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RESUMEN

Mé&xico cuenta con un bilocatalizador de penicilino amidasa
(PA) competitivo con los ya existentes a nivel internacional,
fabricado por inmovilizacién de enzima parcialmente pura de E.
coli, a un soporte epbxico, por lo que el costo del biocatalizador
resulta ser relativamente alto. Evitar el paso de purificacién
inmovilizando a 1la célula como tal, disminuiria notablemente el
costo del biocatalizador. No obstante, para obtener un
biocatalizador de células inmovilizadas competitivo es necesario
contar con una cepa de alta actividad especifica, una metodologia
de inmovilizacién de cé&lulas adecuada, alta eficiencia en 1la
expresioén enzimatica, facil de escalar, de bajo costo y un disefio
6ptimo del sistema de reaccién.

Asi, el objetivo de este trabajo es contribuir a mejorar la
tecnologia enzimatica con que se cuenta en estos momentos para la
hidrélisis de penicilina, en dos aspectos: uno global y otro
parcial. En el mejoramiento global se disefid un biocatalizador con
actividad penicilino amidasa, empleando células completas de E.
coli. El1 catalizador obtenido cuenta con adecuadas propiedades

mecdnicas, alta eficiencia catalitica, susceptibilidad de
escalaniento. En el mejoramiento parcial se disminuyeron los pasos
de purificacién a que se sujeta la enzima, para elaborar el

catalizador con la enzima inmovilizada. Se propone el choque
osmdOtico como una alternativa a la ruptura mecanica de la célula.

Para la primera etapa, la técnica de inmovilizacién
seleccionada fue el atrapamientoc en gel. Se utilizé un sistema de
dos fases basado en la dispersién de la suspensién células-gel
(fase acuosa) en aceite (fase hidrofébica). Para ello se probaron
diferentes biopolimeros: gelatina, carragenina y agar. En base a
la capacidad de atrapamiento, estabilidad y manejo, la mejor
opcidn resulté ser el agar, con una relacién células/agar de 8.25

g9/9.

Se establecieron las condiciones de produccidn de
biocatalizador a nivel de 225 ml de suspensién células/agar,
obteniénde un rendimiento de inmovilizacidn total de 90-95%, con
la siguiente distribucién de tamafio de particula malla 200: 4.5%,
malla 80: 15%, malla 50: 44.5%, malla 40: 29.5% y malla 30: 6.2%.

El biocatalizador se caracterizé en términos del factor de
efectividad (m), determinando su dependencia con el tamafio de
particula y concentracién de sustrato. Se encontré que los tamanos
de particula correspondientes a la malla 50 y 80, no presentan
problemas difusionales (m > 0.9), Yy que a concentraciones mayores
de 10 g/l de PGK 7 es 1. Este mismo estudio se realizdé para el
biocatalizador manufacturado con gelatina, para dos tamafios de
particula. Estos resultados se discuten en el articulo Design of
two immobilized cell catalysts by entrapment on gelatin: Internal
diffusion aspects, publicado en 1la revista Enzyme Microb.



Technol., vol. 13: 127-133 1991, (Ancxo 1)

Se llevé a cabo 1la caracterizacién fisicoguimica del
biocatalizador, determinando gue la temperatura y pH &ptimos son:
55 a 60°C y 7.8-9 respectivamente, la energia de activacién fue de
9474.5 cal/mol. Las condiciones de estabilidad 6ptimas resultaron
ser 37°C y pH 6. Se observé que la desactivacidén sigue una
cinética de primer orden.

Se determiné gue después de 40 hidroblisis en reactor tangue
agitado por 1lotes, el biocatalizador retiene B5% de su actividad
inicial.

La caracterizacién cinética de 1la enzima se realizdé en
células completas de E. coli. Presenta una cinética de Michaelis
Menten con un Km de 12 mM y una Vmdx de 6.7 U/g de células (p.s),
presenta inhibiciones competitiva por 4&cido fenilacético (AFA)
Kiara de 51.55 mM, no competitiva por A4cido 6é-aminopeniciléanico
(6-APA) Kic-ara de 234.3 mM, asi como por exceso de sustrato con
un Xs de 459 mM.

El biocatalizador obtenido se utilizé para llevar cabe
hidrélisis de penicilina en un reactor tanque agitado por lote. Se
observé que el modelo de triple inhibicién modificado con
correccién por equilibrio describe adecuadamente la reaccidn de
hidrélisis de la penicilina.

Se efectud un andlisis econémico preliminar del proceso de
produccidn del Dbiocatalizador con el fin de determinar la
factibilidad econdmica y perspectivas del biocatalizador. Del cual
se desprende dque para gque el biocatalizador tenga factibilidad
econdmica es necesario que tenga actividades superiores a 40 U/g,
lo cual significa que las células de E. coli deberdn tener al
menos 270 U/g de células secas.

Por otro lado, se probd y optimizé el método de extraccidn de
PA por chogque osmbético con sacarcsa. Se determiné que es una buena
alternativa para sustituir a la ruptura mecénica, ya que ademas de
ser menos drastica disminuye los pasos de purificacién. Estos
resultados se presentan en el articule Penicillin acylase
extraction by osmotic shock, anexo II, aceptado para su
publicacién en la revista Process Biochemistry.



I. INTRODUCCION

Los antibiéticos son un grupoc heterégeneo de moléculas
biol6gicamente 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 antibiéticos son utilizados terapéuticamente y en algunas
ocasiones profilacticamente en el control de enfermedades
infecciosas, y constituyen uno de los sectores mas importantes
dentro de la industria farmacéutica.

En la industria de los antibidticos, los B-lactadmicos son sin
lugar a dudas los mas importantes, ya que representan alrededor
del 60% de la produccién total de antibiéticos (Klyosov, 1989).

El grupo de los antibidéticos g-lactamicos esta representado
por las penicilinas y cefalosporinas. La penicilina desde su
introduccién en el campo terapéutico durante la segunda guerra
mundial continua siendo el antibiético mas utilizado en el mundo.
Sin embargo, su aplicacién directa como penicilinas naturales,
(penicilina G y V) es limitada debido a que la gran mayoria de
microorganismos causantes de las principales infecciones son
resistentes por un fendmeno denominado "resistencia bacteriana®.
Esta resistencia es ocasionada por 1la presencia de la enzima
g—-lactamasa, capaz de romper el grupo funcional de las
penicilinas, transformandola en un compuesto inhactivo.

Esta situacién 1llevé a los investigadores a descubrir que la
modificacién de la cadena lateral de las penicilinas naturales,
les conferia resistencia al ataque de la enzima @G-lactamasa Yy
adicionalmente incrementaban su actividad intrinseca y espectro de
accioén.

La modificacién quimica de 1las penicilinas consiste
bidsicamente en remover 1la cadena lateral. De esta manera se
obtiene su nfcleo estructural, el &cido 6-aminopenicilénico
(6=APA), del cual, con la adicién de una cadena lateral adecuada
da lugar a las penicilinas modificadas denominadas "penicilinas
semisintéticas".

Las penicilinas semisintéticas actualmente son los
antibiéticos mis baratos y efectivos en el tratamiento de
numerosas infecciones bacterianas. AGn con el surgimiento de las
cefalosporinas, las penicilinas semisintéticas siguen dominando el
mercado de los antibiéticos principalmente por el elevado costo de
las primeras. Adicicnalmente la adicién de acido clavuldnicc a las
penicilinas semisintéticas, potente inhibidor de B-lactamasas, ha
permitido gue estas recuperen y amplifiquen su intervalo de
actividad.
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El 6-APA es la materia prima para la produccién de las
penicilinas semisintéticas. Se obtenia inicialmente por proceso
fermantativo (Batchelor, 1959). Sin embargo, dados 1los bajos
rendimientos y la dificultad en su separacién y purificacién, este
procesoc resultd obsoleto siendo sustituide por hidrélisis via
quimica o enzim&tica de penicilina G o V. La hidrélisis quimica de
las penicilinas naturales (fig. 1) para la produccién de 6-APA
consta de 4 pasos:

1.-Sililacién

2.~tratamiento de los sililesteres con PCls y p1r1d1na para
formar un intermediario de cleruro de imino (-50°C).
3.—a91c16n de un alcohol al intermediario imino ester
(-50°C) .

4.-Adic16n de agua para efectuar la hidré6lisis a 6-APA
(-20°C) .

Como se observa, en este proceso se requiere de compuestos
téxicos y dificiles de manejar como son los silanos y el PCls. Las
condiciones de temperatura son extremas y la recuperacidon de 1los
disolventes resulta incosteable (Queener y Swartz, 1976).

Por otro lado, la hidrélisis enzimatica se lleva a cabo con
la enzima penicilino amidasa {PA) generalmente inmovilizada, en un
solo paso. Para el efecto, es necesario poner en contacto a 1la
enzima con su sustrato en un intervalo de temperatura de 35-40 °c,
Yy de pH de 7-8, condiciones radicalmente mas suaves gque las
empleadas en el proceso quimico.

Adicionalmente la hidrélisis enzimitica presenta las
siguientes ventajas con respecto a la hidrélisis quimica:

-dada la alta especificidad de las enzimas, este proceso solo
permite la cat&lisis de un solo tipo de reaccidn, evitando asi 1la
producién de compuestos indeseables ocasionadas por reacciones
colaterales inespecificas, dadas en el proceso gquimico;

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

-los problemas de contaminacidén se miniminizan.

Por lo expuesto anteriormente, resulta evidente que la
hidrélisis por via enzimdtica 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 via enzimdtica. El1 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 expander& 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 tecnologia enzimatica
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a nivel comercial fue el proceso de produccidn de 6-APA. For esta
razén actualmente existen en el mundo muchas compafiias que
producen 6-APA (tabla 1 ). No obstante, los detalles especificos
de produccién son celosamente guardados por las diferentes
compafiias. Sin embargo, los principios generales tienen muchos
puntos de similitud, difieren generalmente en las cepas
utilizadas, en la composicién de los medios utilizados, en el
proceso de inmovilizacién de la enzima o de las células.
Actualnente la economia de la produccidén de 6~APA se concentra
fuertemente en la reduccidn de costos de proceso.

El precio de venta del 6-APA (80 dbélares/Kg) es muy cercano
al costo de produccién ya que el precio de la penicilina es de 30
délares/kg Yy se regquieren 2 Kg de penicilina/Kg de 6-APA, que
correponde a un 75% del precio, guedando un pegquefioc margen entre
el costo y el precio. El costo de produccién de 6-APA por via
gquimica es de 10-12 ddélares/Kg de 6-APA, mientras gue por via
enzimdtica es de 3-4 délares/Kg y si el mismo productor fabrica
también la enzima este costo se reduce a solo 1 délar/kg. Por esta
razdn 1las empresas productoras han encontrado enormes ventajas
econdémicas en el empleo de un procesco que integra la produccidén
del 6-APA con la produccién de penicilina y del biocatalizador.
Esto explica porgque Bayer 2% Beecham san los principales
productores de penicilina y de 6~APA a nivel mundial.

México  cuenta con una tecnologia para producir un
biocatalilador de penicilino amidasa, comnetitivo con los
biocatalizadores existentes a nivel industrial en el mundo. E1
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 razén para obtener el biocatalizador es necesario
purificar la enzima y posteriormente inmovilizarla en un soporte
gque permita obtener altos rendimientos de inmovilizacién y que
asegure su reutilizacidn en un alto nimeroc de hidrdélisis. La
necesidad de purificar la enzima, el método de inmovilizacién y el
soporte, hacen que el costo del biocatalizador resulte
relativamente alto. Si se evitard el paso de recuperacidn y
purificacién de la enzima y se inmovilizarad la célula como tal, el
costo del biocatalizador se disminuiria notablemente. Igualmente,
contribuciones tendientes a mejorar el proceso de purificacidn e
inmovilizaci6én redundarian en un beneficio directo.

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

*El1 desarrollo de cepas con alta actividad especifica,

*E]l desarrollo de técnicas de inmovilizacidn de células gque
proporcionen particulas con propiedades mecanicas adecuadas, alta
eficiencia en la expresién enzimitica (para hacer el mejor uso de
su alta actividad especifica), método simple, facil de escalar y
econdnico.



Tabla 1. Principales productores de 6-APA, tipo de proceso
y materia prima empleadas (Barber, 1987).
Compania Producecién para Proceso Materia
1985 (Tons) prima
Bayer 800 enzimitico penicilina G
Beecham 640 enzimdtico penicilina G
Bristol 620 enzimatico penicilina V
Fermenta 500 enzimitico penicilina V
Antibioticos 480 enzimatico penicilina G
Biochimie 150 enzimatico penicilina V
Hoechst 150 enzimatico penicilina G
Fako 100 quimico penicilina G
otros 660 guimico/en penicilina G y V
zimatico.
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fEstudios cinéticos con el fin de seleccicnar el reactor mas
apropiado, incluyendo la identificacién y el control de las
variables criticas.

Es evidente gque para poder aplicar estas estrategias se
requiere de un grupo interdisciplinario de cientificos en 1las
siguientes areas:

1. *Biologia molecular, para el desarrollo de cepas
hiperproductoras

2. *Tecnologia de fermentacicnes, conservacién de las cepas
hiperproductoras y optimizacién de su produccién en fermentadores.

3. *Ingenieria enzimatica, para el desarrollo del
biocatalizador y su uso Sptimo.

4. *Ingenieria de proteinas, 1la cual puede contribuir a
obtener enzimas con caracteriticas 'ad hoc" al proceso.

El objetivo de este trabajo es contribuir a un proyecto
global del Instituto de Biotecnologia sobre penicilino amidasa, en
dos aspectos: produceciébn de un biocatalizador de células con
propiedades mecdnicas adecuadas y alta eficiencia catalitica, asi
como la realizacién de estudios cinéticos y aplicacidén del
biocatalizador en la hidrélisis de penicilina G. Por otro lado,
mejorar parcialmente el proceso de produccién del catalizador
disponible actualmente, al disminuir los pasos de purificacién de
la enzima, proponiendo el chogque osmdético como una alternativa a
la ruptura mecadnica de la célula. La estrategia se plantea en 1la
tigura 2.
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Figura 2. Estrategia global del proyecto

BIOCATALIZADOR

BIOCATALIZADOR CON ENZIMA
INMOVILIZADA

Contribucién a 1la eficiencia
del proceso de produccién del
biocatalizador a través de un
proceso de purificacitn mas
eficiente,

DISENO DE UN BIOCATALIZADOR A
PARTIR DE CELULAS COMPLETAS

e BIOLOGIA
MOLECULAR
3+
PR ___MTECNOLOG IA
DE
FERMENTACIONES

Cepa hiperproductora

INGENIERIA ENZIMATICA

-Disefio del biocatalizador
~Caracterizacisén del biocatalizador
-Disefio del sistema de reaccién.
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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 diseflar un biocatalizador con actividad penicilino amidasa
empleando células de E. coli, con propiedades mec&nicas adecuadas,
alta eficiencia catalitica, susceptible de ser escalado y mas
barato. Por otro lado se pretende mejorar parcialmente el proceso
de produccién del biocatalizador con enzima inmovilizada al
disminuir los pasos de purificacidn de la enzima, proponiendo el
choque osmético come una alternativa a la ruptura mecanica de la
c&lula.

OBJETIVOS PARTICULARES.

-Seleccién del soporte y condiciones de inmovilizacién.
-Caracterizacién fisicoquimica y cinética del biocatalizador
-Aplicacién del biocatalizador.

