lional limita1tiun-. ;.trc diflkult 
to climinatc in immohilizcd ccll ,y,tcnh, C:"IPC\.'.tall) 
whcn thc catalyst production procc!..s ha!.. alrcaJy hi:cn 
dcnncd. ·1 h1s tactor 1s. no doubt. a ma.1t1r lirnllat1011 111 
dcvcloping ncw cataly!..l!.. with immuhili1.cd cclh for 
cnt.ymatic rcuctions by thc common gel t..'ntrapmcnl 
tcchniqucs. Two altcrnativc' are alway' propo ... cU 
in the lilcralurc to avoid thcm: llccrca .. c particlc si1c 
and/or dccrcasc cn1.ymc load. Nowac..Jays a rule of 
thumb in immobili1cd ccll or cnzymc cataly~I!<> ¡.., thc 
sclcction of thc smallcst particlc 'i1c ª'a compromi"'l.' 
bctwccn interna! dilTu!<>ion limitations and rcasonahlc 
prcssurc c..Jrops in packcd h(!J rci.lclor!ri. 

Thc casicst altcrnativc, from thc dcsign poinl of 
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\h.'''. , .. 111 lk1.:1t:a-.l' ;1111tk1.dh th1.· rc;u,'l1t111 1.1!\..'. 'l' 
1h.1I 11 h_·,,:nml' .. tlw 1..·nntr11ll111!! 'll'f'. Thi-. ¡..., dnnc h~ 
1cdt11,:i11~ th1.· l'll/\ 111c or cl.'ll l1111d during tfJ\,' 1.:a1al~ .. 1 

p11.:r;1ra111111 1111 .. 11f 1.."oor ... 1.·. rl· .. 111" 111 a 1.1tll1n.1I u't..' 
of thi: l'll/~ 1111.·. h111 111<1\ rc .. ult in ;1 t,',1lal~ .. 1 '' ilh lt1\\ 

'fli:1..ili\,· .11..ll\il\ l'a1.1l)'I dc...ig.n i.. 11111 .. tll parlh . .'lll.1r 
impo1tan('c. "'llh.'l' Juc lo lh1..· nn\ 11.·,,:hnolu!!iC..,. l!Cfh.'li-
1..·i,1-. :11 L' dc' .:lnping hi¡;h .. pl..'l..·ifü: ,1\.:IÍ\ it~ \lr:tin'. \\hile 
hitlCIH!illl.'1..'I"' 11,.'1,.ºtllllllll"nd !he n:du\.:litlfl of !hl.· Cfl/\lllC 

ll1.1J í:t .t~lml Jiffu..,j,11i.tl li111ita1101i-.. It h 111\íhlrlant tP 
mc11li\1n thal a hi!!h -.pc..:1lk al.'.livity ¡, oflcn ltll' linal 
critcrion ftu- ..,..:jc('tion bcl\\Ccn an cn1vmc lH'" \.:cll 
catal\ !..l. -

ln-orJcr to a1..·('uunt for inlcrnal diffu:-.ion. thc cffcc· 
tivcnc..,~ fil('tor ¡., al\Hty .. thc fir-.1 parnmclcr to he lk­
lint•d: 

tll 

which mca .. urc' lhc n•lalinn hctwl.'cn tite oh .. t:r\"\:d rc­
ac1ion ralc h\.t-J in thc pn: .. cncc uf diffu-.it111al rc,i-.t· 
anc.: .. anJ lhc kínl.'lic ralc tt"'l lhal \\u11ld lw tlb"lcrvctl 
if :di tliffu-.iunal limitatiorh w1.·rc clinünatcd. 

Tu prcdict thi-. p;11.1111c1cr. th1..· ma-. .. h;1f:im.·c t•411ation 
111 ... idc th~ parlick ¡, 11htaincJ. Fur any lypc llf gi:­
lllll1.'try: 

¡/:,.., JI d.\ 
-;¡,~~ r ,¡,. 

\\hcrc 

H:,.\ .J.._11 
A~., ...-S n. 

11 O for ;1 -.!ah 

" = 1 fura ...:ylindcr 

~ fur ;,1 !-iphcr~ 

,~, 

Thi~ cyuatiun, whkh dc!-icribcs 1hc substrnll! con­
ccnlration prufilc tSl '"a function oíthc particlc ra<liu' 
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(r), h;ls hccn !-.nln.·J nu111t.:Ti1.:ally hy man y auflhlr '.'! u ... ing 
difTcrcnt kinctic modt..•h. \\'ith lhc Ctrnccntralion pro­
file. thc prcdictcd ohwrn:d ,·cludty can bl..' ea,ily nh­
taincd hy intcgration of thc 101.:al ratc .... For Mh.:hac­
li~-Mcntcn ~inctic-.. lhc ,l,fUtion ¡.., prc,cnlcJ ~"a plot 
l'f !he: cffccti\'cnc't:-. f.1..::\ir "':-. th\.'. Thi1.'k moJuJu.., 11f1 ), 

n dimcn!-.ionlc'.'i:io. numhl·r thal involvr .. rhc kinelil- p:t· 
1;.um:tc1' oíl he cn.q me O .. f., and A: . .,1. thc p.1rt1dc radiu.., 
(RJ. and lhc clfl:1..·ti\c diffu..,¡, il\' of thc ..,uh ... rratc f/J l. 
E4ualion 111 can he \\nlll:n lúr ... phc1i1.·.1I bcad.., ~t.., 
follow-= 

,J'µ •l•'¡.J ~ d¡J 
'"' = - -1 -µ : J: 

\\hcrc: 

<I> 
/!_ 0¡-:­
! ~t./\,,, 

/J SIK.,, 

: = rlN 

1.11 

In lhis plol. thl.· t:ffct·th t..'Ol!...., factllr ,.., .11..,0 01 l'iin1.:ti,111 
uf thc !-.Urfacc concentralllHl (S .. L ª' thc initial d11111.:11-
~ionlc" houmlary n111dilit..1n ¡..,: µ11 S,, 'A" .. , at .- ..;._ 1. 
Thc ~urfai.:e ct1nccntration ¡.., "''umcll to hl.' c4t1<1I h11hc 
bulk conccntra1wn \\hcn no lilm rc ... 1..,t<1r11.:t.· ¡.., rrt." .. 1.'nt. 

Once thc cffcctivcnt:'' L1dor ha' bt.·cn th:llnL•J. th.: 
dc:i-.ign equalion fLlr a h;Hrh rcaclor for i1hta11ü· \\ ould 
be: 

d.\ 

"' 
u,s 

T/ K,,, • S 
t~I 

Thc rclation!\hip hcl\\.c1,,.·n thc cff1.•di\cnc-.'.'. factor 
and lhc substralc conn•ntration ha' bl.'cn thc ... utijcct llf 
thcorctical trcatmcnl, hut it i~ ..,cldom con..,iJcrcd i11 
experimental rc ... ult ..,, and c4uation (4) i~ inlegratcJ \\'ith 
the cffcctivcne'"i fac1ur ª' a l'.1.lthlant. In 1hcorclil'.al 
studics, c4ua1ions (.l) :mJ (4) are !\Omctimc ... ..,olveJ 
simullancou,ly. hui vcry f1.:w puhli.:ation-.. U cal '' ith 
this dcpcndcncc cxperimcntally. R:u..lovich 1 point... out 
thar if interna! ma!'.!\ tran..,fcr limitation!-1 occur. thc ac· 
tual ratc cxprc~sion i!\ multiplicJ hy an C.\pcri1111,,.•n1ally 
dctcrmincd or prcdictcll cffcctivcnc~' fa...:tor a11J in­
cludcd in thc reactor c4ualion. Experimental Jctcrmi· 
nations oflen in vol ve lhc relluction ofthc cal al} ... 1 parli­
cle silc up to a point whcrc rl.'tH:tion ratc pcr unil ma:-.. ... 
no longer incrca!\C'\. 1 ~- 17 11 ¡.., ofkn ig11on.:d lhat till'"'l' 

mca ... uremcnts are carricd 0111 in ... a1ura1cd l'.Orlllilion..,, 
whcn !\Uh!i.tratc conccntralion ¡.., high anJ 1hercft1re fa1 
from Michaclis-Mcnlcn or fir..,t-onkr kinctic!\. 

Lec ami Tsao 1H propo..,cd thc c:i-.limation oflhe cffe1,,.·­
tivcn~ss factor al thc logarithm of thc mean '.'-.Uh,tralc 
conccntration. More rcccntly. Manjon t'/ a/. 1

'' dcvcl­
opcd a single cqualion for thc packcd Ocd reactor for 
rcvcrsihlc Michadi"i-Mcnll'n kinl'lic..,, in ''-hich ~ur­
stratc convcrsion and thc effcclivcnc's factor are a 
fum.·tion of a úimcn.,.ionlcs\ ll!nglh. Sincc thc cxplki1 
dcpcndcnl:c bctwccn thc cffcclivcncs~ factor anJ thc 
reactor lcngth h. unknown. thc cquntion is "'olvcd nu­
mcrically. 

Figure 1 Elft•r:ltv,•nPs<; fJt toras .1 funr:l10:. ol ltw T!nt~!c /IHH1u· 
Jus. for M1chavl1s Muntcn k1nel1cs 1:1 a sµhNH.,11 <;;1t<1I~ ~1 The 
bold arrow 1ilustr,11t•!"> a r1!c1c11on w1th •I• 1b_ .mrt S !:O HI · 
µoin1 J 

In J-1i:10-t· 1. l'qt1.1t 1t111 f 11 1' "ºh l.'d m1ml..'ri1..·alh .ind 
thl.' 1t.'\lll1t.l'l11Jatillll rrolik· Ílllq.!lall'll lll 1llu ... 1rat1,,.· 1h1.· l'1-
kll tlf dt'Ul.'il"'ing ... 11h ... t1;1tc 1.·u1i...·1.·ntrat1un llll lhl.' l'lft:1.·· 
IÍ\1.'111.''"' f;.11.:tor. 1 h1.· l'\Phllit111 pf ,, h,11'.:h rl.'.l· • ."IÍ\l!l ¡ ... 

..,iJP\\11 in thl.' l1!.!Ur1,,.• tora l"h11.·k 111nd11!11 ... ,,f IX ... 1.111im! 
at /111 - lll 1h11l¡I antl\\ l. bl'inc. 1.·kar 1hat ;1.., lhL· 11.'.il.'tl\1;1 
p1ol.'ct•d" . ..,l.'rhlth d1ffu..,1onai limllatinn lH.·1.:ur·..,_ lt fol­
hm.., thal thc rdation ... tlip h1.·f\\ecn clfccti\'l:n1.·,.., fa1.·1t1r 
;tnd ..,11h .. 1ra1t· roncentra1ion 1' impn1 tant for lht• d1,,.•..,ign 
of immohili1ed l.'cll reactor,. lt ha., hecn ... 11111.:d th.11 11" 
thc lhiclc modulu' ¡.., hi~hcr than ll.."\-.l .... 1gmlkan1 
J1lfu..,jlinal limitatillfl' can he c\pl.'l.'lt.•J. 1 1 hrn e\ i.:r. il ¡.., 
dtlfü .. ·ult to tind in 1hc litcra1ure a 1.·ah.:ulatl.'tl \alu...: for 
Cll/~ mi: i.:atal~ ..,¡.., p1l.'pa11,,.•d with imnH1hilitl·d 1,,.·c11 .... Tht: 
largc'.'11 'tHJrct.• of crrl1r l.'lHllC!'. from thl.' cfft.•t..'lih· 1..ltffu­
,ivi1\. \\ hich i1i diffkull ll) nte<hllfl.' tir c ... timalt.'. f'lll' 
rdation-.hip givcn hy Sa1tcrtii:ld~11 ¡.., l."t111111mnh u .. i:d 
with arhitn1ry v;duc.., for thc p,lro..,i1y lrl ami tort110..,i1~ 
f;.11.·1or l ;-1: 1>, ;;;:; l>rlT \\ hcrc /) ¡.., thc molccul.1r Jiffu­
..,jvil\'. 

Ir~ lhi.., artidl.', lhl.' l.'fkdi\ l.' diffu..,i\'ÍI\ ¡.., 1,,.·..,1i111a1cd 
from 1,,.•\pcri1111,,.·n1al data ,1btaincd ,,¡¡ha· catal~·..,1 \\ith 
di1Tu .. i1 111.il lir11i1tt1Í,lf1"' . .-\11 l'.111Pll"ll'al corn:L111011 hc­
'''c1.·n thc t•lfc..·l'liv...:nl.·..,.., f;11,,.·h1r and 1hc "llh..,tralc ...:1.ln· 
1.."cn1ra11tm 1 .. t1ht;11ncd 111 t11d1,,.·r tti illlll\\ a ..,jmple mam ... ·fi. 
c;il i111cgra1ion uf lhc hald1 a11d plu!! llow rctu.:1or 
c4ualil111.., anLI a dirt.·ct lk..,ign c:q11;1lilHl for th1,,.• CSTR. 
So1111,,.· ""'PCl.'h of lhc cataly ... 1 l.11,,.·..,i~n are ;,al,o di ...... ·u..,,cd. 

l\lalcrials and mcthods 

Cclf.., of K/11_\'l't'rom_,·,·c.,_ffa).:i/ü NRRL Y -1 IOIJ with ¡J. 
galatlO'.'!ii.fa..,l! óll.'livity \\CrC gniwn ami [ll.'íl11t.'ahiJi1l.'d 
íl' ha ... alrcady bccn Üt..''.'!Cl"ihct.1.!1 Cclb of /:". coli with 
penidllin ¡1cyla!\c aclivity wcrc kindly pnl\'idcd hy thc 
Mcxican rnntpany GENIN S.A. de C.V. 
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Uuth mkrnorgani-.m, wcrc i111mohi1i1.cd h~' entrar· 
mcnt in gclatin. In hoth ca,c'.'>. thc nrn\irnum amount t1f 

cclls thott could he addcd tu a .v·; (\\.\ t gc.:l.ttin 'i1llution. 
without modificatiuno.; uf thc parti1.:k propcr11c•., \\;I'., 

ll!-.Cd C:-!00 gl 1). Aftcr homo!!Cni1ation of lhc 111Í\llir~. 
bcaJs of diffcrl·nt ,¡,e \\L'rc pnldlll.'cd in a pn ... ·11111at1c 
sy!\tcm_:!.:o Frnm thc "'ªflll' lllÍ\tlll l', lihcr-.. \\ere p1odtKcJ 
in~tca<l of hcad' hy din:1.:I C\lnl,1l111 in Lohl \\.ill'r. In 
both ca ... c .... thc ...:ataly'."!t ,., trcalcl1 \\lltl l.~"' r ~1111.11.il· 
t..kh\\k 'l>lu:illil fl~í -:.• ¡¡;¡;! . • \n;.·r \._'\"i..'f:!! ~t;¡,h.'\. !h.• 

cal<~lvst ¡, ... 1on:d undL·r n .. ·fril.!CI <il itir11-.t"l' 1 in ph1P .. phatc 
lmffc.r 0.1 M. pi 1 fl.h fo1 ¡.,; ~ fi11L1ili\ and pi 1 7 X f11r I 
coli. Appro\iinah:ly ~y; of thl· i11111al adl\ it\ l't hhl 
during thc pro..:1...·..,..,. 

La\.'.'ta'c acti\ it \' \\ ,¡, llll'.t'dll l'd folhl\\ 111µ 1h1.· 11.:h.:.i..,1.' 
of glul."l,...,e from ¡, 5'; l,ll'tn..,1.· ..,1.1l11t11.rn 111 phn-.ph.111.· 
buffer 0.1 M. \Úlh th1...· ghll'lhl' ll"'I h.·ag .... ·nt ª' hil' hn·n 
dc'.'ocriht..'d. ~ 1 Onc unit ¡, d1..·1i11L·d ª' thl· ;1111lu1111 11f 1..·n· 
1ymc rcquircd lo hydrul) ..,l' 1 µflHll ni l.1-..·t1.l-.C 111 1 111111 
Thc n:ll-. prod1u.·1:d ..:ont.1111cd l.h'1h tJµ 1 '-'l'li .iml 1t1l­
lllwcd Michadi~-Ml.·ntc11 "-inl.'lil·, \\ilh a /\,,, .:; H 
gl 1• galacto-.c hcing a \.'lllllPL'lÍllH' 111h1b11nr. ~~ 

Pcnicillin ac\ la..,c ;1ctl\'ÍI\ \\il' 111l.'a ... 111l.'d '' ith ;_i; 
pota,,ium pcniCillin·(i i Pli K l -.nlution 111 rh~,..,ph;1h: 
huffcr tl.I M. pll 7.H al .n C. Thl' 6-a111i1h1p .... ·1111.:1ll.11111: 
m.::iJ 1'1-APA) produccd ¡, mc;"un:ll hy th1...· ¡1-d11111.:tl11l­
aminohcn1akkh\ dc nwtlllHI.:' ()ne unit 1-. d1.·li11nl 11-. 
thc amt.Hllll ofc1i'1y111c pnnlucing 1 µ1lhll t1l.h·.\l 1

:\ p1..·1 
minutl.!. Thc ''-'"' with arrnl\illl:th:ly "º'; pnifl'Hl l'tHl­
tcnl prc~cnll:d an cn1yma1ic ;11..:li\ i1v of ~00 l '.I! • .... ·i.:11 

Rcac1hm' lo mca!'IUTL' i111tial 11111...•, in hi\1~;it.d~ ,¡.., 
wcrc carricJ out in ~O mi \\ith -too mg ,,f imnwhilitl.'ll 
cclb with ~:.inwk.., t:t!..t..·n du1 in!~ lhl' fir '' IO min 1 ·,ir 

batch rcaction' thc volumc wa~ inl..'.rt..••1..,t..·U to 50 or 
IOO mi. 

In hoth cataly..,1'. thc ai.=tivity ¡, rcpnrtcd in tcrm-. of 
a unit wcight of dry cclh tUg 1 cclll. prolcin in thc 
cclls (U¡: 1 pro!). or dry 1:ataly't IUg ' 1:atl. 

Thi.: cffcctivcnc~s factor \\.·;." cxpL'fimcnta\ly dc1t..·1-
mincU by cumparing thc activity of a givl.'n !,!l'lalin cita· 
lyst with thc activity ofthc ';une cataly't aftcr mccham· 
cal Jisintcgration. 