-Optimizacién del método de extracién por chogque osmético de
penicilino amidasa de E. coli.

8-



III. GENERALIDADES,

Produccién de 6-APA,

Se entiende por una reaccién enzimatica la transformacién de
uno o mas sustratos en productos por medio de una enzima gque actila
como biocatalizador. En toda reaccidn enzimitica es posible
establecer condiciones de reaccién 6ptimas para lograr altos
rendimientos en el menor tiempo posible y, en el caso de utilizar
la enzima inmovilizada, una wvida operacional alta. En el caso
especifico de produccién de 6-APA via enzim&tica los sustratos
pueden ser penicilina G 6 penicilina VvV, 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 produccién de 6-APA, via enzimatica se pueden
distinguir tres aspectos fundamentales: los sustratos (penicilina
G o V), la enzima (penicilino amidasa) y las condiciones de

reaccién. A continuacién se describiran estos aspectos haciendo
enfdasis en los dos Gltimos puntos.

Sustratos

-Penicilinas

Las penicilinas pertenecen al grupec de los antibidticos
B-lactamicos, el cual estd comprendido por las penicilinas vy
cefalosporinas. Sus estructuras son similares pero difieren en que
las primeras contienen un anillo g-lactama tiazolidina pentagonal
en lugar del anillo fB-lactama dihidrotiazina hexagonal de las
Gltimas (fig. 3). Su biosintesis se lleva a cabo por un grupo
reducido de microorganismos, todos ellos filamentesos perc no
relacionados taxondmicamente: 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 basicamente Penicillium y
Cephalosporium.

La sintesis de penicilinas especificas se lleva a cabo por la
adicién de la cadena lateral precursora al medio de cultivo, tal
es el caco dc la penicilinas G y V que se producen al adicionar
Acido fenilacético [ fenoxiacético como precursares
respectivamente. Durante la fermentacién de esta especie de
microorganismos se acumula 6~APA, especialemente en ausencia de
precursores.

La aplicacién de las penicilinas como agentes terapéuticos se
extendié durante la segunda guerra mundial por una cooperativa
Anglo Americana {(Flynn, 1972). El1 avance de esta empresa estuvo
dado por tres factores principalmente: la obtencién del
Penicillium sobreproductor, el descubrimiento de la estructura de
las penicilinas para lograr el establecimiento de las condiciones
de recuperacién y purificacién y el desarrollo del procesoc a gran
escala.
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Figurd 3. Estructuras de las penicilinas (A} y cefalosporinas (B)
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Las penicilinas G y V han llegade a ccnvertirse en agentes
impertantes tanto terapéuticamente asf{ como por ser materia prima
para 1la produccién de penicilinas semisintéticas. Esta fnltima
opcién cubre la mayor parte del mercado y de la demanda futura
(tabla 2).

Enzima penicilino amidasa.

Clasificaciébn y microorganismos productores.

La enzima penicilino amidasa es conocida como: penicilino
amido hidrolasa, penicilino acil transferasa, penicilino amidasa,
penicilino acilasa (Hamilton, 1966). La comisién de enzimas le ha
otorgado la clasificacién E.C. 3.5.1.11.

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

I. fenoximetilpenicilino (penicilino V) amidasas,

II. bencilpenicilino(penicilino G) amidasas y

ITII. D-a-aminobencilpenicilino (ampicilino) amidasas.

La enzima del tipo I hidroliza preferencialmete penicilina Vv,
la del tipo II penicilina G y la del tipo III ampicilina. Las
penicilino V amidasas son producidas principalmente por hongos,
las penicilino 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
compafiias productoras de 6-APA.

La enzima utilizada en este trabajo pertenece al tipo IT,
especificamente de E. coli ATCC 9637. Por este motivo se
describiran en particular las caracteristicas y propiedades de
esta enzima.

Caracteristicas y propiedades de la penicilino amidasa de E.
coli.

La enzima cataliza la reaccién de hidrélisis de la
bencilpenicilina, obteniéndose como productos de reaccién los
&cidos 6-aminopenicildnico y fenilacético (fig. 4).

La penicilino amidasa de E. coli, se encuentra localizgda en
el espacio peripl&smico. Tienhe un peso molecular de 71 000 - 2000
daltones determinado por sedimentacién (Cole, 1975) y de 70 QOO
daltones por filtracién en gel (Kutzbach, 1974). No obstante
muchos investigadores gque han reportado su comportamiento
electroforético en geles de poliacrilamida~SDS han determinado que
la enzima esta compuesta por dos subunidades: una pequefna (a) Y
una grande (8), con un pesc molecular de 20,500 a 25,000 daltones
y 62,000 a 70,000 daltones respectivamente.
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Tabla 2, Produccién, uso y demanda de penicilinas (Barber, 1987)

Penicilina G Penicilina V Total

Porcentaje (%) 75 25 100
demanda (tons para 1985) 11 200 3 800 15 000
millones de délares 430 180 610
uso en produccidn
de penc. semist. (ton) - - 11 500
uso en terapia de 1 750 750 2 500
humanos y animales
uso eh alimentos 1 000 - 1 000
animales
proyeccién de la
demanda para 1990 13 000 4 700 17 400

2000 17 000 5 700 22 700

-]2=-



Tabla 3. Microorganismos que producen penicilino amidasa
(Vandamme, 14Y80).

-€£1-

Bencil penicilino amidasa « fepoximetil penicilino amidasa
Racterias Honpos

Rhodopseuvdomonas spheroides K,Y. 4112 Penieillium chrysogenum ¢ 176

Pseudononas aerupinosa K.Y. 3591 K,y. 8501 ?r:dcnh_“:sr:_< sopenum A-93472

phuds=n:1< sopenum 5.C-0n81
nHHo:n»a BT noﬁoHrv I.M.I-69015
sporlun C.M.T, b913

Pseudomonas cruciviae K,Y, 3960
Pseudononas ¢p.
Yanthononas 8P

b e

Alcaliyenes faecalis A-0424 acremonium > .C.c. 11550
Alcaliyencs racealis BoR.L. 1237, 1238 Aspurplllus niger

:rpillus ochraceus B.R,L, 731
‘15©h:<»o: anferdipitale, Edermophyton
LR.L. 623 BLRUL, 722

Bacterium taveniis alealipenes 415
cherielilia coll sSp.
‘herdchia colis Ny I/73-

As

cherachia cols N.C.IT,B. 9465 ﬂ1_,ro;F15m sbp.
Lscherichita coli ATCC 9637 (M.C.I.B.BGG6) c;__<~P:cP:nNn
Escherichia cole ATCC 11105 (N.C.I.RB, B878) TFUsarium aucnicoum
Fluyuera citrophila K.Y. 3461, P.L.-10, P.L.21
A¢robacter cloacac Levadur,
Lrwinia sp. ;:~:Lcr L5, :<ﬁm mo:mdos<nm , Debaryomyces
LSerratla sp. :::ﬁsacpz spp b . 809,
r1<ﬁrononn:: cmno:m105<omm
Hongos Trichosporon spp.
T Heuros spora I.S.C, 987, D,G.C, 757 eheren A
RT. 2 KW B, 622 T.G,9.C, 262, 3a0A Bacterias

_1:Hmhw arcidesc W,R,R,L, B-138
nobacter B.R.J.. 1755

— e '
Hicrococcusureae

Continia...
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D- a aminobencilpenicilino amidasa

Pseudomonas melanogenum K.Y, 3987

K.Y. 4030, K.Y. 4031
Pseudomonas ovalis K.Y. 3962

Continuacién Tabla 3.




Tabla 4. Algunos microorganismos productores de PA utilizados por
compafiias productoras de 6-APA (Savidge, 1984).

Compania Microorganismo Tipo de enzima
Bayer E. coli ATCC 11105 y 9637 I

Beecham Streptomyces levendulae II

Squibb Bacillus megaterium I

Pfizer Proteus rettgeri I

Eli Lilly Actinoplanes sp II
Biochemie Bobista plumbea II

Kyowa Hakko Kluyvera citrophila I

Novo bacillus gram negativos IX
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Sitio de hidrdlisls
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Figura 4. Esquema de accién de la PA sobre la penicilina G.

—16-



Los puntos isoleléctricos de la penicilino amidasa de E. coli
11105 reportados por Kutzbach (1974), fueron de 6.7-6.8 y 6.3-6.4
Y 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 gque conforman a la penicilino amidasa de E. c¢oli se
producen a partir de un precursor de mayor peso molecular (90 000
daltones), durante 1la secrecién de la enzima. Este tipo de
procesamiento es muy comin en enzimas producidas por eucariotes y
hormonas, parece ser el Unico para proteinas procarioticas. Es
importante mencionar que los precursores por separado no presentan
actividad penicilino amidasa.

Daumy et al., (198%5), reportan gue la penicilino amidasa de
P. rettgeri, también esta constituida por dos subunidades de
diferente peso molecular y que el sitio catalitico reside en la
subunidad grande, mientras que subunidad pequefia confiere
especificidad a la enzima.

En lo gue se refiere a la temperatura y pH oéptimos de 1la
enzima para la hidréliais de bencilpenicilina se encuentran entre
50 y 55 °C y pH de B- 0.5 (Balansingham y Waburton, 1972). E1l
valor de 1la energia de activacidon 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 6ptimos, 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 Yy contenida en células. En lo que se refiere a
termoestabilidad de la enzima, los reportes de la literatura en
general coinciden en gue temperaturas por encima de 50-~55 °C 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 incubaciédn a 55 °C, perdidé totalmente su
actividad. De igual forma Burteau (1989), realiz6é otro estudio
incubando la enzima a 55 °C en amortiguador de fosfatos 0.05 M pH
7.8 y observé total desactivaciédn después de 30 min. Bryjak et
al., (1989), determinaron que 1la enzima 1libre de E. coli
almacenada a 4 °C, perdié menos de 10% de la actividad inicial
después de 10 dias de almecenamieto, 10% a 45 °C y 20% a 55 °C,
después de una hora de incubacién. Guisan et al., (1990),
realizaron un estudio comparativo entre la enzima de E. coli y K.
citrophila determinando gque 1la enzima de K. citrophila es mas
estable que la de E. coli. Los tiempos de vida media se muestran
en la tabla 5. Asi mismo lograron obtener preparaciones 1400 y 650
veces mas estables, para K. citrophila y E.coli respectivamente,
por inmovilizacién en agarosa en presencia del inhibidor,
sulféxido de penicilina G. Greco et al., (1983) realizaron un
estudio de desactivacién térmica de la enzima purificada de E.
coli a 55 °C encontrando gque es un proceso de primer orden e
irreversible. El1 tiempo de vida media que determinaron fue 1.6
horas. También realizaron el estudio a 35 °C, obteniéndo un tiempo
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Tabla, 5 Tabla comparativa de la estabilidad de PA de
E., coli y K citrophila (Guisdn et al.,b 1990)

tivz {h)
E. coli K. citrophila
Condiciones
pH 5 y 58 °C 0.5 35
PH 8 y 45 °C 2 20
pPH 10 y 20 °C 2.5 6
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de vida media de 4.8 dias. Ospina, (1891) reporta gque 1la
termoestabilidad de la enzima inmovilizada por enlace covalente
depende del pH, encontrando que la estabilidad éptima se encuentra
a pH 7.5 y 37 °cC.

No existen muchos reportes acerca de la estabilidad de la
enzima al pH. Sin embargo, los reportes coinciden en gque la
estabilidad de la enzima es mayor a valores de pH acidos (5-7) que

alcalinos. Shimizu, et al., (1975), reportan que la maxima
estabilidad de PA de K. citrophila, expuesta durante 15 min a 50
°C se encuentra entre 5 y 7. Erarslan et al., (1991), reportan que

la estabilidad de la enzima almacenada a 4 °C por dos dias, fue
estable a valores de pH de 5, 6, 7 y 8. A pH 9 se pierde un 19% y
a pH 10 no se detectd actividad.

Los valores de Km y velocidad maxima reportados en 1la
literatura son muy variados, estando en funcidén del origen de 1la
enzima, de las condiciones y métodos para su determinacién, del
grado de pureza de la enzima etc.. En la tabla 6 se muestran
algunos valores de Km y otras constantes de inhibicién reportados
en la literatura.

La enzima presenta inhibicién por exceso de sustrato
(penicilina G) y por sus productos de reaccidédn: el 6~APA causa
inhibicién no competitiva y el @&cido fenilacético inhibicion
competitiva (Balansingham y Waburton, 1972). Los valores de estas
constantes dependen de los mismos factores que los valores de Km y
Vmax.

Se han propuesto varios modelos cinéticos para la reaccién de
hidrélisis de penicilina con PA de E. coli, en 1los cuales se
incluye la inhibicién por ambos productos de reaccidén (modelo de
doble inhibicién) (Lee y Ryu, 1982). Waburton et al., (1972)
plantean un mecanismo de reaccién en el gque se incluye 1la
inhibicién por exceso de sustrato (modelo de triple inhibicién) y
se considera la interaccién 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 inhibicién modificado).
Los mecanismos de reaccién y ecuaciones cinéticas correspondientes
se describen en la fig. 5.

Perfil de sustrato de la penicilino amidasa de E.coll.

El sustrato gue preferencialmente hidroliza la PA de E.coli
es la penicilina G. Sin embargo, se reporta gue existen otros
sustratos que son hidrolizados por esta enzima (tabla 7). E1
tamafio y la naturaleza gquimica de 1la cadena lateral es muy
importante en la especificidad de la PA de E. coli, siendo éptimo
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

-19-



Tabla 6. Constantes cinéticas de la penicilino amidasa

Organismoc T(°C) Km (mM)

Kis (Mm) K16-APA Kiara Referencia
(Mm) (Mm)

E.coli Balansin-

NCIB 8743A gham, (1972)

(enzima) 37 0.67-0.8 250~280 5.3-7.1 4.7-5.8

E.coli Kutzbach,

(enzima) - 20 000 ee—=— 15 200 (1974)

E.coli Savidge,

G 5K pHM-12 - 9-11 1570 131 130 (1984)

(células)

E. coli

ATCC 9637

(células) 40 0.14 460 7.2 1.1 Sandoval,
(1980)

(enzima ) 40 0.236 238 1.56 0.94 Esparza,
(1981)

(enzima inm.) 37 4,17 413 100 68.6 Ospina,
(1991)
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Figura 5. Mecinismos de reaccidn y ecuaciones cinéticas descritas para PA.

MECANISMO

MODELO

E + §4—=ES—E+P+A
ES+P=—= ESP
E+AZT—EA
E+P=—=EP

EtS ——EPS

E + S—=FES—E+P+A
ES+P=——ESP
E+AZTEA

E+P Z—FP

ES+S =— ESS
EP+S—=ESP

E + S=—=ES—>E+P+A
ES+P ——TESP

E+A 2T”EA
E+PZ—— EP
ES+S=——<ESS
EA+P=—= EAP
EP+AZ—Z EAP

EPsS —=ESP

DOBLE INHIBICION

Vmax « §
Yi= ——
Km/i+A__ +.D +S/ls__ P
Kiafa Kiéapa Kisnpn
TRIPE INHIBICION
Vmix s S
Vi= -—
Kms1+ A__+ _D + S/1+__P + S8
( Kigra Kitiapla ( mmpn KS)
TRIPE INHIBICION MODIFICADO
Ymix o S
Vi=

Km/1+A __+ bd + LA +§ /14
Kigra Ki6apa Ki6apaKi§fa

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

) KiSlpa Kg



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

Sustratos Velocidad relativa de
hidrélisis

Penicilinas: 100
{Bencil-)
p-hidroxilbencil 150
DL-a-hidroxilbencil 88
D-a-aminobencil 50
a~carboxilbencil 5
2-furilmetil 91
2-tienilmetil 80
fenoximetil 5.5
a-fenoxietil 5
n=-propoximetil 40
Isobutoximetil 29
n-heptil 5
fenil 5
2,5-dimetoxifenil s
Cefalosporinas:t
Caefalotina 120
Cefaleridina 104
Cefalcglicina 48
Otros sustratos:
Fenilacetamida 140
n-fenilacetilglicina 182
n-fenilacetil-DL-leucina 73
&cido n-fenilacetil-D-a~aminofenilacético [¢]
&cido n~fenilacetil-L-a-aminofenilacético 139
ficido bencilpeniciléico 22

22—



utilizan como sustrato algunas cefalosporinas, en especial
aguellas que contienen una cadena lateral fenilacetil como en el
caso de la penicilina 6. La cefalosporina €, Gnica cefalosporina
que se produce por fermentacién, no es sustrato de la penicilinoc
amidasa y no se ha encontrado la amidasa que pueda hacer esta
importante transformaci6n de una manera competitiva.

La penicilino amidasa de E. coli también cataliza la
reaccién de sintesis de penicilinas y cefalosporinas, tales como
la ampicilina (Lépez, 1982) y cefalexina (Choi, 1981), solo que en
este caso, el pH de reacciétn es &cido. Los rendimientos que se han
logrado obtener son bajos. En este sentido, se sabe que la enzima
proveniente de Klyuvera citrophila ha sido utilizada
eficientemente para ambas reacciones (Shimizu et al., 1975).
Recientemente Fernandez R. et al., (1991), reportaron la sintesis
de antibiéticos semisintéticos, (empleando la enzima de K.
citrophila inmovilizada) en solventes organicos, 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 el punto de vista cinético
presenta mayores ventajas gque la enzima de K. citrophila, pero
esta dOltima es mas estable y eficiente en 1la sintesis de
penicilinas semisintéticas.

Produccién de la penicilino amidasa.

Los apectos mas importantes relacionados con la producciédn de PA
por E. coli son:

1. La enzima es inducible, por 1lo que en el proceso debe
estar presente su inductor: el &cido fenilacético. Por otreo lado,
la sintesis de la enzima presenta represién catabélica, por lo que
el medio de cultivo debe estar libre de carbohidratos fermentables
tales como 1lactosa, maltosa, glucosa y parcialmente acetato
(Klein y Wagner, 1980; Vejtisek, 1976). La glucosa, mejor fuente
de carbonoc para 1la produccién de E. coli no se puede adicionar al
medio de cultivo. Vojtisek y Slezak (1975a), reportan que 1la
enzima presenta su maxima actividad especifica en medio minimo,
utilizando &dcido fenilacético como fuente de carbono e inductor.
En un reporte posterior (Vojtisek y Slezak, 1975b), se indica que
la represién por glucosa es independiente de la concentracién en
un intervalo de 0.1 a 1%.

2. La temperatura &ptima de producceidén de la enzima (29 °C)
se encuentra por debajo de la temperatura &6ptima de crecimiento de
microorganismo (37 °C), ya que a esta temperatura la enzima no se
sintetiza, Kaufmann y Bauer (1960), reportan una temperatura de
produccién de 24 y 31 °C respectivamente. Klein y Wagner, (1980},
determinaron que la produccién de PA de E. coli ATCC 11105, se
incrementa cambiando la temperatura de 27 a 24 °C, cuando 1la
concentracién de células es de 1.8 g/l con un nivel de oxigeno
disuelto menor de 2%. Es importante mencionar la enzima
B~lactamasa es sintetizada por E. coli, sin embargo, a
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temperaturas de 24 a 32 °C, la B~lactamasa se sintétiza en bajas
concentraciones (Bautista, 1983).

3. En general niveles bajos de aireacién favorecen la
produccisdn de PA, sin embargo, es necesario optimizar estos
requerimienos ya que a niveles de ajireacién 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
aireacién de 0.4, 0.9 y 1 vvm por Cole, {(1969); Kaufman y Bauer,
{1960); y Klein y Wagher, (1980) respectivamente,

En la produccién de PA por E. coli se han utilizado medios
complejos y medios quimicamente definidos. En el caso de los
medios complejos las fuentes orgdnicas mas comunes han sido
extracto de levadura, extracto de malta, harina de soya, licor de
maiz y proteinas hidrolizadas o mezclas de aminodcidos (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 KOH o
NaOH después de la esterilizacién.

En el caso de medios quimicamente definidos el medio contiene
&cido fenjlacético, glutamato, fosfatos, sulfato de amonio vy
sulfato de magnesio (Self, 1969).

En una revisién realizada por Shewale y Sivaraman, (1989),
se describe la produccién PA de E. coli ATCC 9637 por cultivo
continuo, a una tasa de dilucién de 0.5hr . La productividad fue
7 veces mayor que en cultivo por lote, sin embargo, la cantidad de
fenilacetato de amonio reguerido fue 10 veces mayor gue en cultivo
por lote,

Me joramiento de cepas.

Comoc ya fue mencionade, la sintesis de PA en E, coli,
presenta tres grandes mecanismos de regulacién: AMP ciclico
(represién catabdlica), concentracién de AFA y termo-regulacién.
El mejoramiento de cepas esta dirigido evitar o atenuar estos
mecanismos de regulaclon.

Por otro lado, desde el pundo de vista comercial se reguiere
contar con cepas que produzcan altas cantidades de PA,
preferencialmente de caracter constitutivo para producir grandes
cantidades de biomasa y evitar represién catabdélica, y por Gltimo
libres de enzima f-lactamasa.

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

-Desarrollo de procesos de bioingenieria.

-Desarrollo de cepas por técnicas de genética microbiana
clésica.

-Uso de metodologias de ADN recombinante.
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El desarrollo de procesos de Bioingenieria se ha realizado
basicamente en cepas silvestres, dirigidos principalemte, a 1la
optimizacién de las condiciones de crecimiento para maximizar 1la
produccién 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 contfinuo en presencia de
aminas como fGnica fuente de nitrdgeno. Se han obtenido cepas
resistentes a represién catabdlica utilizando glucosa en el medio
de cultivo, que producen de 8 a 20 veces mas actividad penicilino
amidasa, comparada con la cepa silvestre.

La tecnologia del ADN recombinante ha hecho posible alterar
en forma precisa, algunas secucncias gque regulan la expresidn de
los genes. Las estrategias que se han seguido son: transformacién
de genes de PA de cepas productoras de la PA a diferentes cepas
(tabla 8), clonacién del gen de PA usando césmidos, clonacién del
gen de PA en plasmidos multicopia para incrementar la désis de
genes de una copia por cromosoma a mas de 20. Ademas, el
conocimiento acerca de las regiones de DNA y de los mecanismos
moleculares que regulan la expresion de 1la enzima, han hecho
posible reemplazar regiones regulatorias nativas por otras mas
eficientes.

El empleo de técnicas de Ingenieria Genética ha dado como
resultado el desarrolloc de cepas hiperproductoras de la enzima,
sin embargo, los valores absolutos en términos de actividad no han
sido tan altos come los esperados. La inestabilidad de los
pldsmidos y 1la saturacién de 1los mecanismos de exportacién
(procesamiento) son dos posibles explicaciones de estos
resultados.

Es importante resaltar que dgracias a los esfuerzos que se han
hecho por obtener cepas meijoradas por técnicas de ADN
recombinante, el conocimiento acerca de la enzima y los genes gque
codifican en diferentes microorganismos es muy amplio.

Merino, et al., (1991) estan tratando de corregir el problema
del transporte, tratando de aislar cepas mutantes gue no producen
algunas protelinas periplasmicas o extramembranales, Yy asi
disminuir 1la competencia por 1los sitios secretores. Por otra
parte, el desarrollo de sistemas de expresién de plé&smidos de
otros organismos, como Streptomyces y Aspergillus puede ser una
herramienta poderosa para eliminar los problemas de secrecién.

Mayer et al, (1979, 1980) han logrado obtener una cepa de E.
coli S5K/pHM 12 constitutiva, gque no produce p-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 clisica y de Ingenieria Genética: el gene de PA se clono
en un pl&smide multicopia pBR322 y pOp203-3, de los cuales fue
deletado el gene que ceodifica para la gB-lactamasa. La cepa asi
obtenida fue mutada con luz UV.

Ingenieria de proteinas.

Con esta nueva &rea de la Biotecnologia, la tecnologia de
enzimas cuenta, sin lugar a dudas, con una herramienta muy
poderosa para disefhar enzimas de acuerdo con las necesidades del
proceso. En el caso de PA, ya se estan disefiando enzimas mas
estables a valores de pH alcalinos (Sober6én, 1991). Enzimas cuya
especificidad se ha cambiado para sustratos tales como 1las
cefalosporinas.

Inmovilizacidén de células por atrapamiento.

Como ya ha sido mencionado, para gque un biocatalizador de PA
de células inmovilizadas pueda ser empleado a nivel industrial es
necesario contar c¢on una cepa de alta actividad especifica. Sin
embargo, para gue esta actividad pueda ser expresada
eficientemente, es hnecesario contar con una metodologia de
inmovilizacién gue permita obtener biocatalizadores de tanmafio de
particula pequefic, sSin problemas difusionales. Por otro lado, 1la
metodologia de produccién deberas tener factibilidad técnica, es
decir, sencilla de realizar y f&cil de escalar.

La técnica mas factible para llevar a cabo la inmovilizacién
de células completas es el atrapamiento en gel, ya que es
relativamente sencilla de realizar y de bajo costo, no cbstante,
entre sus principales desventajas esta su dificil escalamiento y
control del tamafio de particula. Sin embargc, en los uUltimos afos
esta técnica ha logrado superar en parte, algqunas de estas
desventajas. A continuacién se describen los avances gque se han
logrado.

Con el fin de disminuir los problemas difusionales, se han
disefado técnicas de inmovilizacién por atrapamiento que permiten
obtener particulas esféricas, con la posiblidad de manipular el
tamafic de particula (tabla 9). Dichos metocdes se pueden dividir en
dos categorias: extrusién (manual o automiatica) y dispersién
liquido~-liquido o liquido-gas.

La extrusién manual es la mas utilizada, consiste en
alimentar la suspensién células-polimero a través de, tubos
capilares a soluciones gelificantes (soluciones de Ca para

alginato de Na' 6 K® para carragenina o soluciones curtientes a
temperatura baja). Con esta técnica el flujo de alimentacidn de la
suspensién células/biopolimero es baja y la productividad depende
ampliamente del nGmero de capilares empleados Yy el tamafnc de
particula gque se obtiene es de 2 a 4 mm. Verlop y Klein, (1981)
describen un equipc con un sistema de 42 salidas y capacidad de
3-5 kg por hora, obteniéndo tamafios de particula de 3 mm de
disdmetro. Al tratar de producir tamafios de particula mas pequefios,
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Tabla 8, Cepas con actividad PA desarrolladas por Ingenieria
Genética (shewale y Sivaraman, 1989).

Cepa Cepa recom- vector incremento tipo de
binante produccién construccion

B. sphaericus B. subtilis pOH 38 1.7 constitutiva

E. coli E. coli ND* 2.0 constitutiva
KFCC-84-3

K. citrophila E. coli ND 30.0 ND

ATCC 21285

B megaterium B. megaterium pPL608 1.2 ND

E. coli E. coli pPACYC 10.6 constitutiva

194 pPMLV7

E. coli E. coli pBR322 4.6 constitutiva

ATCC 11105 5K/ pHm6

ND no determinada
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Tabla. 9. Métodos de inmovilizacién por atrapamiento.

METODO

PRINCIPIO

OBSERVACIONES

REFERENCIAS

Extrusion por
gravedad,

Extrusion auto-
matica por vi-
bracion.

Atomizacion

Dispersion con
aire,

la suspensidén cél/
biopol. se extruye a-
través de capilares.

la suspension célJ/biopol.
se extruye por capilares
de didgmetro pequeiio, los
cuales a la salida estan
provistos de un sistema
de vibracion.

la suspensién cél/biopol,
se¢ alimenta a la parte
superior de un disco que
se encucntra girando, rom-
piendola en pequerias par-
ticulas, las cuales caen a

la solucién curtidora.

la suspension cél./biopol.
se extruye por capilares
de didametro pequeno, al
mismo tiempo se alimenta

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
nimero de capilares, que ficilmente
se obstruyen. Se otienen tamanos
de particula de 2-4 mm.

el disefio del equipo es complejo
¥a que se requiere de un generador
de ondas. Se obtienen tamanos de

particula de alrededor de LI mm.

el tamano de particula depende de la
velocidad de alimentacion de la

1a suspensidn cél/biop., a velocida-

es de alimentacion altas no se for
man esferas. El diseno del equipo es
complejo.

El tamaio de purticula es funcion
de la altura de los capilares res-
pecto a Ia solucion gelificante,

de fa velocidades de alimentacion de

Ogbonna, ef al. (1989).

Hulst, et al. (1985)

Oghonna, et al. (1989)

Regh, (1986)

continua...
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continuacién tabla 9.

METODO PRINCIPIO OBSERVACIONES REFERENCIAS
una corriente concéntrica la suspension cél./biopol. y de la
con lo gue se logra dis- corriente de aire. Se han disefiado
minuir el tamaiio de par- equipos para produir grandes canti-.
ticula. de bioctat, pero la distribucion de
tamafnio de particula se incrementa y
los capilares se obstruyen.
Dispersion se basa en la dispersion El tamaiio y distribucién de particula Lacroix ¥ Audet, (1989)
lig-liq. de la suspension cél./biopol. depende de las propiedades hidrodini-

en una fase continua de
aceite.

micas del sistema. Su escalamiento es
muy factible se pueden obiener
tamarios de 0.1-5mm. La productivi-
dad depende de la relacidon de las
dos fases en el reactor.

cél. células
biopol. biopolimero



se pierde la capacidad de formar esferas.

Hulst et al., (1985) desarrollaron un sistema de vibracién
mecidnica con una capacidad de 24 litros de biocatalizador por hr;
consiste en alimentar la suspensi6n células/biopolimero a través
de capilares provistos de un sistema de vibracién. Al aplicar una
frecuencia determinada se producen esferas de tamafio uniforme, las
cuales caen a una solucidn gelificante. Se obtienen esferas de
alrededor de 1.1 mm de diidmetro. Sin embargo, dicho sistema es
aplicable a suspensiones células/polimero de baja viscosidad, por
lo que los biocatalizadores obtenidos presentan baja estabilidad
operacional.

Ogbonna et al., (1986) reportan una técnica de extrusién
autom&tica, consiste en alimentar la suspensién células-alginato a
la parte superior un disco que se encuentra girando. Cuando dicha
suspensién cae al disco, se desintegra en pequefas gotas, las
cuales se gelifican al caer a un recipiente que contiene una
solucidén de CaClz, En este caso se obtuvieron esferas de 0.5 mm de
diametro; la formacién de las esferas depende de la velocidad de
alimentacién de la suspensién células-polimero. Solo se pueden
emplear suspensiones de baja viscosidad y a velocidades de
alimentacién altas no se forman esferas. Un equipo descrito por
Mutulovic et al,, (1986) puede manejar suspensiones de alta
viscosidad.