All c4uatiun~ wcrc ~ul\cd numcrically wilh thi: aid 
of simulation languagc ISIM' dcvclopcd hy Salfonl 
Univcrsity lndu ... trial Ccntcr 1.td. Salford. Engh1mL 
This lunguagc utili1c, four d1ffcrL'lll int....·gratinn ml.'lh­
ods to ~olvc diffcrcntial c4uation,, 

Rcsulls and discu-.ion 

E./]i•ctivl' dijli1.1i11ity 
Thc biocatalyst prcp;.1n.·d wilh 1hc /\'. _fi·at.•ili\ L'elJ.. in 
thc form of lihcrs gavc a hcla·gal;u:to,ida-.e al'livity of 
5IO Ug- 1 cat. whilc thc Ji..,inlcµratcd calaly'I rc,ultcd 
in an incrca~cd activity of 1.050 Ug 1 cal~ hoth mea· 
surcmcnh wcrc carricd out al 50 gl 1 nf lacto..,c. Thi.., 
givcs clcar cvidcncc of diffu..,ional limitation~ \\ i1h :111 

clTcctivcncss factor of 0.4H6. Sincc thc ccll' had al­
rcaJy bccn chara~tcri1cd. all thc p:1ramctcr'i nccdcd ltl 
solvc cquation (3) wcrc availahlc. with thc cxccption 
of thc Thiclc modulu .... Thc cquation w~1' •mlvcd in 

Table 2 Lacto~e diffusivitms in various syslems 

01ffusivity 
Sy!>lcm lcmz ~cu 'J Rcf. 
~-----

K f1,1glf1s 1t1 gclatm 
¡~"º· 37 CI 1t.21 10 . thi~ worli: 

Gcla1m (5".,, 5 CI 1.44 10 . 28 
E c:o 11 HI CiltfJ!J(!l!flJn 

ctlltl IUI IJ~,t lH!illl \lUlll 

!~1"' 3i Cl 3 SJ 10 . 27 
C,111.1~¡,·1 nc111 <1111! 

locu~I t11'.Hl Hlllll 

l~p"· 3~' CI \.}85 10 27 
W,tlür 125 Cl 49 'º 30 

llldl'I !ti find lilL' \;tl111..• t1f lhC llhld\1111' th.11 \\Ull\d tk­
L'l1..'.1-...: lhl• 111111,d 1.110..' ol lhl' l!l\llllld l·.1t.1J\ -.111.~Sh lllfü''· 
1111' \;tlt1l· tu1111.'\l ,1111 tn hl: 1:-<. ;111d 1h1..·l\:fo1L' f111m tl11: 
l lnd.._· 11Jl1d11\u .... ;111 \1\lh.'I p.11.1111 .... ·1 .... ·1, l't'lll!! klll''' n. 1h1..· 
L"lk1.:l1\L' d11f11-.1\1I\ l.·ouhl bl..' 111di1üll\ c\;1luall'd. In 
/11hl1· _ ... 1h1-. \iilllL:" \.'t\11lr.1rnl hl HlliLT l.'\f'l11111L'l\l.ll 
11..·,111i... 1l'rt.111l.'lt 111 1h1..· 1i1i:1.11u11.· r,1, l.11.'lt"'l.' 111 \,111l111, 

1111,:d1.1. 11 .. :an b1.· l1h-.ct\l.'d th.11 thc \alt1c h..:1-..· nhi.11111.:d 
i-l ~ l • IO '1..:111' ..,l.'l! 1 1 i' '1..·1 \ ..,11111\;11 lo th1...· 1 1th.' HI'· 
1;1111-..·d 111 L'illfill!ú.•n;~n. Cl\Ínc 1mh1l.'l.·t L'\hk·1h:1..· tif .1 

-.11111b1 d1tr11-.í1.11;;d pro ... ·1..·~-.. ll~l\\ ..... \.._•1.1l11.·dk-..·11,1..·d1!· 
fu-..1\ it\ i... tl\1.1 ~1rdl·r.., \Ir m:11.!111111dL' .. 111.dkr \\ h1..·11 (11111. 
p.111..'d ltl thl' ll'fl\ll ll'd \ ah1L' ;n thc .... 1111c '~ ... 1 ... ·m '' 1tl11.H1! 
l..'l.'11-.. ,l 'll 1.lll!-.'.L'r l.'ffCd !hilll th1..• \lllL' ll'fl\ll IL'd h\ 1 111111 
.rnd Ya111;1-.hit.1 '" fur L , ,¡f¡ 1..·dl, nn 1.',11 r<11!1...·1..·11;111 .ind 
B! 1!~· e!~:! .. ft•! ! ! • •./•tui 1..·_111 .l'...!t.'L'" tn ,1nd l1h.:11 .. 1 lw.in 

1111111. l'hi: \aluc 1t..•po1tcd b~ Frii.:dman ;ind Kt.11..·1111.·r> 
for l;Klo'i: diff1i--í\il~ llll 11da1i11 ,, \l.'r~ ,j111il.1r h1 thl.' 
nwln·ular diffu..,i\'it\ 1.11' l.u.:lll,1..' in \\:llt'I. hlll th1, mca­
..,111cm1..·nt "ª' mad~ llll a gl.'latin -.ohti111n and not in a 
gclalin gel. 

In ..:lmclu,ion. in th1-. ca'i.: it i.... 1h1t po..-.ihk lo l1ht.1111 
lhc clll.-~tivc dilfu-.ivity b) appl~ ing lhL· u-.ual l.'lllTL'1..·· 
lit.Hl faL'll1r-. In thc 11ll1k1.:ular diffu,j\ il)'. L'\·1..·n \\ Ílh a 
\oíd fraction vah11.: ª' hrn ª' 0.1.tnd11 lo1tuu,it\ fal.'.lor 
ª' higl1 ª"' 11). \\'hc11 ú:ll-.111c lll•I 1..·11t1appúl. thc.hch;1\­
il1r ,l.'cm-. tu he diffcrl.'nl. Bncr--ma 1·1 al .. ~· 1 follll\\Íll~ 
a ... imilar pro1..·t.:durc for rcvcr,ihlc MichacJi..,-~1c1111..·11 
"-ínl..'til..' ... offü1culatcd rhlltroh11dcr1...'1.'ll' \\ ith i111ra1..·dlu­
lar µlu..:o-.c ¡,111111..·ra,.._.. found a diffr1 cllú' nf nnlv 7 ··' 
bl..'l\\1...·c11 th1..· clh·t..·ti\1.' ami !he 111oknila1 dilfti--i,ih. In 
an} ca,.._-. thi-. indirl.'l'I h11l .. 11npl....· l.'\pt..·rimcnt¡¡I int.:a­
..,tm:mL'nt of ini1i.l11.1t1...'' ami cffc..:ti\ cn1...'" fal..'lnr' 1.:uuld 
ht.• 11,cf11I to ohlain appro\ilnaliun' tif lh1...· cffl.'1.:li\ e dif· 
fu-.iviti1.·,. 

l:.'f.(cct t~( .\11/J.\tl'11tc cOlll'l'lllratio11 

Annthcr imporlant t..·on,idcratinn. oftcn ncglcl..'.l\.'t.I in 
thl..' t.k,ign uf t..•n.1ymatic rcat.:lor ..... ¡, lhc cffcc.:t ot 'uh· 
~lrnlt..' l.'Ol11..'L'nln1tion un thc cffc1.:tivt..•11c" f;11..'tor du1 ing 
thL· reaclion Thi.., wa' ..,hnwn hv thc vcrtkal arrow in 
¡:i.i:ur(' / for a µivcn Thick nw~lulu' t.:4t1al tn IX in a 
rt..•action \\ilh ~O gl 1 tlf lal'lo ... c. 
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In Figun.• 2. lhc cxpcrirncnlal cffcctivcnc'' foctor ... 
dclcrmincd nt diITcrcnt initial ~uh\lralc con1..·cntr;,111on' 
are rcporlcd Í•Jr thc la1..·1a'c cataJ~·,1, Thi, ligun: ¡, a 
nonlo,!!arithmit.~ moJificati\111 uf f"igur,, i. pn-'"·'11!1n~ rtu.· 
profilcs as a function of /~ for ..:t.'lei.:!t.'d '.'afu.;.., of il11.: 
Thick ílllldulu~. indudin!? rhc valuc of I~ t..'akulalc..·d 
for thc K. fragili.\ catalv~I. llo\h'\Cf, ... im:c il ¡, 1101 

possihlc lo ohtain a dirc~t funrrion ticl\\Cl.'Tl lhl''l' t\i.u 
paramclcrs, an crnriri1.:al pOf}'IHlrtlial Ctlln.·h1llllfl \\;!" 

obtaincú: 

11 =- a t h.\· -+ cS~ -t c/S\ 

whcrc: 

" =- 0.155:! 

¡, ~ l.~.127 :X 111 ' 

t' = - :!. 5951 X Jo .j 

d = 2 . .:?5 ·" JO " 

1<1 

Wifh this corrcla1ion. 1..·4ua1iun (4) 1..·an hl' ,jmplilicd 
for thc Jc'i!!n of" hoilch rca1..·1t1r to !!ih·: 

U.",(1l - /\ {-----..!.!Y.__ -·· 
"'. a+ h! .. ;: + cS' 1 ,,,,~ 

( 
dS 

.. -;¡-_.¡;,\--, -,-\-.-.-,,-\-.. lhl 

In lhc particular ca-.c tlt' 1hc úllllinuou-. "otirn.:d 1;m~ 
reactor. thc dc"-ign cqu1.1tion i-.: 

11 
~ (/\.,, + SHS,, - SI 

a + hS + cS~ + c/S 1 t~I 

Sincc thc rcaction in thc CSTR pl'CKl'Cd-. al !he c\il 
substmtc conccntration (S). thc cffccthcr11 .. •..-. fül..'lllí 

is thc Jowcst (Fi¡.:un• ~). Thi' typc of rcactt1r ¡, 1101 

rccommcmh:d for immohilizcd cdl c1l<1Jy,t wilh inrcr­
nal úiffu,ional limitatio"'. 

oo~-~--~--c-,--'!---é:---:!., 

So/Km 

Figure 2 Experimental effecliveness factors oblained at diffcr­
ent initial substrate concentrations for the immobilized K. fragilis 
catalyst, a modificd presentation of Figure 1 

··--·-·-·-----, 

• J 

"'" 1 •• , ''"'·~ 1,.. ~ J 

Figure 3 E\l.>lul1on ol ,1 b,1!tti rp,1ctrnn hnutl't1t1y111tNn,1J 1f1ffu­
i.1on w1th .in 1111mob11in·tl C"f'll li q,¡l,1(.fo<;1rJac,1> r.11 1lv~.r il'> óc 
scritied by ddlt~renl mod<>ls 

In FiL•11r1· 3. lh1.· 1.'\r1..·n1111.·n1¡¡J h:,uf¡.. ti!i1.1111cd in 
.1 ha1d1 r1.-.11:1or a1l' prc-.l..'1111..·d and ú'lllr.1rcd ¡._, lhl.' 
pr1.·d1;.:ll..'d \ al111.·-. f,ll lhfú' 1..·a,._·-.: lh1.• 1..·.11al\ 'I \\ llh fhl 

drff11,iu11;tl limir.11i,111' p 1 1..·"1..'llL i;1:1..·..:i.ii1..·d ~4tl<tl10111..i1 
\\ i1h a 1..·1'lht;1nl d"fl..·1.·fl\ l..'!11.."'' f;11.:1n1 HI 4~lJI. 1111d úJll<t­

lhlfl lhl. ra~ill!! Hlhl ;11..·\.'.ntrnt rlw d1..·1.·t1.'.l'll.' in !111..· cff1.·1..--
1 Í\1.'lll..''' fal.'.h\I. ª' '"h,1ral1..' '' úlfl•.tlllh..'d 11 ¡, d1.·111· 1h.1I 
thc !'1..·-.1 rc-.l1ft, \\1.'rc.: ob1aincd in tlh.' J;i-.r ca-.L'. lt ¡, 
lnt..-rc-.11ng hl r1li111 0111 thal i11 inilíal r;1t1..· L'\pl..'rlllll'llh 
\\ i1h frc._· ¡,:l'fh. !!ilh1ch""'-' hl'f1a\ i:d ª' ~1 i:o111p1..·1ili\ ._. 
inhihi!or \\ith A'1 -::::. )0 nl\1. \Vht..•n 1hi, C\pL'rilllL'lll ''ª' 
pnfo1111i:d \\ith thc ~:arah·-.r in l-.i111.•1i"-· 1..'llfllílll l·omli­
lwn .... lhc inhihilion (1H1~tan1 inn._·a,1.·d hJ 200 111\1. 
fhnH'\'L'f. 1h1..· comp1.:1i1i,._· inh1h111nn modd 1.'tluld 1101 
adcqu.11cly Jc-.f.:nh._· th1..· c\ri:ri111i:111al 1c ... 111!' -.h11wn in 
Fii,•fllt' 3. for an~ llf thc thr1..·c l.'.<1-.c,, 

Opti111i;11tion in thc dt'.\ig11 o/" thc cara/y.\/.\ 

Con!\idi:ring rhc limi1atio11-. oh-.i:rn·d '' i1h 1hc 1.·a1a1v ... 1 
pr1.•p;ircd in lhc form uf lihcr-.. 1h._• clft.•ct l1f a diffor~nl 
I~ pl.' and 'hapc ''ª' -.111tlil.·d. \\'ifh illl l'\p1.·ri111c111al ,~, .. 
h..'111 l,;i .1..·•l l;11 tlu.: dc-.1!!11 t1I ~u el 11/ . :~\\"t.' \H'J1..' ahll.' f(l 

p1odl11.'1..• ll..;5_ IP _\-111111 lliallldLT gdalin hl•aif, .. , hi-. 
\\,l' onl} p11..-.1hk· \\hl..'ll in 1hc Pri~inal lk-.ii-:n. ''ª''-'f 
wa-. -.uh ... 111utl·d hr l·old 1..·un1 oil to ICCL'Í\ e thc 1..'\lnuh.•d 
hcad-.. In Fh.•1n·,· .J. 1h1.· cfl'cct of partid\.• ,¡,._. ,1h1aí111..·d 
for /:. 111/i 1111d A·. /111.i:iln cdl 1..·;1l;1I~ ... 1-. i... pll'-.i..'11ll'll. 

wh1..·n !he d'fl•1.'li\1.•n1..·" fal.'101-. are ,,.\'01l11at..=d al )O l!I ' 
uf laclo-.c and 20 gl 1 of pc11íi:illin. rc-.pl'l'li\'dy. Thi, 
figurc..· llircclly 1lhi...tralL'' llll' olkn·mcnlionl'll i:ffcl'I of 
partkk ..,¡,e 011 i111crn;il t.hffu,it111 li111i1ati1m,. 

Onü' a givL'n ,¡,I! i~ ~l!ki:tcJ. 1hc alrcady di-....:11..-.ctl 
dlci:l tlf -.11h,tra1c 011H:c111rati1rn -.h1111fd he 1.·1m-.1t.11..·rt.·d. 
For thc h\o immohili1cd i:cll ca tal)~''·""""' "oCIL'l.'!1.·d l\\O 
panidc -.i1cs. in-.idc anJ mll~idc lhi: diffu~ional limilcd 
rc!!ion, ami latcr wc t.lctcrminc<l thc cffci:t of "tllh,lratc 
conccnlration on thc cffectivcnc's foctor. Thc'c rc,1111, 
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are prcscntcJ in Fi1-!llrt' 5. whcrt..• it hccomc' cvilknt 
lhat thc limitation~can oc-..:-ur latcrin tln: rcaction (hah:h 
reactor) or m:ar thc c:\it of a plug llow 1Tach1r. In bnth 
case~. whcn thc ,u\l\tr;,ttc l"l1"ccnlration lkc1ca'l'' t11 
a limit. tlu:n..• ¡, a 'wih..·h from ki11ct1i.: tn diffu,H1nal 
control. In thc litcrnllffl'. 11 ¡, ofh:n found that dunnµ 
thc dc~1gn ot an cn1~·mt.• 01 i.:dl 1i..1l.1l~ 'L th( pr;.).,:;._-..,.., ¡.., 
tkd<1i~d filt.'.i.' fr,.}r.\ in?~r:~~d tlifft1 ... in1nl li11111ation' .1lh:1 
fmding a particlc ~itc- '" hl'fl' lhl' 1n111al ratc fül long1..·1 
im.:rca!\c' or thc :u:tivallon l'lh.'rc\ of thl' Cll/\ m1..• 111 th1.· 
cataly't hccomc' cqual to tha~t· llf tlh: f1c~ cn1ym1.·. 
In both ca'c'. thc dTcl:t of .... uh,lliilc i:1lflí.:cntration '' 
systcmatkally igno1ctl. and. ª' 'llll\\n 111 l'il!un· 5. thi-. 
COUld he H ~Ollfl.'C of CI l"lll. 

l;inally. during thc 1..kvclopme111 \lf it p10\.'c ..... for th1..· 
production uf an inttnoh1h11..·d i.:cll l.'atoal~ ... 1, a da-.-.i1..·;.1I 
Of gcnctical 'll"<till impruv1..•1111..•nt rrqjL'i..:I ¡.., inl.'h11.h:d. in 

ir~~ 
ooL------L---·~---~---

o 1 2 3 

Ommete• ol beod">(!TVll) 

Figure 4 Effectiveness factor as a function ol particle sile far a 
penicillin acylase (<,_1) and ¡J-galaclosidase (:JJ immobilized cell 
catalysts 

¡ .. ~-- -~--

L~~~ J 
o "º 40 ro ea lOO 120 140 

SuMlrotto cacentrQl.:in(Qll} 

Figure S Effect of substrate concentralion on effectiveness fac­
tor for two particle sizes of immobili1ed ceU catalysts. E. coll: 1c~1 
0.35 mm, (h.J 1.44 mm; K. fragilis: l•l 0.35 mm. (A) 1.44 mm 

Table 3 Eltt•ct of stram genc11c l1nproverncnl on the effecm1e· 
ncs.~ factor 1n 11 1mmobil1zcd cell catalyst llmitcd by intmnal d1f­
fus1on 

. ~ ... " 
ALludl art1v1ty 

IV. .•• 1· 
2 V, .. 
3 v .... 
G V "H 

10 V .. 

50 gl 

o 500 
o 3!10 
o 320 
O 2S7 
o 197 

Elft:rti'11eness factor 

s, 10 gl • s, t gl 

n ~70 O 1'.lO 

o 218 0.170 
o 205 0122 
0172 o 100 
o 134 O OfüJ 
o 0'..13 oº"" 

01d1..·1 to tiht.1111 lh1..· 111.1\111llll1l "J11..'t.:ilit.: ;1\.'li\'ll~. lf th1..· 
1..-.11ah ..,¡ ' ' ..:t1n1w\kd h\ intcrn.ll d1lfu..,ion. tlw 1111..·11..·.i..,1..· 
i111h~· "1'1..'t..:1lk a1..·ti\il\ ·oflhc .. 1ra111\\lll11111~ 111ak1..· 1h1..· 
l.".tt;il~..,t 111111i: 111..:fliu..:nt. ;1.., .1 hight.·r p1..·rt.:cn1 tlf th1..· 
t:'Tl/\lllillil." a\,.·t1\ll\ i1hid..: thc l."a!ah..,t \\1!1b1..·11..,1..·k· ....... 
1 hi ... ¡.., ... tw\\11 in ·/,1/J/c 3. fo1 lh1..· ¡..,:. fr11t!tlt\ 1.'CI\.., \\llh 
an a1..·lli,1I ;11.:tl\ ll \ of l .hhh l 1c 1 •• :cll. :\Ji, cfuld i11dt.',t"1.. 
in "f11..'1.:ili\.' al.'li\ 11~ ol' th1..· \,.·..:11 ... \\,1uld \.',1u ... ..: .1 d1..·1..·rt.·;1..,1..' 
in th1..· cff..:d\\..:n..: ...... f.11.::~1r fL11n O.; tn 11.~'i .... ,,.., 1fü·,1-
-.urcd at 50 !!1 1

. ·1hi: "Po..'\.'ifk a\.'li\11~ tlf th1..· \:al.11\ ... 1 
\\llUld. ho\\C\t:'L in\.'lt.':t"'-' 110111 550 to 1 Al'\:' L1g. 1 1.·;1t. 