Otro métode por el cual el tamafio de particula se puede
manipular esta basado en la dispersién de la suspensién
células/biopolimero con aire. Consiste en alimentar la suspensién
células/biopolimerc a través de capilares, al mismo tiempo se
alimenta una corriente concéntrica de aire, de esta forma el aire
dispersa la suspensién células/biopolimere, formdndose tamaios de
particula mas pequefios. Las particulas se colectan en una solucién
gelificante. Con este sistema el didmetro de particula promedio es
funcién de 1la altura de los capilares respecto a la solucidn
gelificante, de la velocidad de alimentacidén de 1la suspensién
células/biopolimerc, del didmetro de los capilares y la velocidad
de alimentacién del aire. El1 problema de esta técnica es que la
velocidad de produccidn es muy lanta. Para facilitar su produccién
a gran escala es necesario incrementar el nimero de capilares y
operar en forma simulténea. Sin embargo, el control de 1las
variables criticas es dificil y la dispersién en el tamanafio
particula se incrementa, por otro lado los capilares se obstruyen
facilmente. Su et al., (1989) empleando este sistema obtuvieron
tamafios de particula de 0.05 a 0.5 mm de diametro.

Mas recientemente Audet y Lacroix, (1989) y cCastillo, et
al., (1991), reportan la produccién de biocatalizadores esféricos
por dispersién de la suspensidén células-gel en aceite. La técnica
consiste en mezclar la suspensién células~gel en aceite, después
de cierto tiempo de mezclade, se enfria el sistema para se inducir
la gelificacién. La dispersién y tamafio de particula dependen de
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las condicicnes hidreodin&micas y temperatura del sistema, relacién
fase acuosa/fase oleosa, velocidad de mezclado, entre otras, y por
otro lado el escalamiento es factible.

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

Produccitn de bicocatalizadores de PA,

a) Biocatalizadores de enzima.

Una revisiédn 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 quimicos y fisicos a diversos soportes
(tabla 10). Solo una pequefa parte se hace por inmovilizacién de
células completas.

Recientemente, se han reportado dos alternativas diferentes,
para reutilizar la PA, gue ain no han sido comercializadas. En una
revisién realizada por Shewale, (1989) reporta el desarrollc de un
sistema de dos fases. La enzima esta enriquecida en una de las
fases y dado que la tensién interfacial entre las dos fases es muy
baja, se promueve una buena transferencia de masa, evitando
problemas difusionales. En esta misma revisién Margolin et al,
reportan el empleo de PA soluble en agua, pero gque precipita con
complejos polielectroliticos. La precipitacién se promueve al
disminuir el pH a 5.7, como resultado de la protonaciédn de los
grupos carboxilo. El complejo enzima-polimero, después de
separarlo se solubiliza facilmente a pH alcalino.

La eficiencia y propiedades de los biocatalizadores, dependen
de la fuente de la enzima, su pureza, haturaleza del soporte y
método de inmovilizacién., Las propiedades fisicoquimicas pueden
sufrir cambios como resultado de la inmovilizacién. Las
limitaciones difusionales y uniones multi-puntos al soporte pueden
alterar el valor del Km. La unién a soportes cargados puede
alterar el perfil de pH. La termoestabilidad de 1la enzima
generalmente se incrementa porque se reduce la flexibilidad por
cambios conformacicnales. La oclusién de centros alostéricos o
repulsién debido a grupos cargados en el soporte alteran las
constantes de inhibicidén. En general, los efectos sobre el Km y Ki
son mas notorios que en pH y temperatura éptimos.

La actividad de las preparaciones comerciales de
biocatalizadores de enzima inmovilizada se encuentran entre 60 y
350 U/g. El numero 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 inmovilizacién vy
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Tabla 10. Métodos de irmovilizacion empleados para ta penicilino amidasa

(Ospina, 1991).

Enzima Fuente Preparacion Métoda de Soparte
Inmovilizacién
PG acitasa E. coli Precipitacidn Adsorcisdn Quitossno
entrecruzamiento
PG acflasa E., coli .- Enlace covalente Acrflico
PG acitasa E. coli Células Atrapamiento en gel Pol iacrilamida
PG acilasa E. coli Precipitacién Acoplamiento Silica gel
con (“""ZSOL activada
PG ocilass E. cold Células Extrusién Getatina-
DEAE-Celulosa
PG acilasa B. mega- Centrifugacidn Adsorcidn Bentonita
terium
PG acilasa E. coli pPrecipitacién Atrapamiento Triascetato de
con (NM‘)ZSO_.. celulosa
PG aclilasa E. colli .- Unién Covalente Eupergit C.
PG acilasa E. coli Célutas Atrapamiento Acrflico
PV acfiass Nailbran. Células Atrapamiento Alginatos
pulchella poliacritamida
PG acilasa E. cold Prec. alcohol Entrecruzamiento Glutaratdehido
isopropil fco
PG acilasa E., cold Células Atrspamiento Carragenina
PG ecilasa E. cold Células Atrapamiento Eugradit
PG acilasa K. coli Enzima pure Coirmovilizacion Gelatina
con ureasa glutaraldehide
PG acilass E. coli Precipitacidn Unidén covalente DEAE-celulosa
con (HM‘)ZSO‘
cromatografia
PG acilase B. mega-— --- unién covalente Fibras de
polfacrilonitrilo
PV acilasa .- células Unién covalente Glutaraldehide
homogenizadas
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Tabla 11 Caracteristicas de biocatalizadores de PA de células completas.

CELULAS SOPORTE METODO REND.(%) AE (U/g)  ESTAB. OPERACIONAL REFERENCIA
E.coli triacetato atrapamiento 24 40 NR* Marconi, 1973
de celulosa
E.coli quitosano NR NR 60-101 después de 70 reacciones Klein, 1984a
(300 Ufg) perdié 10% de la actividad
iniciat.
E.coli quitosano (30-50 % de 40 30 después de 30 reacciones Klein, 1984b.
(pHM12) carga celular) perdié 20% de la actividad
1000 U/g inicial.
E.coli poliacril- atrapamiento 93.6 0.314 tiempo de vida media a 40°C Sato, 1976
, ATCC 9637 amida (L35 g cel/ 17 dias y a 30°C 14 dias.
L‘;,,’2.35 Ulg p.h. g soporte)
K. citro- poliacril- atrapamiento NR NR ttempo de vida media 14 Marikawa, 1980.
phila. amida (4.3 g cél’ dias.
E.coli o floculacién mas 10-80 NR no hubo perdida de inte- Yojtisek, 1983
agregacién con ridad fisica ¥ actividad
agentes entre- despues de 60 dias en -
cruzantes. agitacion a 30 °C.
E.coli -— agregados unidos NR NR despues de 10 reacciones Vojtisek, 1983.
covalentemente por no hubo perdida de acti-
entrecruzamiento vidad.
en presencia de frag-
mentos celulares.
E.coli resina atrapamiento 28-40 15 después de 22 ciclos se Klein, 1981a
epoxica (0.17-1.13 g cél/g sop.) se perdio 15% dce fa act. inc.
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Continuacion fahla 11

CELULAS SOPORTE METODO REND.(%) AE (U/g) ESTAB. OPERACIONAL REFERENCIA
Malbranchea agar doble atrapamiento NR NR después de 10 reacciones Sing, 1988
pulchella poliacril- perdio mas del %% de su
var. sulfurea amida actidad inicial.
E.coli coligena atrapamiento NR 26 tiempo de vida media 350 Yenkatsubramanian
dias. (datos no publicados)
E.coli eugradit atrapamiento 65 NR NR Klein, 1981b
alginatos atrapamiento 60 NR NR
epoxido atrapamiento 40 NR hY
1
w
F.coli gelatina atrapamiento 43 i NR Padilia, 1985

glutaraldehido
(0.5 g céllg sop.;

NR datos no reportados.,



soportes empleados en la inmovilizaci6én de células completas con
actividad de PA. La mayolr parte de ellos se fabrican inmovilizando
las células por atrapamiento en gel.

Se han utilizado varios soportes: poliacrilamida (Sato et
al., 1976), carragenina (Casas, 1981), eugradit y matrices
epbxicas (Klein, 198la y 1981b), quitosano (Klein, 1984b) gelatina
(castillo et al., 1991) y agar (Padilla, 1985).

Al comparar las caracteristicas entre los bioccatalizadores 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 mayoria menores de 40%) y la estabilidad
operacional son bajas en comparacién con los biocatalizadores de
enzima inmovilizada. Seguramente estas son las razones por las
cuales los biocatalizadores de enzima inmovilizada son
preferencialmente utilizados.

Condiciones de operacién de blocatalizadores de PA

Los biocatalizadores de PA a nivel industrial no se utilizan
en condiciones Optimas de reaccién. Existe un compromiso entre la
estabilidad de la enzima, la penicilina y el 6-APA. La reaccién se
lleva a cabo a valores de pH entre 7.5-8 y temperaturas de 28-37
°C. La concentracidén de penicilina G vaxria entre 7 y 10%,
dependiendo de las propiedades de la enzima. La relacién
enzima/penicilina que se maneja es para obtener arriba del 95% de
conversidén en un tiempo de 2 a 3 horas. Durante la hidrélisis hay
liberacién de AFA, el cual de no ser neutralizado disminuye el pH
y por lo tanto la velocidad de reaccitn. El pH de la reaccioéon se
mantiene por la adicién de alcali (NH4OH, NaOH, KOH) utilizando
controladores de pH, este debe ser cuidadosamente controlado para
evitar gradientes de pH que puedan causar desactivacién de la
enzima.

. Reactores utilizados en la hidrdlisis de penicilina con
biocatalizador de enzima,

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

Lagerlof et al., (1i%76) 1llevaron a cabo la reaccién en un
reactor tanque agitado con enzima inmovilizada, con control de pH
y temperatura. El1 pH se controla por la adiciédn de alcali. Después
de la reaccién la enzima inmovilizada se recupera por filtracién
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
agitacién debe ser vigorosa <con el fin de mantener el
biocatalizador en suspensién y evitar gradientes de pH.

Carleysmith y Lilly, (1979), disefaron un sistema que
consiste en cuatro tangues agitados en serie, cada reactor esta
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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 circulacién axial y flujo hacia arriba. La
conversién en el primer tanque fue 54%, en el segundeo 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 recirculacidon deben
ser muy altas.

En el sistema reactor tanque agitado continuo el catalizador
se ve afectado por 1la inhibicién por preoductos. Carleysmith y
Lilly, (1979) reportan un sistema tanque agitadoc continuo de dos
estados (dos tangques en serie). La productividad fue 50% mayor,
comparado con el de un solo estado.

Ootro sistema que ha sido ampliamente utilizado sobre todo
para biocatalizadores de células inmovilizadas, es el reactor de
columna empacado con recirculacién (Savidge y Vandamme, 1984). E1l
biocatalizador se encuentra empacado en una columna Yy la solucién
de penicilina G se recircula desde un tanque agitado, con control
de pH y temperatura. La agitacién en el tanque debe ser vigorosa
para minimizar la degradacién alcalina de la penicilina y 6-APA.
Con este sistema se miniminiza la inactivacién del biocatalizador
debido al contacto directo con el alcali, la pérdida fisica del
biocatalizador y la contaminacién microbiana. El1 flujo através de
la columna debe ser alto para evitar gradientes de pH a lo largo
de la columna, sin embargo, deben cuidarse las caidas de presidn.

Un sistema parecido al reactor de columna con recirculacién
se ha reportado por Nove, (1982} y Gbémez, (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 gque se generen altas calidas de presién, 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 recirculacién gque trabajan en paralelo. El
biocatalizador consiste en enzima de B. megaterium inmovilizada en
fibras de poliacrilonitrile hidrogenadas. El1 proceso empieza

manejando 8 columnas y cuando el tiempo de hidr6lisis llega a 3
horas, adicionan otra columna. De igual forma cuando el tiempo de
reaccidn llega a 3 horas nuevamente se adiciona otra columna y asi
hasta llegar a 18 columnas. Para evitar problemas de pH en las
columnas se manejan flujos del orden de 1600 1l/h. Con este sistema
han logrado 1200 ciclos.

Se han realizado comparaciones entre diferentes reactores.
Shewale, (1989), observé que al hidrolizar penicilina V con
"Semacylase"® de Novo, en reactor tangue agitado y <columna
empacada, el primero dio mejores resultados. Ospina, (1991)
determiné que el reactor tanque agitado por lotes, presentd
mejores resultados gque el reactor tanque agitado continue, al
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hidrolizar penicilina G con enzima inmovilizada.

Reactores provistos con membranas de ultrafiltracién (UF) se
han utilizado para separar la enzima (Ryu et al., 1972; Greco et
al., 1983). Estos sistemas tienen 1la desventaja de que las
membranas sufren el fen6meno de polarizacién,

Reactores utilizados en la hidr6lisis de penicilina empleando
biocatalizador de cé&lulas completas.

En la tabla 12 se muestran las caracteristicas 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 °C con un rendimiento de 80%;
el tiempo de vida media es de 42 dias a 30 °C 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 utilizade (en reactor de columna empacado) para la
produccién de 7-ADCA, despuds de 23 lotes (30 dias) la actividad
permanecié constante; en un reactor similar operado a nivel
industrial se realizaron 72 hidr6lisis en un periodo de 3 meses.

Vojtisek et al., (1979), en un reactor intermitente agitado
emplearon un biccatalizador de células completas de E. coli
inmovilizadas por entrecruzamiento. Después de 25 hidrélisis a 37
°C, pPH 7.6-7.8 con 65 g/l de penicilina, logra mantener 95% de
conversioén.

Klein et al., (1984), reporta gque un biocatalizador de
células de E. coli (hiperproductora de la enzima) inmovilizadas en
quitosano, retuvéd B80% de su actividad inicial después de 30
hidrélisis a 37 °C, pH 7.8, 100 g/l de penicilina, alcanzando 95%
de conversién en 90 minutos.

Como conclusién en lo referente a 1os reactores utilizados en
la hidrélisis de penicilina, el disefio y fabricacién de los
reactores se hace de acuedo a las propiedades del biocatalizador.
El tipo y configuracién del ractor afecta considerablemente la
productividad, por lo que en la seleccién del mismo se debe hacer
considerando la maxima productividad en términcs de 6-APA por
cantidad de biocatalizador.
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Tabla 12, Caracteristicas operacionales de biocatalizadores con células inmovilizadas.

Biocatalizador Reactor PR T Estabilidad [S) Conv. Refersacia
(*C) oparacional (g/L) LY
Célulag—poliacril- Columna 8.5 30 *'1/2 = 30 dias 18.62 80 Sato et al,
amida (E. coli) Tanque agitado 8.5 40 hlIZ = 30 dias 18.62 80 1976
por lotes
Células~agar- Columna y 8.0 37 sin pérdida @  -—--- — Klyosov, 1989
carragenina Tanque agitado de actividad
por lotes despubs de
180 ciclos
Células agregadas Tanque agitado 7.6-7.8 37 después de 25 65 90  Vojtisek et
(E. coli) por lotes hidrélisis se al, 1983
santiene la
conversién
inicial
Células~quitcsano Tanque agitado 7.8 37 después de 70 100 95 Klein et al,
(E. coli) por lotes hidrélisis re- 1984

tuvo el 30V de
la actividad
inicial







IV. MATERIALES Y METODOS.

Microorganismo.

Las células de E. coli ATCC 9637 con actividad de penicilino
amidasa fueron proporcionadas por la compafifia 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), 4cido fenilacético (Fisher), gelatina (Cosmopolita),
carragenina (Quimica Hércules), agar (Difco), glutaraldehido al
25% (Merck), aceite de cartamo comestible, 1la penicilina G
potasica (PGK) Glaxo, fue proporcionada por la compafifa ORFAQUIM
S.A. (México).

METODOS .,

Mé&todo de inmovilizacién.

El método de inmovilizacidén empleado fue atrapamiento en gel,
La metodologia esta basada en la dispersién de la fase
células/biopolimero en aceite. El1 biopolimero se resuspende en
amortiguadgr de fosfatos a temperatura de esterilizacién (121 °C,
a 1 Kg/cm®) por 2 min. La solucién de biopolimero se enfrfa a
50~-55 °C, y entonces se incorpora a la suspensioén celular, la cual
se encuentra a temperatura de 42-50 °C, posteriormente 1la
suspensién células/biopolimero se vierte a la fase oleosa, la cual
se encuentra a temperatura de 42 a 50 °C. Cuando la temperatura de
ambas fases es de 42 a 50 °C se inicia 1la agitacién.
Posteriormente el biocatalizador es tratado con glutaraldehido. La
metodologia se muestra en la fig. 6.

En la seleccién del soporte y condiciones de inmovilizacién
se trabaj® a nivel de 45 ml de suspensiébn células-biopolimero y
150 ml de aceite, en un vaso de precipitados de 400 ml. Para
llevar a cabo la seleccidén del impulsor y de las condiciones de
agitacién, los experimentos se realizaron en un tanque de 2 litros
con las caracteristicas que se muestran en la fig. 7. Los ensayos
se llevaron a cabo utlizando 225 ml de suspensién
células/biopolimern, 750 ml de aceite. Se probaron dos tipos de
impulsores Rushton y A-310 (Lighnin).

Proceso de curtido

En relacién con el proceso de curtido, se empled
glutaraldehido considerando que ha sido utilizado convenientemente
para llevar a cabo reacciones de entrecruzamiento, dada su
estabilidad en soluciones acuosas y la facilidad con gue 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

-40-



42-55 °c 7

e ———_ ss{cu

Suspensibn__
selulor

Solucidn
La3r(42-557°C)

Aceile

———
.z
-

| Glutaraidehido Y

((./n) {
- Jl

= £596708 meeom LO.QCOJ% 0.
[ s e

}.\___‘l__

Tamiz

Lguo (5°C)
Aceite

Esfercs
Curtido

Figura 6. Metodologia de inmovilizacidn por dispersion liquido-1Tquido.
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Figura 7. Caracterfsticas del sistema para definir la velocidad de agitacién
en la manufactura del biocatalizador, se muestran los dos diferentes tipos
impulsores empleados (a) Impulsor Rushton (b) Impulsor A-310 (Lighnin).

42—



condiciones de curtido: 360 ml de glutaraldehido 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.

Ootro aspecto importante en la manufactura del biocatalizador
es que se gueda una gran cantidad de aceite impregnado a 1la
preparacién. Este problema es mayor en tamahos de particula
pequefilos. Castillo et al., (1991) reportan gue este problema se
miniminiza lavando con una solucién de Tween 80 al 7%. En este
caso se observ6 gque este problema es menor si antes de lavar con
la solucién de Tween 80, el biccatalizador se lava abundantemente
con agua. Posteriormente se curte, se lava con la solucién de
Tween B8O, y finalmente el biocatalizador se lava con soluciédn
amortiguadora de fosfatos pH 6.

Actividad enzimatica.

La actividad peniciline amidasa 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. El1 6~APA producido durante la reaccibén fue
medido por el métcdo de p-dimetilaminobenzaldehido (Casas, 1981).

La medicién 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 reacciédn. La actividad especifica se reporta como U/mg
de proteina, esta dGltima medida por el método de Lowry (Lowry,
1951).

La medicién de las velocidades iniciales en el biocatallizador
se realizaron en un volumen de 10 ml de reaccién con 0.2 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 facilmente se
la espatula. La actividad especifica se reporta como U/g de
biocatalizador (p.h.).

Determinacién de actividad protrenlitica,

En un tubo de ensaye se colocan 1,9 ml de caseina al 1% y se
adiciona 0.1 ml de la suspensién celular con 100-150 g/l células,
se incuba a 37 °C, se agregan 3 ml de Acido triclorocacético al 5%,
se centrifugan por espacio de 5 minutos a 3500 rpm. Finalmente se
lee densidad 6ptica a 280 nm contra blanco de reactivos.

Factor de efectividad

El factor de efectividad se determiné experimentalmente
midiendo actividad al biocatalizador integro y después de ser
desintegrado mecanicamente. El1 factor de efectividad se cobtiene de
la relacidn entre ambas actividades:
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vi (biocat. intacto)
vi (biocat. desintegrado)

n=

Efecto de la temperatura en la actividad del biocatalizador,

Para determinar la temperatura Optima de la PA en células
intactas y biocatalizador se midié actividad a 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, y 60 °C, a valores de pH de 7.5 y 7.8.

Efecto del pH en la actividad del biocatalizador.

Para determinar el pH éptimo de la PA de células intactas se
mididé actividad a diferentes valores de pH: 6, 6.5, 7, 7.5, 7.8,
8, 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 suspensién celular (2 ml) y
biocatalizador (1 g) en amortiguador de fosfatos 0.1 M a un pH
determinado, en un bafio agitado a la temperatura de estudio, se
tomaron muestras a diferentes tiempos y se determiné actividad.

Efecto del pH en la estabilidad del biocatalizador,

Se siguié la metodologia del inciseo anterior, solo que
variando el pH del amortiguador. Se ensayaron valores de pH entre
6 y B.

Estabilidad operacional.

Se realizaron 40 ciclos sucesivos de hidrélisis de 2 horas
cada uno, y se determinté en cada hidrédlisis, 1la conversién al
final de la reacci6tn y la actividad del biocatalizador cada 10
ciclos. Las condiciones de las hidr6lisis fueron las siguientes:

Temperatura 37 °¢C
pH 7.5=7.6
volumen de reacciédn 50 ml
concentracién de PGK 6%
velocidad de agitacién 300 rpm
Relacién enzima/PGK 60 U/g
Concentracién de NH4OH 2 M

Actividad del catalizador 10 U/g peso humedo.

Determinacién de las constantes cinéticas Km, Vmax, Kiar,
Kie-ara, Ks.

Los valores de Km y Vmax en células intactas fueron
determinados por medicién de velocidad inicial con diferentes
concentraciones de sustrato. Los valores de Km Yy Vmax se
obtuvieron de graficar los datos de acuerdo a la representacién de
Lineweaver y Burk (Segel 1976} y el valor de la Ks se obtuvo por
medicién de velocidad inicial a altas concentraciones de sustrato
de la grafica 1/V vs S.
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La determinacién de Kiara en células intactas fue determinada
por medicién de velocidad incial con diferentes concentraciones de
sustrato en presencia de dos diferentes concentraciones de AFA. El
valor de KiaFa se obtuvo siguiendo la metodologia clasica de
Lineweaver y Burk.

Debido a gue en la determinacién de K: s-apa, se debe hacer
en presencia de 6-APA se planted6 una alternativa que se trata
en la seccién de discusién y resultados.

Reacciones de hidrélisis

Las hidr6lisis de PGK se llevaron a cabo en un tanque agitado
50 ml con contrel de pH entre 7.5 ¥y 7.6 con NH4OH 2 N. En la
fig.8 se muestra un esquema del sistema de reaccién. Se tomaban
muestras y se diluian, para posteriomente medir la concentracién
de 6-APA por el método de p-dimetil-aminobenzaldehido. Las
hidré6lisis se realizaron por triplicado, entre cada hidrélisis 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%vieron numéricamente con ayuda
del 1lenguaje de simulacidn ISIM desarrollado por el Centro
Industrial Universitario de Salford, LTD, Salford, England. Este
lenguaje utiliza cuatro diferentes métodos de integracidén para
resolver ecuaciones diferenciales.

Definicién de algunos paré&metros mencionados a lo largo del
manuscrito,

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

carga enzimitica se define como la relacién unidades de
enzima imovilizada o en células intactas/g de penicilina

Concentracién de enzima se refiere a unidades de enzima
inmovilizada o en células intactas/ml de reaccidn.
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Figura 8, Sistema de reaccidén para la hidrélisis de penicilina G.
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V. RESULTADOS

DISENO DEL BIOCATALIZADOR.

Como se menciond, uno de los objetivos de este trabajo es el
disefio de un biocatalizador de ©penicilino amidasa empleando
células completas de E. coli. Dado que dentro de las perspectivas
del proyecto se incluye la incorporacién posterior de una cepa de
E. coli hiperproductora de la enzima, es necesario, por un lado
disefiar un biocatalizador eficiente, de tal forma que la actividad
enzimatica se exprese totalmente. Por otro lado, es recomendable
gue el proceso de fabricacién sea sencillo, econémico y escalable
con el fin de obtener un biocatalizador de bajo costo y con
adecuadas propiedades mecanicas.

La técnica de inmovilizacién eligida es el atrapamiento en
gel, dado que es ampliamente utilizado, relativamente sencillo y
econdmico, ademas de tener la poesibilidad de obtener
biocatalizadores de diferentes formas y tamafios.

En la seccién de antecedentes se hace referencia a los
métodos de inmovilizacién por atrapamiento en gel repeortados en la
literatura. Un anéalisis de estos métodos se muestra en la tabla 9.
De estos métodos, se selecciond el de inmovilizacién por
atomizacién de la suspensién células-biopolimero con aire, ya que
para entonces resulto ser el mas conveniente en términos
practicos. El dispositivo empleado a nivel laboratorio se muestra
en la fig. 9. Se disefioc un prototipo para 1llevar a cabo la
produccién del biocatalizador a mayor nivel (fig. 10). Las pruebas
se realizaron utilizando gelatina como soporte, con una relacién
células/gelatina de 3.3 g/g. En el método original la suspensién
células-biopolimero después de ser dispersada, se recibe en una
solucién acuosa curtiente para lograr su gelificacién. Sin
embargo, al utilizar una solucién de glutaraldehido al 1.25% a 4
°C, no se formaron esferas, las particulas de solubilizaron.
Se encontrd gque al emplear aceite comestible de c&rtamo a 10 °C
se lograban obtener esferas, por lo que se selecciond el aceite
como fase gelificante.

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

En reportes mas recientes Audet y Lacroix, (1989) y Castille
et al., (1991) reportaron un método de inmovilizacién de células,
basado en la dispersi6n de la suspensibétn células-gel (fase acuosa)
en una fase hidrofébica (aceite). El1 proceso consiste en mezclar
ambas fases a una velocidad de agitacién determinada. Dada la
sencillez del método, se realizaron pruebas para valorar el
proceso. En la tabla 13 se presenta un andlisis comparativo de
ambos métodos. Se puede concluir que el método basade en la
dispersion de dos fases, es mas eficiente, f&cil de realizar y de
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Figura 9. Dispositivo empleado para la inmovilizacién de células
de E. coli por atomizacién a nivel laboratorio. La suspensidn
células/agar se alimenta al dispositivo por medio de una bomba
peristdltica y al mismo tiempo se alimenta aire, para formar
particulas mas pequefias. En 1la figura inferior se muestra en
detalle el dispositivo.



Alimentador

FARSTER 3 3 oo P .
‘Figura 10, Dispositivo empleado para la inmovilizacién de células
de E. coli por atomizacién a mayor nivel. Este sistema consta de 3
partes, la sefialada como 1 esta compuesta por cinco unidades a las
cuales se les adaptan pipetas Pasteur, cuenta con un alimentador
de aire disenado de forma tal que a cada unidad le corresponde el
mismo flujo de aire. La parte sefalada como 2 se adapata a 1 Yy
finalmente se adapta la 3. La alimentacion de la mezcla
células/agar se realiza por 2.



Tabla 13. Comparaciédn de los métodos de inmovilizacién por
dispersién con aire y dispersién lig-1liq.

DISPERSION DISPERSION

con aire lig-liq.
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
dispersidén con aire consumiria de 45 a 60 min.
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controlar las variables que influencian el tamafio de particula,
por otro lado, presenta mayores probabilidades de escalamiento.
Estas razones dieron la pauta para decidir emplear este método en
el desarrollo del proyecto.

Eleccién del sopoarte.

La eleccibén del soporte mas apropiado se realizé en base a
las siguientes consideraciones:
1. cCapacidad de atrapamiento, definida como g de células/g de
soporte,
2. Facilidad de manejo de la suspensién células-gel para llevar a
cabo la inmovilizacién.
3. Estabilidad a la agitacién rotatoria.

Considerande los criterios de disponibilidad, factibilidad
técnica y antecedentes en la elaboracién de biocatalizadores se
probaron tres biopolimeros: gelatina, carragenina y agar. Como
primera etapa en la caracterizacidn de cada sistema, se determind
la capacidad de atrapamiento del sistema, seleccionando agquella
que permite un adecuado manejo de la suspensién células-~gel. Los
biocatalizadores asi obtenidos son entonces sometidos a pruebas
de estabilidad a 1la agitacién, seleccionando el soporte gue
permite la produccidn del biocatalizador con las mejores
condiciones de estabilidad a 1la agitacién 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 gue
entre mayor es la relacién células/gelatina, mayor es la actividad
del biocatalizador. Se seleccioné a una relacidén células/gelatina
de 6.6 g/g en 100 ml de preparacién. Para relaciones mayores el
manejo de la suspensién es dificil.

Al realizar pruebas de estabilidad, se observé que antes de
24 hrs el biocatalizador se desintegra. Ante la posibilidad de que
la concentracién de células usada fuera muy alta se disminuyé a
3.3 g cel/g del gel: el biocatalizador asi elaborado resistié
solamente 48 hrs. La segunda hipétesis planteaba la presencia de
actividad proteolitica en células. Se decidi6 entonces medir esta
actividad, las determinaciones se 1llevaron a cabo a diferentes
valores de pH: 7, 7.5 y 8, usando como sustrato caseina y midiendo
los productos de hidrélisis como se menciona en la seccion de
materiales y métodos, Los resultados se muestran en la tabla 14.
Como se puede observar las densidades 6pticas 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 llevé a cabo la inmovilizacién y la reaccion enzimética.
Esta situacién descalifica a la gelatina comc material de soporte.

Carragenina. .
Al emplear la carragenina como soporte a diferentes
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Figura 11. Actividad del bjocatalizador en funcién de la relacion
células/gelatina, para un tamafo de particula de 0.297 nm.
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Tabla 14. Actividad proteolitica en células de E. coli ATCC
9637 (Condiciones de reaccién 37 °C, amortiguador
de fosfatos, sustrato caseina al 1%).

DOz2oBonno
pH 0 hr 0.5 hr 1 hr 3 hr 5 hr
7 0.6225 00,7015 0.7400 0.8300 0.9320
7.5 0.6675 0.8220 0.8740 1.0600 1.0800
8 0.5950 0.7270 0.7640 0.8670 0.8880
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relaciones células/carragenina (1.5, 2.25, 4.5 y § g/g ), no fue
posible obtener biocatalizadores esféricos dade gue la suspensién
células-carragenina gelifica a temperaturas del orden de 50 °C,
dificultandoc el manejo.

Agar.

Se utilizé agar como soporte empleando las relaciones
células/ agar de 2.25, 4.5, 8.25 y 11.25 g/g. Se observé que
hasta 8.25 g/g tanto el manejo como la capacidad de formar
catalizadores esféricos es factible. Se realizaron pruebas de
estabilidad y los biocatalizadores no se desintegraron aun después
de 360 hrs de agitacién a 37 °C.