... u lh1..· 1..·111~111..: plPdut."tilln '-ºthl \\ll\ h..: an 1111pt111.1111 
\.IÍkrh•O :,l J..:!:ni: !h-.· 1 . .":H:!J~._I p!Pdt11:1Ínll p1t1l.'1..'"· 
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;iNEXO II 

Penicillin Acylase Extraction by Osmotic Shock 

M. Rodn'guez, L. Güereca, F. Valle, R. Quintero & A. López-Munguía 
Instituto de Biotccnolo¡;ia, UNAM, Apartado Postal 51 ()..3; Cucroa\'aca, Mor. 062271, México 

(Rcceivcd 14 Octobcr 1991; a=ptcd 10 Dccemh<r 1991) 

Penicilll• acylcsc w.is <xtracted from E. Coli by osmozic shock. Th• 
proc.ss was optlmccd by factorial dcsign, scaled up w1d inzc·grazed ro a 
purificarion process in order to cqmpare it wirh purification processes 
rtported in the /iterature. A spuific parameur PPEF {Purificarion 
Processes E»aluation Factor) was defiMd for 1hLr purpou. 

INTRODUCTION 

Pcnicillin acylase (PA) orpenicillin aminobydso!ase 

~
C:.3.5. l. ll) is uscd to produ<:<: 6-aminop­

J, e · 'Uanic"add (6-APA), an importan! intcrmectiatc 
· ¡ in tbc productioa oí scmi-syntbetic penicillins. After 

glucose isomerase, PA is tbc second most imponant 
cn.zyme at an industrial leve! as an immobilized 
biocatalyst. Maay companies are invo!ved in tbc 
production oí im.mobilizcd forros oí PA: including 
Rhom Pharma and Bayer (Germany), Snam 

!,¡ Progetti and Sclavo (Ita!~ AstraJ ~witzerland), (L 
•l Bcecham (UK), Pfizer (USA), Genin (Mexico), Gist 

Brocades (Holland). Tbey sbarc an annual market 
for tbe bioc:ita!ys: vf SG millic.i.u Jolld.I!.1 for the 
production of 4500 t of 6-APA.1 Jn almos! all the 
existing co=ercial products, tbe biocatalyst is 
manufacturcd with PA extractcd and purified from 
Eschuichia coli. The purification step plays an 
esscntial role in thc proe<:ss a!lowing the immobil­
ization oí highly purified forms of PA, yielding 
biocata!ysts ofhi¡;l: specific activity ;;.nd coustituting 
between 30 and 40 % oí tbe biocata!yst production 
costs. In general, tbe higher tbe number oí puri­
fication steps required to obtain a purified enzyme 
product, tbe lowcr the yields and tbe higher tbe cost 

Correspondin¡ autbor: Dr ["M.~~~~·~~\~c';,hone: 
(52) 73 172799; Fax: (52) 73 172388. 

oí the purified cnzyme. Tbus, tbere cxists a 
compromise betwcen tbe nced to produce catalysts 
oí good quality with bigb specific activity and tbe 
number oí purification steps rcquircd which resu!t 
in !ower yields and bigber cost oí the purified 
cnzyme. 

A number of purification processes íor PA from 
E. coli have beco proposcd in the literature (Table 
1). In most oí tbese tbe bacteria are disrupted to 
extrae! tbe enzymc by sonication and homo­
geniz.ation. After cxtraction, sa!t precipitation and 
various types oí chromatography are oíten used for 
íurtbcr purification oí the enzyrne. The main 
purification processes reported for PA are listed in 
Table l. lt can be seco tbat in all ofthese proe<:sses 
eDZ)me extraction is employed. AJthougb horno· 
geniz.ation is tbe only metbod suitable for !arge 
scale purification, it is only used in about 37 % oí 
tbe cases. It is also importan! to point out that 79 % 
oí all the cxamined purification proe<:dures include 
a chromatographic step, DEAE-cellulose being tbe 
most common. 

PA from E. coliis found in the periplasmic spae<:, 
wbcre the protein concentration is W-20 % oí the 
total cellu!ar protein. 1 A selective extraction oí tbe 
pcriplasmic proteins wou!d thcrefore resu!t ia an 
extract oí bigb specific acti\ity to initiate tbe 
purification procedure, reducing the number of 
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Tab1c J. Purifieation Processcs for PeniciJlin Acyluc 

kfcrttu:.c 11 15 /7 16 

SI<¡> l H.:ia¡oi.c.niution Homogcniuúon Homo¡:enlution Sonic.ation Frcaicg-th.av.1ne A C%l0:1( e!:')~~¡ 
2 pH precipit.uion Nucleie acid ¡;Hp:Wp,; .. 1i¡1n ;>-;¡¡(')C'IC .llCld DI:AE·ccllulosc Sepbarose 48 

climination cl1mination chroma1ognphy chroma1oi;:raphy 
(NH,),SO, (NH,),SO, Ta nin (Nll,),SO, r,-1i,1,so, DEAE-a:llulose 

precipit.atioa ptccipit.Ufoo prtcipit.ation ptccipit..atloo preapiUtio~ chr.:-matograpbf 
SE-S.pbadn PEG Accione DEAE-ccllulos.e lfydroxybpatite 

chromatogr¡pby prccipilation homogeniz.aLlon cbromatop-aph)' chro!natogr""pby 
DEAE-S.phadu DEAE-<>:llulosc CM.¡;:rUuJ0~ Hydroxylapatitc 

chromalograpby chromatograpby chromatograpby chromatop-aphy 
Crystz.lliz.atioo 

Table l. A.'lalysis of tbe Frcqu~ncy of Punfication S1eps in 21 
Process,es íor PA Purification io thc Litcn.turc• ..... ua.11-u 

Process Mod, 

Extraction 100-0% Homogcn.i:.atioc ¡¡y,. 
Sonic:uion 25-0~~ 
Aet:tonc dryina: 125% 
Olhcr 25-0% 

Nuclcic acid 58·3 'I• Strcptomycin sulphatc 50-0'/. 7i/. elimin>tfoa ( } 
Prot.aminc sulphate 14VI. 
Otbcr 35·1~• 

Prcdpitation 58·3% (NH,J,SO, 78·6~í 

Aceto ne 10~·. 
Otba 'il'1t. 

Cb.romato¡raphy 19·2% DE.AE-«llulose 42·1% 
CM-c:cllulose 21-0•;. 
Other 36·9% 

purification stcps and avoiding the cumbersome 
elimination of cell debris and nucleic acid. 

Fcw rcports dealing witb non-mcchanical ex­
traction metbods can be found in the Literaturc. 
Grccc el al.• rcportcd freezing-thawing of tbe cclls ·' 
as an alterna ti ve, bul no mention was made of tbc ~ 
extraction )ield and four purification stcps which ~ 
wcre required to obtain the purc enzyme with 30% 0 
yield. Such a method is probably too e.xpe1.sive for .. ~ 
production purposcs. Mabajaa' extractcd tbc en· :S 
zyme from a 5 % w/v cell suspcnsion by drying with C::C 
acctonc and suspcoding in water a T'\1 .,. -7·2 foc 
2 h. Lowe el al.' cxtracted PA from seudomo';!!!_·~ 
pilo! plant scalc by a pH change trcauncnt. The 
cclls were suspended aad maintained in K,HPO, 

S (O·/o5 M, pH 1O·5) for 30 min at 20 ºC. The pH was 
!ben adjusted to 7·5 and Triton X-IOO added to a 
final ronccntration of 0-5 % (w/v) and tbe super­
nat.ant rontaining tbc enzyme was reco\"cred aftcr 
fi.Jtration. Although such an altemative is tcch­
nically feasible, tbe extraction yicld is onJy 47 % 
sincc PA is c.xtremely sensible to deactivation at 
alkaline pHs.' 
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Although repons on osmotic shock for erizyme 
extraction can be trae<d back to 1967 and in spite of 
the l'arious advantages of the proe<ss 10 extrae! 
pcriplasmic proteins' this metbod has oeither beca 
used in large scale proccsses nor syst<maticaUy 
studied. Osmotic shock has only been appLied to 
pwify PA in laboratory studies.' E. coli cclls were 
cxposed to hjgh sucrose concentrations to increasc 
thc iotraccllular osmolic pressure, and after centri­
fugation tbe ccUs werc resuspcnded in water to 
crc:ate an osmotic pressure gradient that induces the 
release ofperipJa.smk material TIH: l.ib-::-~t:d peri­
plasmic proteins were finaJJy recovered after ccntri· 
fugal separation of the undamaged ccUs. 

From the \'arious sclective extraction procedures, 
osmotic pressure treatmcat is technically ,;a ble as it 
may be applied at diJferent scalcs, thcre are no 
rostly chemicals iavolved and the equipment 
required is the samc as used for production 
purposes: thc fermcnter can be used asan extraction 
vessd and tl1e centrifuge to rccover the cclls may be 
tbc same one employed to proccss tbe fennentation 
broth. 

In the present work we studied the use of osmotic 
sbock as a step in the production of partiall)~<I 
purified PA to be used in the manufacture of .j./ 
biocatalysts for 6-APA production. Tbe influen~ 
of differcnt parameters oc cnzymatic recovery were 
aaaiysed aod tbe optirnized treatment uscd at pilo! 
plant scale. A romparison was also made \\ith other 
pro~ures in terms of extraction yield, purification 
factor and nwnber ofsteps rcquired for the proccss. 