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

Aspectos del sistema a inmovilizar (temperatura y pH de
inmovilizacién).

En lo que se refiere al soporte, Padilla (1986), reporta
gque entre las dos marcas comerciales de agar (Difco y Bioxdén) no
existen diferencias notables para la formacién de geles, y gque a
valores de pH comprendidos entre 6 y 8.5 1la formacion y
estabilidad del gel resulta muy adecuada.

Para seleccionar los valores de pH y temperatura de
inmovilizacion se determindé la estabilidad de la enzima en las
células intactas a dichos parametros. Durante el proceso de
inmovilizacién, es necesario manejar temperaturas de 50-55 °C para
facilitar el manejo de la suspensién células-gel. Por esta razén
se llevaron a cabo estudios de estabilidad a 55 °C 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 gue la
enzima presenta maxima estabilidad a pH 6, con un tiempo de vida
media de $ horas. De acuerdo a estos resultados las condiciones de
PH y temperatura selecclionadas fueron 6 y 55 °C, respectivamente.
Sin embargo, al realizar los ensaycs & cstas condiclones se formo
una emulsién muy estable, ain a bajas velocidades de agitacién,
situacidn que hace que se formen esferas muy pequefas y de dificil
recuperacién. Para aplicar esta metodologia evitando la formacién
de emulsiones estables, fue necesaric manejar la suspension
células-agar a una temperatura menor. Para ello fue necesario
determinar la temperatura minima de la suspensidén células-agar, a
la gque aGn no gelificaba, resultandec ser de 42 °C. Los
experimentos se llevaron a cabo a esta temperatura, obteniéndo
buenos resultados.

Estudio para la seleccién del tamafio de particula.
La seleccién del tamafio de particula se realiz6é tomando en
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TABLA 15. SELECCION DEL. SOPORTE

soporte mdx. capacidad de manejo cstabilidad®
atrapamiento
g cél./ g de soporte (hrs)
gelatina 6.6 adecuado 24
carragenina -- dificil -
agar 8.25 adecuado 360

* integridad del biocatalizador a la agitacién: 200 rpm, pH 7.8
temperatura 37° C,
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ACTIVIDAD RETENIDA(%)

120

100

t! {hrs)

40 ~ —_— —pH 6 5
| ~—e— pHES 233
—g— pH75 0.18
20
0 Y T v T Y T T
0 1 2 3 4

TIEMPO (Hrs)

Figura 12. Efecto del pH en la estabilidad de la enzima contenida
en células de E. coli a 55 °C. Las celulas resuspendidas. Las cé-
Tulds se resuspenden en amortiguador de fosfatos pH 6, 6.5y 7.5
en baflo agitado y se determina actividad a diferentes tiempos a
37 °C, pH 7.8.
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consideracién dos factores: altos valores de actividad especifica
¥y de factor de efectividad.

Primeramente se determiné la actividad de los
biocatalizadores obtenidos a diferentes relaciones células/agar,
observandose que la actividad de 1los Dbiocatalizadores se
incrementa a medida que se aumenta la relacién células/agar (fig.
13). Se cobserva ademds gque la actividad es mayor en los tamafios de
particula mas pequeios (malla 50 y B0). Esta tendencia se aprecia
en forma mas clara en la fig. 14.

En lo gque se refiere al comportamiento en términos de factor
de efectividad, se observa que éste disminuye a medida que se
incrementa la relacién células/agar. No cbstante, las mallas 50 Yy
80 tienen valorez de factor de efectividad superiores a 0.9.
(figs, 15 y 16).

En conclusién los biocatalizadores malla 506 y 80 con 1la
relacién células~-agar 8.25, son los que presentan mayor actividad
egpecifica, con factores de efectividad superiores a 0.9. No
cbstante, el tamafio de particula malla 80 presenta algunes
problemas técnicos: es un tanto dificil eliminar el aceite
remanente y por ctre la lads al enmplearlo en un reactor tangue
agitado es dificil su manejo, por lo que se selecciond el tamafio
de particula malla 50.

Seleccidén de las condiciones de inmovilizacién.

El objetivo de este estudio fue el seleccionar 1las
condicicnes de inmovilizacién que nos llevar&n a obtener &ptimos
rendimientos de esferas malla 50, tamafo elegido como mas
adecuados para este sistema. En la literatura se menciona que son
varios los par&metros que influyen en la distribucidn y tamafio de
particula: temperatura, concentracién de soporte, velocidad de
agitacién, tiempo de mezclado, tipo de impulsor, relaciodn
células—-agar/aceite, entre otras. En lo que se refiere al tiempo
de mezclado (15 min), concentracién de soporte (2%) y la relacién
células-agar/aceite (30%), son parametros 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 inmovilizacidédn segin lo va
establecido, se observé gque no habia reproducibilidad en 1los
resultados, probablemente por la forma en gque se agregaba la
mezcla células-—-agar al aceite, la cual se realizaba en una sola
etapa como se ilustra en la fig. 6. De esta manera se forman
gradientes de temperatura a lo largo del proceso de
inmovilizacién, que dependen de la rapidez con gque se adicione la
suspensién células-agar al aceite. Por lo que se pensd entonces
llevar a cabo 1la inmovilizacién, en condiciones isotérmicas
globales (ambas fases aceite y la suspensi6én celulas-agar a la
misma temperatura). De esta manera se obtuvieron resultados
reproducibles.
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Figura 13. Actividad del biocatalizador en funcion de 1a relacibn
células/agar (p/p) para diferentes tamafios de particula.
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Figura 14, Actividad del biocatalizador en funcion del tamafio de particula
para diferentes retaciones células/agar {p/p).
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FACTOR DE EFECTIVIDAD
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Figura 15. Factor de efectividad en funcién de 1a relacion cé&lu-
Tulas/agar {p/p} para diferentes tamafos de particula.
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FACTOR DE EFECTIVIDAD
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Figura 16, Factor de efectividad en funcién de la relacidn células/
agar (p/p) para diferentes tamafos de particula.
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Seleccidn de las condicicnes de agitacién

La seleccién del tipo de impulsor y velocidad de agitacién y
se llevd a cabo a nivel de 975 ml (225 ml de suspensién
células-agar y 750 ml de aceite), las dimensiocnes Y
caracteristicas del tanque se describen en la seccién de
materiales y métodos. Se probaron dos tipos de impulsores: el
A-310 y el Rhuston, a diferentes velocidades de agitacién. En el
caso del impulscor A-310, se realizaron pruebas a 500, 390, 300 y
250 rpm. A 500 rpm se formaron particulas muy pequehas, dificiles
de recuperar. Los resultados a 390 y 300 rpm se muctran en la fig.
17 en la cual se grafica el % en peso de cada uno de los tamafos
contra la velocidad de agitacién. Se observa gque a 390 rpm, el
tamafio de particula malla 50 se encuentra en mayor proporcion
{32%) respecto a los demis tamafios, al disminuir la velocidad de
agitacién a 300 rpm, dicha propoercién se incrementa a 35 %, lo
cual indica que para lograr incrementar la proporcién del tamafio
malla 50, se requerirfa disminuir la velocidad de agitacién. No
obstante, cuando la inmovilizacién se llevé a cabo a 250 rpm, no
se logra un buen mezclado por 1lo gque gran parte la suspensién
células~agar no se dispersa.

En la fig. 18 se muestran los resultados cbienidos cuando se
utilizd el impulsor Rushton. Se observa que a 500 rpm se obtiene
la mayor proporcié6n del tamafio malla 50 (44.5%). Al incrementar la
velocidad de agitacién a 600 rpm y disminuirla a 380 rpm, dicha
proporcién decrece. Por lo tanto se puede concluir 500 rpm es la
velocidad de agitaciédn regquerida para obtener la mayor proporcién
de biocatalizador tamafio malla 50. ELl rendimiento de
inmovilizacién fue de 90-95%, con la siguiente distribucién de
particula 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
gue los mejores resultados se obtienen con el impulsor Rhushton.

Sin embargo, la proporcidn de tamafio malla 50 aGn asf es
relativamente baja, si se considera gque mas del 50% del
biocatalizador obtenido no se utilizaria. Analizando las

proporciones de los tamafios de particula en conjunte con sus
factores de cfoctividad, se determino gue al trabajar solamente
con los tamafios de particula malla 40, 50 y B0 el porcentaje de
biocatalizador utilizable se incrementa a 89%, el factor de
efectividad del sistema es 0.9. Ahora bién, si se emplean todos
los tamafics, el factor de efectividad disminuye a 0.88.

Para decidir cual seria la opcidtn mas adecuada, se realizé
una estimacidén preliminar del costo del biocatalizador para los
diferentes rendimientos (anexo 1III), con estos resultados se
determind el costo de produccién del 6-APA en funcién del ndamero
de lotes, para ello se hicieron las sigquientes consideraciones:

a) se requiere una carga de 240 U para producir 1 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 délares y d) el costo de
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Figura 17. Distribucidn del tamafio de particula en funcibdn de
1a velocidad de agitacion para el impulsor A-310. TYemperatu-
ra de inmovilizacién 42 °C, relacidén células/agar (g/g) 8.25.
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Figura 18. Distribucidn del tamafio de partfcula enfuncidn de la
velocidad de agitacién para el impulsor Rushton, temperatura de
inmovilizacidn 42 °C.
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procesc enzimitico (sin incluir el costo de la enzima) es de 1
dblar/ Kg de 6~APA.

El costo del biocatalizador conslderando gue solo se emplea
el tamafio malla 50, resultd ser de 567.69-600 (I) délares, sl se
emplean los tamafios malla 80, 50 y 40 el costo disminuye a 284-300
(II) délares y cuando 8e consideran todos los tamafios del
blocatalizador el costo es de 253-267 dblares (III). En la fig. 19
8@ muestra el cogtco de produccitn del 6-APA en funcién del namero
de lotes para un biocatalizador cen una actividad especifica de 10
U/g, se observa gue para los costos de 267 y 300 délares (casos IX
Y III) el costo de produccién es significativamente menor gque en
el caso del biocatalizador de 600 dblares (caso I) y por otro lado
al comportamiento de IT y III es muy similar, por lo que una buena
opeién es emplear una mezcla de los tamafio’s 40, SO y 80 (caso II},
ya que ademds en conjunto presentan un factor de efectividad de
0.9,

Es importante notar que el numero de lotes guec sc tendrian
que llevar a cabo es muy alto, esto debido a la baja actividad del
biocatalizador. En la fig. 20 se muestra el nlmero de lotes que se
tendrian gque realizar en funcién de la actividad especifica del
biocatalizador, para obtener ol precic de venta del 6~-APA (B0
d6lares), conslderando que el costo del biocatalizador es de 300
d6lares. Se observa gue a medida gue se incrementa la actividad
especifica de biocatalizador el nfimerc de lotes disminuye
notabklemante.

En conclusién las condiciones de inmovilizacidédn establecidas
son (fig. 21):

Boperte: Agar

Relacién células/agar 8.25(16.5% células/2% agar)
Temperatura de inmovilizacion 42°C

pH da inmovilizacién 6

Relacién suspensién cél/agar en

acelite 30%

Velocidad de agitacién 500 rpm

Tipo de impulsor Rushton

Tiempo de contacto 15 min

coendiclones de curtido: las mencionadas en la seccidén

de materiales y métodos.

Rendimiento total de la inmovilizacién 90-95%

Rendimiento conaidarandoc que se emplean los tamafios de
biocatalizador malla 40, S0 y 80 80.1-84.5

Peso seco bilocatalizador 13%
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COSTO DE 6-APA (DOL./Kg)
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Figura 19 Efecto del nimero de lotes de reutilizacidn del biocata~
lizador de penicilino amidasa en el costo de produccién del 6-APA
para diferentes costos del biocatalizador.
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Figura 20.Efecto de la actividad del biocatalizador en el niimero
de lotes de reutilizacidn necesarios para obtener el precio de
venta del 6-APA (80 D31./Kg).
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Figura 21. Metodologia de inmovilizacion propuesta. 1. Adicionar la sus-
pension cél./agar a temperatura de 45-50 °C a la fase olecosa previamente
calentada a 45 °C, esperar a que ambas fases tengan 1a misma temperatura.
2. Iniciar la agitacidn y prolongarla durante 15 min. 3. Enfriar hasta -
1legar a 10 °C, separar las esferas de la fasc oleosa. 4. Curtir con glu
taraldehido al 2%, finalmente lavar y tamizar.
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CARACTERIZACION DEL BIOCATALIZADOR.

Comportamiento del factor de efectividad a diferentes
concentraciones de sustrato.

En el disefio de reactores con células o enzimas inmovilizadas
es importante considerar el efecte de la concentraciéon de sustrato
en el factor de efectividad. De hecho, en el disefio de reactores
frecuentemente se considera constante. 5in embargo, como  se
apreciar en la fig. 22 existe variacién con la concentracién de
sustrato. En este caso se observa que para el tamaho de particula
seleccionado, el factor de efectividad permanece constante
mientras la concentracién de sustrato se mantienc por arriba de
10 g/1 de PGK. Esto quiere decir que en una reaccién de hidrélisis
con 100 g/l de PGK, al final de la reaccién el control pasa de ser
cinético a difusional.

Este nmismo estudio se realizé para el biocatalizador
manufacturado con gelatina, para dos tamafios de particula: con y
sin problemas difusionales. Estos resultados se discuten en el
articulo Design of two immobilized cell catalysts by entrapment on
gelatin: Internal diffusion aspects, publicado en 1la revista
Enzyme Microb. Technol., vol. 13 19%1. (anexo 1)

Caracterizacién fisicoquimica 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 obgserva que la actividad catalitica se incrementa conforme
aumenta la temperatura de reaccién, hasta llegar a un 6ptimo que
este c©caso se encuentra entre 55 y 60 °C a pH 7.8 y 7.5
respectivamente. Al sobrepasar esta temperatura se aprecia una
acelerada pérdida de actividad enzimitica. Comparandeo estos
resultados con los obtenidos para células libres (recuadro) se
aprecia que la temperatura 6ptima es mayor para el sistema
inmovilizado, probablemente porque el proceso de inmovilizaciédn da
proteccidn a la enzima incrementado su estabilidad.

A partir de los datos anteriores se obtuvo una energfa de
activacién de 9,475 z2l/mol para 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 fig. 24. Adicionalmente 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 pH para células inmovilizadas se presenta en la
fig. 25 a 37 y 55 °C. Se selecciond 37 °C pues la mayor parte de
los procesos industriales se conducen a esta temperatura, mientras
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Figura 22. Efecto de la concentracidn inicial de PGK en el factor de

efectividad, para e] biocatalizador de PA malla 50.
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Figura?23. Efecto de la temperatura en la actividad del biocatalizador y
células (recuadro) a valores de pH 37 y 55 °C. Se determind actividad a
los diferentes valores de temperatura en amortiguador de fosfatos.
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Figura 24. Energia de activacion para la hidrdlisis de bencil penici-
lina del sistema inmovilizado y libre (recuadro). Las determinaciones
se realizaron por duplicado, en la grafica se muestra el promedio de
las determinaciones.
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Figura?2b Efecto del pH en la actividad del biocatalizador y células (re-
cuadro) a 37 y 55 °C. El biocatalizador y cé&lulas .se les determind acti-
vidad a los diferentes valores de pill en amortiguador de fosfatos.
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Tabla 16. Valores de pH, temperatura y Ea para penicilino acilasa.