MATERIALS AND J\IETHODS 

Enzyme 1ctMty 
E. coli ATCC 9637 uitb PA activity were kindly 
provided by GENIN, S.A. de C.V. Enzyme activity 
was measured with 2 % penicillin G (Oñaquim, 
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Prr.icillin ac_dasr ().Jrarzi('Jn f>.t· osnic:ic JhCid.: 

x, 
ctll etmcitnZration 

(g prol/lurr) 

Uppc::r l:vcl :1 
Base 18 
Lowcr le\.·cl 9 
\'ariatiC'ln uniu 9 
Rc¡:ru:;ioo -!·41 
coeffi=ienl 

Rc¡::rc~i.:-n - ... ~ 7 
coc5:icot x 
\'ariation uniu 

!'cw \'arü1.tion -l 
uoiu 

Table 4. Rcsula of th: Second Pan oí Pzoces.s Optic!:.ati"n 
Experimcou 

Exp. Ctll conc. S"crost EDT.4 conc. t.r. l'u:ld I'I' 
/\'o (J:prot/litrr) (~t -..-¡,} (c,í -..,r,·) (mm) (º1í} 

Ba.sc' 18 :0-0 1 37 !-ll 
11 16 lt>7 l··<O 5·14 
12 14 11·4 l·.:.4 5-03 
ll 1: :2·1 1"7 4·8E 
14 10 :n 1·50 H6 
lS 8 ::-5 1·54 07 

• PF, puriñcatioo factor. 
• Ori¡:inal cond1tioo. 

S.A.) in phosphate buffer 0·1 M, pH H at 37 'C. 
Tbe initial production rate of 6-APA was foUowed 
by the p-dimcthylaminobcn.zaldehyde method. 10 

One acthity unit (U) is defined 2s the amount of 
enzyme producing 1 µmol of 6-AP A per min. E. co/i 
contain 50% (w/w) protein and hal'e an enzymatic 
actil'ity of around 100 U g·• ceU (dry weight). 
Protein was measured by the Lowry method. 11 

Enzvme t:xtraction 
Tbe° general procedure for enzyme extraction 
consisted of suspending the wasbed cell paste in 
potassium phosphate buffer (pH 7·0, 0·033 M) to a 
concentration of 90 g protein/litre. EDT A and 
sucrose were addcd as concentrated solutions of 
9 37 and 50 % w/\', respecti"ely. After 1 O min of 
mechanical stirring the treated cells were recovered 
by centrifugation (12000g, 15 min, 4 ºC) in a 
Becbnan centrifuge (Beckman !ostruments !ne.) 
and immediately resuspended in distilled water to 
thc original volume and stirrcd for 10 min. Tbe 
suspension was centrifuged as befare to recover the 
supematant containing the enzyme. Thc optima] 

,\", '• J¡,,,Cf0.5C CQ'1.!""itr.i•a:1011 EDTA coriur-.1r¡;;¡11011 

(~i ~/,·) (º1éi M"fl) 

:1 
1 ~· ~o 1·37 

15 1 {lO 

5 0)7 
S·<J 3 :s 

::·l!- 131 

07 (t·(l~4 

'· .•. • \·. ~- : (, _...; . ...._,:• .•.: 1.-I-

conditicns for :nz~me cxua'ction werc det:;r:iia:d 
C\p:rirneotally in :s ml volume sampl:s. Tbe 
optirniu:d t:1ethod was =iled-up to 1 litre of all 
suspension ob~~ined from a' 10 litre fenneot~ticm 
broth. ln tb..i~ case, the cell sus?ension was stirred at 
665 rev ,'min using a ma~n5)mr:l.!E! !n a 2 litre 
''C~~-:l u·'.tb ~\,\.('\ baffiet. and.;:i.n ':::.sDC~t ratio of 1·:8. 
The c=n~:1fu~ation step$;"C;ccari;ed out in a mir..i~ 
sharrles centrifuge C-1· 1 (Penwalt, Mc:tico, D.F.) 
at 13850g "ith a:¡: factor of 285·1 m'. 

Enzymc purifkation 
The e'tractcd enz~10e was further purified by 
ammonium sulphate precipitation as reported hy 
Kutzhach & Rauenbus:h." The 40-65 % fraction 
was dissolved in potassium phosphate buffer 
(pH 5·8, 0·015 M) and dialysed against the same 
buffer. The ellZ}me was then applied to a CM­
Sepharose column pre\'Íously equilibrated with the 
same buffer. The column was washed with the 
starting buffer aod the enzyme desorbed with 
potassium phospbate buffer (pH 7·8, 0·050 M). Up 
to 60 mR of protein per ml gel could be loaded 
under these conditions. Fer comparison thc ex· 
tracted enzyme was also applied directly to the ion 
exchange column. 

Electrophoresis 
Sodium dodecyl sulpha te-polyacrylamide gel 
electrophoresis was prepared and run according to 
the method of Laemmli" using 0·75 mm lhick slabs 
10% T, 2·i % C; T denotes the total wci¡;ht of (;'\/ 
monomer (acr:·lamide plus N,N-9ethylene bis- \0, 
acrylamide) per 100 ml of solution, C denotes tbe 1 
weig.hl of N,N-methylene bis-acr:·lamide expressed 
as perccntage of the total weight of monomer. The 
gel was stained "ith Coomassie Blue R-250. 
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~-'C'".:..:.:::.~ 

-- J..,;. .:.. __ .. ·. 

~,,~ tJ 
ríe. J. SDS--PAGE (IO~í T, 2 i ~·, C) (A, EJ ~.fc-:t\:L.:.!•r v.c:tbt 
u:.ul..cr pro1cim (80, 68, 43, .tnd ~~ !io:D); (Bj h"':.al c-tC p:ot.cio; 
(CJ rolu1'1e protcins re';.¿~ b) ~,-.::; :i('ln; (DJ c::ll p;vtein 
rde1.J.ed b) .. oHncitic s},cd:. T Jrn:i::s the 10:;.I \l. c:i¡h1 of 
~c.nvm:r (aC":)·li...midt pluJ !'.~·n1t:l:~ :: .. e l1Í$·!::;la:-=-J.1:=\ rcr 
)OQ e) OfsoJution. C ÓcOOI~ :.bt .. :-:~b: of S,~·C'"·Ctty)coe bit• 
l(;:yli~mide c.i.rr~!-ed u r-:-:· .. yr.~i·e oí tbc tot.:U .... c:i;ht 
m..:inorocr. 

RESL'LTS A.'"D DJSC'CSSJO"I 

Optimization or the t'Xtrac.1icrn L1l :.hod 
In ordcr to define tbe hcst e\tr;i1..:ic1a c0nditions a 
statistical optimization rr0Gedt1re \~as ilpriied.u 
Tñ.rec paramctcrs wcrc ~-:~-:c~rd for the study: c.ell. 
s.ucrose and EDTA c0Dter1trntic.,n. The response 
variable ofthe e\p-:Iim~n! was t~.e yield ofextrac:ed 
cm:yme. The dc!>:!.n of n-.e t';'I,~·...;, ir:lt is dt:~cribC"d 
in Tnblc 3 \lol1ich ale.o in:bd...:s a ~t;..tin.i:al analysis 
of thc re!ults. Frl1m tl-·r!-C lJ;~ta th: f01lc•\l.ing 
tquation can b: obt:,i~<xl: 

l'= 64·19-4·2X1 +2·i6X,+ ¡.¡;x,+0·1f8X1X, 
+ l-57X,X,; Of9~X,X, t 07175X1X1 X~-"' 

\\hcre X1 is the conc.:ntration of ceUs (g/litre), X, is 
the concentration of sucrose (% w/v), X, is the 
concentration of EDTA (% "'/'"), Y is the PA 
t>traction yield (%). 

According to thc 1cgression codlicicats (Table 3), 
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tht Cl.'.:-;1.:::; :. : .... ,: ·, ;,! ~:~.:.·:.~<: ;_!';~·:::·l: b~ ~~:;:-.:·'-:. 

a:-,d cdl c,:-.n .. .:.. :.i:; .1 :i .. ·:i. AL ... -c•rCir.f i('I t:-i: !-ig;--:~ 0~ t'.·1: 
1:t:I1:~~¡ ... ,!l t·t·::'~1 .. ·it.!·.~.!:i. th~· ::,1:-;·:tic•n ~ ¡~jd ":..! 
<.:E:-:::~?y ;:!"r;'.::-:¡~·:-.~: ~o;.· .... ::,-:-: c,-;-1~·c-¡,lr •• ::d1 .::i~ 

hdin:.:t!y p1 ,··;1-•:-'.ic•:::.'. u c~:i'. c:·:-1.:-:.::.:: <:.:10n. l:DTA 
c0uccnt:0::ti0n h;1J a ni:flifibl:: t:;¡c::t ,d;L.-.;~I"h 