Sistema pR 6ptimo T Sptima Ea Referencia

E. coli 8.5 - 8.0 - 8550 Balansingham et al.,
NCI B748A (1972)

E. coli 8.0 -~ 8.8 42=-45 - Bryjak et al., (1989)
Semacilasa 6.5 45 6348 Novo, (1987)

PV acilasa

Enaima inmovi- 7.5 - 8.0 49 10963 Ospina, (1992)
lizxada de E.
coli ATCC 9637
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que 55 °C corresponde a la tenperatura 6ptima. Se observa un
madximo de actividad entre pH 7.8 - 9 a 37 °C, y 7 - 8.5 a 55 °C.
Al comparar estos resultados con los del sistema de células
intactas se cbserva gque el pH 6ptimo del sistema inmovilizado se
mueve hacia la parte alcalina tanto a temperatura de 37 como de 55
°C.

De estos resultados se puede concluir gque las condiciones
6ptimas de actividad del biocatalizador son temperatura de 55-60
°C y pH de 7.8 a 9. En la literatura se reportan valores de pH
éptimos entre 7.5 y 8.5, tanto para enzima en células, libres o
inmovilizadas. A pesar de que la temperatura o6ptima es 55-60 °C,
la mayoria de los biocatalizadores de PA se emplean a temperaturas
menores de 40 °C. Esto es debido tanto a la estabilidad de 1la
penicilina y el 6-APA, asf como de la enzima. Por esta razén
resulta importante de realizar estudios de estabilidad de 1la
enzima a diferentes valores de pH y temperaturas.

Efecto de la temperatura en la estabilidad del biccatalizador

En la fig. 26 se muestran los resultados de estabilidad del
biocatalizador a temperaturas de 37 y 55 °C (recuadro), pH 6, 7.5
¥ 7.8. Se aprecia que a 37 °C se presenta la estabilidad méxima,
mientras gue a 55 °C el biscatalizador sufre una desactivacion
acelerada, sobre todo a valores de pH 7,5 y 7.8. Es importante
sefialar que a pH de 6 se presenta la mdxima estabilidad en ambos
casos.

Al analizar la caida de la actividad a 1o largo del tiempo a
cada una de las condiciones, se observd que en una grafica el 1n
de 1la actividad contra tiempo se obtiene una linea recta (fig.
27), lo que indica que la desactivacién sigue una cinética de
primer orden, caracterizada por una constante de desactivacién
(que corresponde a la peniente de la linea recta). Esta constante
puede realacionarse con el tiempo de vida media del
biocatalizador:

k 1n 2

tir2

En la tabla 17, se resumen estos resultados, observandose gue
el tiempo de vida media a pH 6 y 37 °C es 750 veces mayor gue 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 desarroclla la reaccibén, ya que es necesarioc regular el pH
por la generacidn de AFA.
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ACTIVIDAD RETENIDA (%)
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100
—c—-\_c a

Q
Q
H

[¢)]
(o]
i

—— pH6 150

Estabilidad del biocatalizador

7 0O pH7S5 a 55 °C

——t— pH78

F
o
i
Actividad retenida (%)
]

| _;\:
20 4
- 8.0 04'5 ].IO ].IS 2?0 2.15 ;O 35
Tiempo {hrs)
0 v T T 1 T J ’
0 200 400 600 800

TIEMPO (horas)

Figura 26 Efecto de la temperatura en la estabilidad del biocatalizador. E1l
biocatalizador se incubd en amortiguador de fosfatos 0.1 M, en baho agitado
y se determiné actividad a pH 7.8 y 37 °C.
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Figura 27. Representacion grafica para determinacién de la constante de des—

activacidn de primer orden a 37 °C y 55°C (recuadro).
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Tabla 17. Efecto de la temperatura en el tiempo de vida media del

biocatalizador.
tir2 (h)
pH 37 -cC 55 °c¢ tiz2(37_2€C)
ti1/2(55 °C)
6 4619.30 6.09 750.5
7.5 774.00 0.86 900.0
7.8 733.02 0.45 1628.8
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Se efectuaron estudios de estabilidad a una temperatura de
37 °C a valores de pH de 5, 6, 6.5, 7, 7.5, 7.8 y 8. los
resultados se muestran en la fig. 28. Se observa que la maxima
estabilidad se logra a pH 6, vy que el efecto de la desactivacidén a
valores de pH alcalino es muy marcado.

De acuerdo con estos resultados, nhos encontramos que en base
a la estabilidad del biocatalizador las condiciones optimas para
su utilizacién serian pH 6 y temperatura de 37 °cC. Sin embargo,
considerando los valores de pH y temperatura de actividad &ptimos,
las condiciones de operacién serian pH 7.8~9 a 137 °C, y pH 7-8.5 a
55 ©°C. Como se puede apreciar las condiciones éptimas de
estabilidad se contraponen <con las condiciones éptimas de
actividad. En la fig. 29 presenta el efecto integral de ambos
parametros, se puede observar que a pH 6.5 se pueden obtener
buenos valores de actividad y estabilidad, aungue no los 6ptimos.

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 reaccién es necesario regularlo, por lo
gue se deneran dgradientes de pH, de cuya magnitud depende el
control del proceso. En un estudio de simulacidén por computadora
realizado por Goémez et al., {(1992), se demuestra que la
estabilidad de la enzima en condiciones de prcceso es dependiente
del gradiente de pH que se genere. Asf, entre mayor sea este
gradiente mayor es la desactivacién, de ahf la necesidad de
realizar pruebas de estabilidad en condiciones de operacién en
produccién.

Para este efecto se llevaron a cabo 40 hidrélisis sucesivas
de 2 horas cada una, en las siguientes condiciones: pH 7.5-7.6 y
37 °C, 60 U/g de PGK, 6% de PGK. En cada reaccién se midié 1la
conversién y la actividad del biocatalizador cada 10 hidrdélisis.
Los resultados se muestran en la fig. 30. Se observa gque la
conversién se oscila alrededor de 90-95% y gque la actividad del
biocatalizador no vario sino hasta la hidrélisis 40, conservandose
un 85% de la actividad inicial.
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Figura 28. Efecto del pH en el tiempo de vida media del biocata-
lizador. E1 btocatalizador se incubd a 37 °C en bafio agitado, en
amortiguador de fosfatos 0.1 M y se determind actividad a pH 7.8
y 37 °C.
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Figura 30. Estabilidad operacional del biocatalizador. Tiempo

de reaccidén 2 hrs, 37 °C, pH 7.5, amortiguador de fosfatos 0.03
M, 6% de PGK.
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-Caracterizacién cinética.

Durante el disefie del biceatalizador uno de los criterios mas
importantes fue el de evitar problemas difusionales. Por esta
razén la caracterizacién cinética se realizé en células intactas
de E. coli.

Determinacién de Km y Vmax

Los resultados del estudio cinético de la células de E. coli,
se presentan en la fig. 31, en la que se muestra la representacién
de Lineweaver-Burk, obteniéndose un Km de 12 mM y una Vmax 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 aqui obtenidos se encuentran dentro de
los ordenes de magnitud reportados en la literatura.

Determinaci6tn de la constante de inhibicidédn por exceso de
sustrato (Ks).

Se encuentra reportado que la PA de E. coli es inhibida por
altas concentraciones de bencilpenicilina. En el caso de la enzima
contenida en células de E. coli ATCC 9637 también se observd este
efecto (fig. 32). La constante de inhibicién mM se determiné de 1la
grafica reportada en la fig. 33, resultando ser de 459 mM valor
por arriba del reportado para células libres y algunas enzimas
inmovilizadas (tabla 6).

Determinacién de la constante de inhibicién por &cido
fenilacético (Kiara).

En la fig. 34 se muestran los resultados de la determinacién
de la Kiara, siguiendo la metodologia clésica de Lineweaver-Burk.
En ambas graficas se puede ver claramente que se trata de un
inhibidor competitivo, lo que concuerda con l¢ reportado en la
literatura. El valor de las constante cinética Kiara es de 51.55
mM.

Determinacién de la constante de 1inhibicidén por 6-APA
(Ki6-APA),

En los experimentos para obtener la Kie-arpa, sSe presentaron
algunos problemas, por la necesidad de determinar la formacién de
6-APA en presencia de altas concentraciones del mismo.

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

Para emplear esta metodologia se utilizdé la ecuacién

integrada para un reactor en lote con inhibicién no competitiva
midiendo la formacién de 6-APA por consumo de NHaOH:
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Figura 31. Representacidn de Linewaver-Burk para la determinacion
de Ta Km.
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Figura 32. Efecto de la concentracidon de pemcrhna en la veloci-
dad inicial de la penicilino amidasa.
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Figura 33. Representacion grafica para la determinacion de la
counstante de inhibicion por oxceso de sustrato.
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Figura 34. Representacidn de Linewaver-Burk para la déterminacion
de la constante de inhibicidn por AFA.
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Km 1n _gg [l+_1_"+ SoX [1_%‘]: Vmax t

Ky
6-APA 6~APA

El primer término de la ecuacién anterior es despreciable,

cuando la cinética se mantiene en orden cero. Al despejar ¥ del
segundo término de la ecuacién se obtiene:
vmax t
X =
1 So
[1+2 ]

6-APA
.

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

Vmax
m =
[l ¥ il BJAPADQ

de donde se puede obtener el valor de Ki.

De esta forma se obtuvo un valor de Kis-apa = 234.3 mM (fig.
35), trabajando a una concentracién de PGX de 100 g/l, pH 7.5,
temperatura de 37 -C, relacién enzima/PGK de 60 U/g, empleando
concentraciones de 6-APA de 0, 55.46, 138.7 y 277.42 mM.

Aplicacién del biocatalizador,
Hidrélisis de penicilina por el biocatalizador de células
inmovilizadas.

Se realizaron hidrdlisis 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 concentracién

equivalente a 2.4 U/ml ¥y a una carga constante de 60 U/g de PGK.

En trabajos previos se ha observado que existe absorcién de
los componentes de la reacci6tn al biocatalizador por lo que las
cinéticas de reaccién se siguieron midiendo 6-APA por consumo de
hidréxido de amonio.

Al analizar los resultados de las cinéticas de hidrélisis
cuando se emplea 3.4 U/ml de enzima (fig. 36), se observa gue a
concentraciones de 8 y 10% (p/v) de PGK las hidrélisis no alcanzan
el 100% de conversiébn Yy que a medida gue se aumenta la
concentracién de penicilina el tiempo de reaccién se incrementa
(de 60 minutos cuando se emplea 2% de penicilina a 240 minutos con
10% de penicilina).

Cuando se utilizd una carga constante de penicilina de 60 u/g
de PGK (fig. 37) se observa qgue a la concentracién de 4%, la
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Figura 35. Representacidon grafica para la determinacion de la
constante de inhibicién por exceso de 6-APA.

~8§9—



CONVERSION (%)

o @ I W eeeee
-~ I D
. . '9" “_.-" o
» K PRt o
& O
K4 ‘_.'
'l . _l.
:" l" ¢
4 s
’
Im s
"‘ [+
;-
o
T ~ T Y T ¥
100 200 300 400

TJIEMPO

Figura 36. Cinéticas de hidrolis para (Hflehi ntes concentraciones de
penicilina, utilizando cé&lulas inmovilizadas como biocatalizador, se
empled una concentracidn de enzima de 3.4 U/mi. Se muestran los datos
experimentales (puntos}) y los que predice el modelo de triple inhibi-
cion modificado y corregido por equilibrio (lineas}).

—— Mod 2% PGK 4% PGK weee 6% PGK === 8% PGK ==t 10% PGK

B Exp2%PGK @ 4%PGK ® % PGK | 8% PGK © 10%PGK

-0



CONVERSION (%)

1
200 300

L]
0 100

TIEMPO (MIN)
Figura 37. Cinéticas de hidrolisis para diferentes concentraciones

de penicilina, utilizando células inmovilizadas como biocatalizador,
se empleo una carga constante de enzima de 60 U/g de penicilina. Se
muestran los datos experimentales (puntos) y los que predice el mo-
delo de triple inhibicifn modificado y corregido por equilibrio (1i-
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conversidén 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 hidrélisis con
10% de penicilina requiere alrededor de 30 g de biocatalizador y
esta cantidad ocupa mas de la cuarta parte del reactor,
dificultando su operacién. La uUnica forma de lograrlo empleando un
biocatalizador con mayor actividad especifica. Desde el punto de
vista del disefio 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 hidrélisis de penicilina con
biocatalizadores de cé&lulas son escasos. A pesar de ello, el
comportamiento antes descrito, coincide con lo reportado en 1la

literatura, en lo dque c¢oncierne al tiempo de reaccién vy
porcentajes de conversién. sato et al., (1976) con un
biocatalizador de células de E. coli inmovilizadas en

poliacrilamida, obtiene 85 a 90% de conversién en 180 minutos de
reaccidén, empleando una concentracién de enzima de 0.11 U/ml y 15
mM (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 0% con 0.0%5M (18.6
g/l) de penicilina. Klein, (1984), reporta gque para lograr una
conversién 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 conversién de 95% en 90 minutos, la cantidad
de enzima necesaria esta en funcién de la cantidad y concentracioén
de penicilina que se quiera hidrolizar.

De los resultados antes discutidos, se puede concluir que el
biocatalizador obtenido lleva a cabo la hidrdlisis de penicilina G
(2 a 10%), con tiempos de reaccién 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), observa un comportamiento cinético con un
biocatalizador de enzima parcialemente pura inmovilizada por
enlace covalente, muy semejante al que presentan las cinéticas de
reaccién obtenidas en este trabajo. Encontrd gque el modelo de
triple inhibicién modificado fue el gue mas se ajusté a los
resultados experimentales. Come en sSus experimentos observd
igualmente que las hidr6lisis no alcanzaban el 100% de conversién,
incluye una correccidén por equilibrio. Para ello determiné la
constante de equilibrio, la cual resultd ser 6295 mM a pH 7.5, 37
°C y 10 % de penicilina.

Al aplicar este modelo en las hidrélisis con el
biocatalizador de células aqui obtenido, en ambos casos el modelo
cinético describe adecuadamente 1los datos experimentales hasta
concentraciones de penicilina del 8%. Para 10% los datos
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experimentales estan por abajo de la prediccién tedrica, lo que
hace pensar gque el término de inhibicién por exceso de sustrato
debe ser mas importante o bién gque la Ks se ve afectada por la
presencia de los productos de reaccidn. Por otro lado,
considerando que las inhibiciones estan incluidas en el modelo,
otra causa podria ser el efecto de la reversibilidad de 1la
reaccién.

Anilisis econémico del biocatalizador diserado.

Para gque un biocatalizador de penicilino amidasa pueda ser
empleado a nivel industrial, es nesesario que cumpla con ciertas
caracteristicas técnicas y econdmicas. En particular la actividad,
el precio y estabilidad operacional del misme 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 1lo 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 vehicules multicopia bajo el operédn del promotor de lactosa.
Dicha actividad en 1las condiciones definidas generaria un
biccatalizador con 29.7 U/g de kiocatalizador. Sin embargo, es
posible establecer la actividad necesaria para contar con un
biocatalizador competitivo en el mercado. Si se tiene en cuenta
gue el valor de la materia prima para producir 6-APA es cercanc a
su precioc de venta, es posible calcular el numerc de ciclos minimo
gque se debe emplear un biocatalizador con diferentes actividades
especificas. Para dicho calculo se hicieron 1las 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 délares/Kg, c) se
requieren 2 Kg de penicilina para producir 1 Kg de 6-aAPA, d) el
costo de proceso es de 1 dbdlar por kg de 6-APA, e) el costo del
biocatalizador es de 300 dbélares. La estimaciédn 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 produccidén (anexo III). Se calculo el costo de produccién
del 6-APA empleando la siguiente expresiodn:

_ $___ _ $30 _us 2kg PGER $1 uUs_
Kg &6~-APA XKg PGK Kg 6=-APA Xqg 6-APA
materia prima proceso
$300 US . 240,000 U - _ 1
&-APA/ lote (AE blioc.) NL
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donde AE = actividad especifica del biocatalizador y
NL = nGmero de lotes.