EDT:\ is rc~t1i:,j tü c~·r:1;"'lcx th: c;:ki~)a1 i~,~.s 
b.:.·:..md h' thc ¡;,:.. .. nh:-;-,¡¡: fa\C•u1i:;g th:- J1f'.1:'ll1n of 
r-~·ri!"'L!! ~ni~ ¡irt.•:t·':1<;. Jn T3hle 3 the n:.:~ \';·.:u::s f0r 
thc ~:.·:.:. rid ;- .. r1 l•f ¡t-¡c l'; ... ;i:: :. ».:il'íl p:-1.:i::-:·.~ .. :e : !':! 
i:·,c1i;::~lt.'d \\1i::J th:r..: -. •. ·re .;¡•,-!ic.J, t'.l .• 1"·:1011 

yi:lC!' 0f ~~ S ~t·) t: C v. t:re C''.,;:iir,:.·j ( L:bir: ..;), 
cn1:-.id::;.1~'.y ~':·::::r :1 ... r. t~.c (~ liºé yi:;J c·~1';:i:;ed 

in ü,: ini::r.l c .. ·:·":1:i.•::Ci T~L·.:.~ h:f~l ~;t.;ds '"t!'e 
;~c~o·:i:.i~i:d \.\1ih iC\I. c:!l C·•: • .:•:: ·.1.··\l,:l iri th~ 

"':'f!l( ... tic ~!w .. :t. r;v:.::-Ju:c (~ <.:d 10 f., iit1c) <·.:-ij i::i 
lU!D thic; rc.·~¡:':s in h;,t.i.,~r o;--- .-~.:riC'o v0lL"":':..·s cif 
ntra.:-! o:r·d mL·:c di'.u~::o~l 1.:1...:_:-:;:e pr::i~u:t. ·r.-1: 
i:--·1:JJi!ic1:':!'- r:.~··:·rtL·d f,·r t:'.; ... :,-·,'rH 11 (T; . ....,!e ~) 

\.\t:TC :.hcr1..·f0:-: ~ .. ·t~·ted ~:,d :;1 ;'.:is t.\)'~·:-i:r:.:·~t a 
~·.:c:j of 7t-'i'~L .~.~s l-~·._i ·J \\;,iJ 514 ft';J 
ruri:~~«di0~1 :.: ... :l•r. ;.._.,.-,,;;;¡ ~;;.L:,,; 1'~ th~ o .. t:-r'.;:; .... n 
FH':.t-:h1re tlH: 1.' 1Li\·é\:r.t l:::i c,·1c or :v.u pf t'..: 
cumrnon pre:i:i:1ir,::ry ¡'Ur•:-: ~~1~i.'n .. :cj1S The ..... ~.· 
motic e:xtrac:i..:'ln <±:'-o :-1\ 0i ied 1be r1.:-~d for ih: 
diminí:l:ion of nu:kic ;,.:ids. I:i thc t.\¡"C.i:i.:,cr1ts 
C<:rricd 0Ut to ~::k..:t tbc t\ IJ di.::ic•r, c.:•nditi1.,,'::S l T;, 1--i: 
~}, the obst:"\t'Ü dr:.:.1<..:i!~C iu tht' ru1i~c=:tÍ0!l fa.:-t0r 
rr12y be du:.: to :-in io.:-rc:.~~J ri: ~ .... -~'.'-C of ;'i~'ll~·ins 0thcr 
than :.ho~: f1 ... 'm the r~~¡='~~c.m P:·::n..:~: 0f t~.: 

incrc~~ed l'~::iotic pitS.'-Ure diffcrcnce (.1::) at the 
hi~htr sucro:.e ''-'ílC~tJ1r:1iiL•ns u~rd. 

·1n~:.~ r~sults \\1.:rc :i.!~·'J dc;.,~:,J:·ct C'n the E. cú!i 
!>traio. \\1tcn th: !-2.r:.ie np.:rimcnts v. ere p::-rft,1m~d 
v.ith a ml!t~nt j50!:~:cd Ílf'ln the orir.ir.al ~t~.'!.io but 
witb twi.:c t.he: 0rigir.~l s~.:·;:,c ;,(ti\'ity, thc CX· 
tr;t~tion ) iclJ io th: C.(•ildi:ic.n~ Jr::~~1t'd t.1:-:i::r w.~s 
90°.ó. Yielc.!s ~s hii.:h as 9S~ó ,-..c:re oh~::inc.-d in the 
case of c.\íoeri:~r:nis 14 and J 5 (T;ib1e 4) with tl,is 
new Hrain. It is n~·I kn1.:wn if the C\lr<tction :icid t/ 
'14.lS dc:p:·nd~·nt on thc r.=ll ~¡~· ... -;!ic l"r....::1ne :lctivity 
or if Ülc diffl·rrri.~c in thc~c fl~s.ults w;1s due to IÍic 
váriabi!it~· of cdl wall slructure. 

lt i~ d1!'fü:u~1 10 Cl·l~~¡;.are the rernl~ 0f 1t'.:.·c·\t:ry 
t!Od p~1riÍJcativo fa:-10~ OÍ !he t:'iZ)'.~1C C'l-..::-:i:ied ~)' 
th.is s.~k,:t.i\C f'lt"'.:CÓUrr, í!S inCSt of thc pu:ifi::,1ti 1'C 
s.:.:heI!lCS rcportcd in thc l.itcrature rcfcr tlicir n.·i;:ults 
to the clárified c'.\tract ;~s the s.t:1rtir.2 mr..tcrial. 

Jo our C.\pcricnc.e, the pu1ificatl00 proct.1ure 
reported by Kutzbach et al." resultcd in 90 % 
rcco\cry ofcr.zyrnatic actidty i1Í1cr homc•gcniLJtion 
in a ¡;.la" bcad mili (Be;id-Bealor, Biospec Pr0ducts) 
and 70 ~'Ó reccwcry iiftrr acidic pre.:iri1atíon <:nd ccll 
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Fl~t l. Pcnicillm a~yJ;..s.e cxtn. c:ion y1:id :u 11 fcn..:llon d 
... ~otic prcssurc ~dient (.ir.) 

debris ~ntrifugation (referred to intact c~Jll). A 
purification factor of 5·14 was obtained (Table 4) 
"ith osmotic shock and this is bettcr tbn that 
rcported afler hornogeniz.ation, acidic pre:ipitatioo, 
40-60 c;ó ammoniwn ~ul¡:ihaLc fr a.:.GunJ.t;un and 
pooled fraction SE-Sephadex, 11 or c"11 debris scp· 
aration, nucleic acid precipitation and amrnonium 
sulphate fractionatioo." 

In Fig. 1 the electrophoresis pattern of the 
proteins ~xtractcd by osrnotic shock (0·7 U/rng 
proteio) are cornpared o.ith the cclls disrupted by 
sonication (0·14 U/rng proteio) and the pro:ein in 
the clari.ficd extrae\ (0·21 U/mg protein). All cases 
startcd frorn 0·14 U/mg protcin in the intact cclls. 
The osmoúc prcssure gradient was detcrm.ined from 
tbe sucrosc concentration as follows: 

wbcrc 7t is the osmotic pressurc gradicnt inside and 
cuu:ic!e the ce!l, 

Cr>. 

R is lhe ¡;;.:s c0:-.st;,int = 8~ ~~tm/g m(ll K 
T l~ !~e t!'!!1p-:--i!tur~ :n K, :i:~Íid 

C is the molar sueros~ conc=:utration. 

., 

1t was found that J•A cxtracuon y1ehi was a 
function oí 6.:: ac.:n;,.:rng to r.a~ura!i0n Un~ti:s 

(Fig. ~). Howc,·er. "ben :hese re,·J?.S "ere ;>lotted 
as the IC'farlthm .:if th:: t>..!ra:t10n yield ::?.f:2inst tb: 
corresponding 0smot1c pr:::s(;ure ~aJien:s a first· 
arder kin::tic t.cha·:i0ur w::?.s obr.:rvtd íor low 
osmoüc prc~.sur=: rrc:1d1c~·1!~ 

An 1mron;..int ..:o:•siJr;-•. t10u ah::->ul tt'.l:; t.:>.traction 
pro;;.c:iure is th.11 aft~r c>.p::'ISUrc t .... 1 s"J:r :ise, cclls 
should b!' susp:..·ndcd rn water i::.qead of buffc:r in 
order to !>uhmlt t!ie cellc; 10 an effe.::i"!' os::noti: 
shock. \\.hen tiuffrr w;!r. ~<:.:.":"! thr vie\d v.~:(;..:( J0v• as 
&ü C:O car.1pu:::d to ..-1iater. ;\s a ~.::::ik-'..lp a;tproa:h, 
the cxtraction rro::::edun..· V.2.S ;lp;-lied to l inre of 
r..:el!t:!J.r !-usrension conwin;ng :: r. llitr!' l'Í ~io::1ass 
and usmg the condit1ons of c>..pe:-iment 11 (Tahle ~). 
:\n CAtr::iction ~iciJ oí /l·S"_,(., w~s o°0t~¡ned. \.\hi:h 
is clo!-e to the rcsul~ ob:ain~d in t~c :,5 m1 
exper.ment. So pani.:ufa.r dU:1:ultics wc:e found at 
this s::ale using a ceotnfuge with a fiC'w ra:e of 
s..; ilt:=/~ .• :c5:...:.~:::::; ;:: ~ ~:;:.:i::; :.:r ::::::::-::,~/C. r.•f 
34 m' /litre/h. 

Enzyme purifi"'1 tion 
In arder to test thc impact of PA e'traction by 
osmotic shock in a complete purifi::ation process, 
tbc most COr:l.D.lO:J orerat1or.s found in PA 
purification procedures (according to Ta1'Je 2), 
amrnonium suiphate precipitat.ion and ion exchange 
chromatography were carried out. An O\'crall ;icld 
of 70·7 '1ó and a purification of 51-8 fold was 
obtaincd when thc osrnotic extrae\ wos directly 
applied to thc chromatography column (Table ~). 
while the ovcrall vicld decrcased to 5 I ·4 %1 and tbe 
purification incre~ed to 68-5 fold if the amruonlum 
sulphale fiactionatioo step was iocluded before ion 
r.-x:changc chromato~rapby (Table 6). Thes.e results 

Table S. Puri6c.a.tioo 5'.bemc oí PA Ur.iog lou Excbangc Chrornato¡;n.pb.)· 

l'ol. Total 
(m~ acti\ity 

(lry 

Ccl! :i~-0 59·20 
suspension 

Osmotic 2$·0 4·Vi6 
•ho<:k 

a.L 
supcmatanl 

Pooled f'/<t. H 45.sl 
CM-Scpbarosc 

• PF, purificatioo factor. 
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Total 
proutn 

(m¡;) 

400-00 

67-'.:?0 

5·43 

Spuific PP 
aafrizv. , 

(C!/§i- -;_·< 

0666 '50 

~l·i'8 

l'ü:ld 
(%) 

10000 

70 67 
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Table 6. Purification Schcmc of PA Using Am.monium Sulphate Precipiutioc a.nd Ion ExchallEC Chromatriv-apby. 

l'ol. To1aJ Tc1:11 Spuific pp )"j,/d 

"""-~ 
~::iri:y ;r::cU: .:.::•1il.r 

(U) (mg) (U/j~ ,.,.~ 

ú:U ~5·0 lHO 3¡.; 4 o 1467 MIO 100().) 
swpc:csioo 

Osmotic 1bock :5·0 ü92 600 07320 HO 7¡.¡g 
supc:rnaunt 

40-60 •;. ammoo. 9·0 3l·76 IJ91 2·5100 17 :s 64·24 
sulph.aU: p~ip. 

Pooled fracc 98 16·61 :!·81 101800 68-46 51·39 
CM-Sepharoi< 

• PF, puri6cation factor. 

Table 7, ReJative Compa.ri~on of Purifi~tioc Pro.xss ReponeJ for PA 

MUroo11anism /'urifica1ion Puri!í-alin'I 
factor -'"i"f c•,•i 

E. coli 68-l ~5·00 

NC!B 6743 A 
E. coli 79-4 30-00 

SV 
K citrophila 123-0 61·00 
E. :ali 990 :i 00 

ATCC 11105 
E. coli 14·0 52-00 
E. col/ 49-0 3i-O 

NCIM 2400 
E. coli 200-0 0·45 

ATCC 9637 
E. coli 66·5 51·36 
ATCC 9637 

E. coli 51-1 70-67 
ATCC 9637 

• PPEF: See dc6nitioc in tcxt. 

demonstratc that only one or two purification steps 
are needed to rcach the high spccific acthity 
required for the production of the PA catalyst. The 
numbcr ofpurification steps may be reduccd dueto 
the sclcctive extraction of pcriplasmic protcins. 

As mentioned earlier, thc purification proccsses 
describcd in the literaturc are difficult to compare. 
In this case thc objcctive was to obtafo a highly 
purüied fonn of PA i;ith the maximum )ield at the 
mínimum cost, in order to prepare a PA catalyst. 
One simplified way to compare tbe proccsses, 
assuming that all the purification steps are 
equivalen! in cosi (a,= J), is to define a Purification 
Process Evaluation Factor (PPEF) as: 

PPEF=~ 
í:a. ,_, 

Num~r of PPEP Rtftr~nu 

pur!ficariort 
sups 

341·.50 15 

476-4-0 

1500·6-0 16 
.:12-su 12 

4 182·6-0 17 
2 90600 5 

IS·OO 18 

1172·71 This worlc 

IS29·64 This work 

wbere :x, is a cost factor associated with eacb of the 
pwi.fication steps, 
N the numbcr of purification steps, 
PF the final purification factor, 
PY the final purification yield. 

Tbe higber the PPEF, the bcttcr the purüication 
proccss. Tbe purification proccsses including tbe 
values of the PPEF were reviewed in Table 7. The 
advantages of the osmotic shock proccdure in PA 
purification proccsscs are indicatcd by a higb value 
of tbc PPEF. 

Tbe osmotic shocl: te:hnique is thereforc a 
valuable method for the cxtraction of PA from E. 
coli cclis due to its simplicity and its feasibility for 
scaling up. The usual purification proccsses can be 
reduccd to one or two steps sincc this technique not 
only substitutes for mccbanical extraction but also 
results in a 5-fold purification factor. An cxtraction 
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Penicillin acyla.u t.tlraclion by osmotic shock 

)icld ofalmost 100% can be obtaincd from diluted 
cclls and lhcrc is a first ordcr rclationship bctwccn 
cxtraction ~icld and osmotic prcssurc ~dicnt. 
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ANEXO III 

ESTIHACION PRELIMINAR DEL COSTO DEL BIOCATALIZADOR. 

PRECIOS MATERIAS PRIMAS (DOLARES) 

FERMENTACION (400 U/l, 4g cél/l) 
ACEITE 
AGAR 
GLUTARALDEHIDO (25% l) 

0.013/100 u 
1.0/l 

154 .l/kg 
211.4/l 

CANTIDADES REQUERIDAS POR KG DE BIOCATALIZADOR 

CELULAS 
ACEITE 
AGAR 
GLUTARALDEHIDO 
OTROS 

TOTAL 

cantidad 
165 g 
3.3 1 
0.2 Kg 
0.2 1 

RENDIMIENTO DE LA INMOVILIZACION 

COSTO DEL BIOCATALIZADOR (I) 

COSTO DEL BIOCATALIZADOR (II) 

COSTO DEL BIOCATALIZADOR (III 

Dólares 
2.145 
3.3 

30.82 
42 .28 

1.45 

80.00 

90-95% 

189.23-199.75 

94.6-99.8 

84.2-88.8 

(I) si se emplean solamente el tamaño de biocatalizador malla 50 
que corresponde a 44.5%. 
(II) si se emplean los tamaños de biocatalizador malla 40, 50 y 80 
que corresponden al 89%. 
(III) si se emplean todos los tamaños del biocatalizador 

Considerando que el costo de las materias primas representa 
la tercera parte del costo del biocatalizador (Quintero, 1992), 
los costos del biocatalizador serian: 
para (I) 567.7-599.2 

(II) 283.8-299.4 
(III) 252.6-266.4 
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ANEXO IV 
Integrac•ión dt• las ('cuaciones de los mod.,los cinéticos de la penicil ino amldasa. 

ISIM INTERACTIVE SIMULATOR 

$ list 
1 : REACCION INTERMITIENTE. DIVEHSOS MODELOS CINETICOS 
2 : PARA LA ENZIMA PENICILINO AMIDASA. 
3 CONSTANT VF=O,KF=O,CF~O,FO=o,cs~o,CP=O,SEQ~o 
4 CONSTANT CINT=5, T=O, TFIN=500 
5 PRIHT "ESPECIFIQUE '/F (Vmin: mM / min¡, ¡.:¡: (Km mMj, CF " 
6 PRINT 11 (Ki DEL FE!HLACETICO mM), CP (Ki DEL 6-APA mM) 11 

7 PRINT "CS (Ki DEL SUSTRATO mM), FO (SO DE PENICILINA, mM) 11 

8 PRIN'l' "SEQ (CONC. PENICILINA EN EQUILIBRIO, mM) 11 

9 1 RESET 
10 INTERACT 
11 PRINT "Vmax PGK=",VF 
12 PRINT "Km PGI<=", KF 
13 PRINT "Ki FEN=",CF 
14 PRINT "Ki 6APA=",CP 
15 PRINT "Ks PGK= 11 ,CS 
16 PRINT "SO PGK=",FO 
17 PRINT "SEQ PGK=",SEQ 
18 
19 SIM 
20 GO TO 1 
21 
22 INITIAL 
23 T=O; F=FO; FI=FO; YI=FO¡ YX=FO; YZ=FO 
24 DYNAMIC 
25 
26 : MICllAELIS MENTEN 
27 F' = -(VF*F)/(KF+F) 
28 XF = (FO-F}/FO 
29 
30 : INllIBICION COMPETITIVA 
31 FI'=-(VF*FI)/(FI+(KF*(l+(FO-FI)/CF)}) 
32 XI= (FO-FI)/FO 
33 
34 : INllIBICION COMPETITIVA Y SUSTRATO 
35 YI'=-(VF*YI)/(YI+(KF*(l+(FO-YI)/CF))+(YI*YI/CS)) 
36 XS = (FO-YI}/FO 
37 
38 : INllIBICION COMPETITIVA, NO COMPETITIVA Y SUSTRATO 
39 P=F'O-YX 
40 I=F'O-YZ 
41 Sl=l+P/CP 
42 Rl=l+I/CP 
43 S2=l+P/CF+P/CP 
44 R3=l+I/CF+I/CP+I*I/(CF*CP) 
45 : MODELO II ....•. ENZ. MICROB. TECHNOL. 1982, 4, 35 
46 YZ'=-(VF*YZ)/((YZ*Rl)+(KF*R3)+(YZ*YZ/CS)} 
47 X2=(FO-YZ)/FO 
48 : MODELO I ....... ENZ. MICROB. TECllNOL. 1982, 4, 35. 
49 YX'=-(VF*YX}/((YX*Sl)+(KF*S2)+(YX*YX/CS)) 
50 XT=(FO-YX}/FO 
51 
52 : TRES INHIBICIONES, CORRECCION POR EQUILIBRIO 
53 XE=(FO*XT-SEQ)/FO 
54 X3=(FO*X2-SEQ)/FO 
55 
56 OUTPUT T,XT,XE,X2,X3 
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57 PREPARE T,XT,XE,X2,X3 
$ VAL FO 214. 00 
$ VAL KF 12.000 
$ VAL CF 51. 550 
$ VAL VF 3.4000 
$ VAL p 0.00000 
$ VAL es 459.00 
$ VAL CP 234.30 
$ VAL SEQ 5.6000 
$ VAL CINT 20.000 
$ VAL TFIN 300.00 
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