En la fig. 38 se grafica el costo de produccién del 6-APA en
funciébn del nimero 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 1 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 ddlares. Se observa que activiades
mayores de 40 U/g después de 150 ciclos, practicamente no se
observa un efecto significativo en el costo de producci6bn de
6-APA: tal es el caso de un biocatalizador producido con células
mejoradas por Ingenierfa Genética (de actividad especifica
superior a 270 U/g de células secas).

Es importante mencionar que la estimacién del costo de
materias primas del biocatalizador se realizd considerando el
costo de produccién de la cepa silvestre, el cual es muy bajo.
Comunmente las cepas mejoradas genéticamente requieren para su
producciédn compuestos que son costosos (antibiéticos, nutrientes
especiales). Por lo que el costo del biocatalizador seguramente
serd mayor. En la fig. 39 se muestra el nimero de 1lotes de
reutilizacién requeridos para obtener el precioc de venta del 6-APA
(80 A8l./Kg), en funcién de la actividad especifica del
biocatalizador, para diferentes costos relativos de produccién de
las células (considerando a la unidad como el costo de produccién
de la cepa silvestre).

Se observa que al aumentar el costo de las células el nhamero
de lotes se i1ncrementa, sobre todo si las actividades del
biocatalizador son tan bajas como 10~-20 U/g. Sin embargo, a
actividades del bioccatalizador superiores a 40 U/g el efecto del
costo de las células es despreciable.

Extraccién de PA por chogue osmético.

En lo que se refiere a al biocatalizador de enzima
inmovilizada se probé, optimizé y escaléd el método de extraccién
de PA por chogue osmdético con sacarosa. Se determindé gue es una
buena alaternativa para sustituir 1la ruptura mecanica, ya que
ademis de ser menos draAstica disminuye los pasos de purificacién.
El método se integré a un proceso de purificacién para hacer una
comparacién con los procesos de purificacidén reportados en la
literatura. Del trabajo realizado en esta parte se escribié un
articulo el cual ya ha sido aceptado para su publicacién en la
revista Process Biochemistry (anexo II),
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Costo de produccifn del 6-APA (§US/Kg)

Figura 38. Efecto del niimero de lotes de reutilizacién del
biocatalizador de PA en el costo de produccidn del 6-APA a
diferentes actividades especificas del biocatalizador. Se
<onsidero el biocatalizador de 300 dblores/Kg.
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Nimero de lote

210[ 3p olauny

Figura 39. Nimero de lotes requeridos para obtener el precio de
venta del 6-APA (80 db61./Kg), en funci6n de la actividad especi-
ca del biocatalizador, a diferentes costos relativos de produccién
de las cé&lulds (considerando a la unidad como el costo de produc-
cibn de la cepa silvestre).
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VI. CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se realizé el mejoramiento de la
tecnologia para 1la produccién del biccatalizador de PA en dos
aspectos: llevando a cabo el disefio, caracterizaciédn y aplicacién
de un biocatalizador de penicilino amidasa, empleando células
completas de E. coli ATCC 9637. Por otrec lado se mejord
parcialmente el proceso de produccién con la enzima inmovilizada
al disminuir los pasos de purificacién, empleando el chogque
osmdético como una alternativa a la ruptura mecdnica de la célula.

a) Disefio del biccatalizador:

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 produccidén de

catalizadores por dispersién 1liquido-lfquido, optimizado por
nuestro grupo de trabajo. Dentro de los parametros criticos que se
establecieron se incluye el material, 1la carga celular, 1la

temperatura y pH del proceso asi como las condiciones de
agitacion.

Es linteresante sefialar que para la cepa E  coli ATCC 9637, no
pudo emplearse gelatina como soporte, pues la actividad
proteolitica de la cepa desestabiliza el catalizador.

Se determind gque desde el punto de vista técnico y econdmico,
la mezcla de los tamafios malla 80, 50, y 40 es una buena opcién
para ser utilizada.

La principal limitante consistié en 1la baja actividad del
biocatalizador (7-12 U/g).

b) Caracterizaci6n del biocatalizador:

La enzima presenta una cinética de Michaelis-Menten con
inhibicién competitiva por &cido fenil icetico, no competitiva por
6~-APA y competitiva por exceso de sustrato, con 1los siguientes
valores de las constantes cinéticas:

Km = 12 mM

vmax = 6.7 U/g
Kiara = 51.55 mM
Ki6-apa = 243.3 mM
Ks = 459 mM.

Se encontraron las siguientes caracteristicas fisicoquimicas:

Temperatura de mixima actividad 55-60 °C

pH de maxima actividad 7.5-9.0
Energlia de activacioén 9,475 cal/mol.
Temperatura de midxima estabilidad 37 °C

pH de maxima estabilidad 6
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Se encontréd gque en condiciones de operacién, controlando la
reaccién a pH 7.6~7.6 a 37 °C en reactor tangue agitado, después
de 40 lotes se retuvo 85% de su actividad inicial.

c) Aplicacién del biocatalizador:

Se observé que €l modelo de triple inhibicién modificado con
correccién por equilibrio describe adecuadamente la reaccidén de
hidrélisis de la penicilina.

Se demostrd la viabilidad técnica del biocatalizador, sin
embargo, para tener viabilidad econémica se requiere de un
incrementc en la actividad especifica del bioctalizador, la cual
solo se puede lograr contande con una <cepa con actividad
especifica mayor a 270 U/g de células secas, para rendir un
biocatalizador de 40 U/g.

d) Purificacién de la enzima:

Considerando gque el proyecto 6~APA involucra también un
catalizador con la enzima inmovilizada se explord la técnica de
chogue osmético para la extraccién de la enzima. Se trata de un
proceso simple y facil de escalar. Por ser una técnica especifica,
permite reducir las etapas de purificacién en una o dos etapas.
No solo sustituye a la extraccién mecdnica sino gue ademas
purifica a la enzima en un factor de 5 y los rendimientos de
extraccién pueden ser tan altos como 100%. Esta étapa fue
integrada a un proceso global de purificacidédn que fue comparado
satisfactoriamente coen los hasta ahora reportados en la
literatura.
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¥II, RECCOMENDACIQNES.

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 debera contemplar esta
etapa para lograr obtener un biocatalizador con una actividad de
al menos 40 U/g p.h, para lo cual se debera contar con una cepa
actividad especifica superior a 270 U/g.

B. Uso del bjiocatalizador.
Realizar estudios mas profundos del sistema de hidrélisis,
probando el sistema de columna con recirculacién.

C. Produccién del biocatalizador.

Aplicar la metodologia de inmovilizacién ya establecida para
determinar el comportamiento del nuevao biocatalizador
{biocatalizador de células hiperproductoras de la enzima).

Realizar estudios de escalamiento del sistema de
inmovilizacién, para conprobar ia reproducibilidad de los
resultados a mayor escala.

D. Reaccién de hidrélisis.

De 1los principales problemas gque presenta la reaccidn de
hidrélisis de la penicilinc amidasa por la enzima PA, son las
inhibiciones tanto por sus productos de reaccidén como por exceso
de sustrato, en este sentido seria importante realizar estudios
para eliminar estas inhibiciones. Una estrategia interesante seria
estudiar la reaccion de hidrélisis en un sistema de dos fases.

Otra estrategia seria capturar in situ los productos de

reaccién 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 diffusion aspects

E. Castillo, M. Rodriguez. L. Casas. R, Q

wero and AL Lopez-Muooguia

Centro de mvestivacian sobre Ingenicrvia Genetica v Bioteenologic, UJNAM,
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Introduction

In the broadest sense. cell immobilization can be de-
fincd as the physical confinement or locadization of
mircoorganisms in it fixed support that permts thein
continuous reuse.’ Immobilized cells include dead celly
with o desired enzymatic activity. or growing and via-
ble cells for o complex biochemicul process. in which
coenzyimes, cofuctors, ete. are also involved.

Immobilization of microorg ms for the applica-
tion of a single cnzymatic activity is an alternative to
enzyme immobilization that has been the subject of
several technological developments in recent years.,
One of the main advantages of this type of process
is that extraction and purification of the intracellufur
enzyme is avoided, resilting in o reduced catalyst pro-
duction cost.?* In general, the use of immobilized cells
overcomes some of the disadvantages shown by immo-
bilized enzymes, such as high manutucturing costs,
complicated manufactaring, kewer operational stibil-
ity. ete. The choice betweca the ause of imobilice
enzymes or immobilized cefls is simifar inomany e
spects to the more familiae choice between the use of
purificd or crude soluble cnzyme as biocatalysts.”

At the end of the 1970s und the carly $9%0s, a great
number of immobitized cells methods were developed,

Address repriat regquests to Dro Lopez-Munguia an the Centro de
fnvestigicion Sobre Ingenieria Genetea y Biotecoologin, UNAM,
Apal o Postal 510-3, Cucer: e Morelos. 62271, Meaico
Received 2 February 1990 revised 16 Apnl 1990

@ 1991 Butterworth~Heinemann

such as gel entrapment. cellular ageregates. chemival
attuchment to o polymeric matein, ete. ™ One of the
titst publications dealing with immaobilization of w hole
cells forihie use of asingle enzy me is due to Leuschner
in 1964." Corrently o wide variety of immaobhilization
methads of microbiak cells has reached the industriad
scile, as shown in Table 1.

In this table. the catalysts are produced by differenmt
methods. There are products based on ionic binding.
such iy the immobitization of fungad spores: methods
hised on cell aggregates. where the group of Votiseh!
has contributed with industvind upplications in socialist
countries: and methods based on gel entrapment. Phis
last cotegory is the most frequent, due to the simplicity
of the catalyst preparation: such is the case for the
processes developed by Tanabe Sciyuku Co. ™ based
oncelbs entrapped on carragec nan for madic acid, aspar-
tic acid. alanine, and phenylalanine production, and by
Geney Corporation for @ -phenyladanine, aspartic acid,
-serine, and 1-tryptophan with cells immobilized on
vermicuie. !

Once an immobilized cell system has been selected
fora given enzymatic process. two tactors are ol partic-
ular importance. These two factors represent and dem-
onstrate the interrelation between Genetic Engineering
and Biochemical Engineering, On the one hand, whit
is the highest specific activity that can be obtained from
agiven cell hast by genetic improvement ? On the other
hand. how much of this specitic activity is really ex-
pressed it the catalyst design is mass transfer limited?
This particular limitation is the most common in imameo-
bilized cell systems, when the cell entrapment method
is used.

Enzyme Microb. Technol., 1991, vol. 13, February 127
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Table 1 Examplos of industrial enzymatic processes with snmoidized whole cells

Micraorganisims En¢yme Praduct Company

E. coli Aspartase L-Aspantic acid Tanabe Seiyaku
- .- Genax Corp.

£. coli Penicillin acylase B-Aminopenicilanic acid Tanabe Seyaky

Actinaplanis mussourienses
Bacilfus coagulans

E. coli

Brevibacterium ammonisgenes
Erwinia rhaponftici

Serratia plymuthica

Mortierella vinacea
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Fora given cell immaobilization method, niass trins-
fer limitations define the maximum specific activity,
beyond which any striin genctic improvement will ren-
der the process less efficient. considenmg that it will
increase the rate of a nonlimiting step, Thisanformation
is important when designing biovataly st and provides
a clear demonstration of why both geneticists and bio-
chemical engineers should be involved in this and other
activities of biotechnology . The objective of this paper
is 1o provide examples of the already mentioned S
tion found in the design of two catalysts prepared
by ccell entrapment on gelating g-galactosidase from
Kiluyveromyees fragilis and penicillin acylase from
Escherichia coli.

-

Mass transfer effects

In & recent review,! mass transfer effects in immaobi-
lized cell systems are discussed. In this and many other
articles, external and internal diffusion resistances are
treated in terms of effectiveness factors.' ™ Although
not always verified, external mass transfer in immobi-
lized cells and enzymes is often considered negligible,
duc to the possihifity of handiing hydrodynamic condi-
tions and reactor design to minimize its cftects,
However. internal diffusionallimitations ure difticol
to eliminate in immobilized cell systems, especially
when the catalyst production process has already been
defined, Thes tactor is, no doubt, a myjor timilation in
developing new catalysts with immobilized cells tor
enzymalic reactions by the common gel entrupment
techniques. ‘Two alternatives are always propased
in the literature to avoid them: decrense purticle size

and/or decrease enzyme load. Nowadays a rule of

thumb in immobilized cell or enzyme catalysts is the
selection of the smallest purticle size as a compromise
between internal diffusion limitations and reasonable
pressure drops in packed bed reactors,

The casiest alternative, from the design point of
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view s to deercase artificead’y the reaction rate, so
that 1t bhecomes the controthng step. This v dene by
reducing the eozvme or el load during the catuly st
preparation. This of course, results in o ational use
of the cozyme, bt mas resdlt in o cataly st sith low
speaific activity . Catalyst design s thus of particaelar
unportance. sinee due to the new technalogios, geneti-
cists e develaping high specific activity steains. while
bivengineers reconunend the reduction of the enzvime
toad (0w od dilTusionad Jimitauons, Tt es important to
mention that a high specitic activity is often the final
criterion for selection belween an enzyme or o cell
citalyst,

I order to account for internal dittusion. the effec-
tiveniess fuctor is always the first parameter 1o be de-
fined:

th

which measures the relation between the observed re-
action rate (v} in the presence ot diftusional resist-
ances and the Kinetic rate (0*) that would be observed
if all dittusional limititions weee eliminated.

To predict this pacameter, the mass babimee equition
instde the purticle v obtained. For any type of pe-
ometry:

" aodS _;(I'.',.\ 1 o i

dr? ' rodr
where

n o= O forastab

n = | tor acylinder

n = 2 for o spherc

This cquation, which describes the substrate con-
centration profile (5 as a function of the particle radius
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(r), has been solved numerically by many suthors using
differeat Kinetic models. With the concentration pro-
file. the predicted observed velucny can be easily ob-
tained by integration of the local rates. For Michae-
lis=Menten kinetics, the sotution is presented as a plot
of the effectiveness fuctor vs the Thicle modulus oby,
a dimensionless number that invelves the kinetic pa
vameters of the enzymeth b and K ), the particle radius
(R), and the cifective diffusivity of the substrate (1),
Equation 12) can be written tor spherical beads as
follows:

i 2 o

d=* 1 =3 zd:

where:

(g;:l_‘, /—
2VDOK

B SIK.,
= 1R

In this plot, the effectiveness tactor is alsoa tunction
of the surface concentrition (5 4 as the initial dimen-
sionless boundary condition is: g, - S, K, at - = 1.
The surface concentration is assemed to be egual to the
bulk concentration when no film resistitnee is prosent.

Once the effectiveness tuctor bas been defined. the
design equation for a batch reactor for instance would
be:

ra

o ds LES
Uups = T " ’"IA.M Py [B))

The relationship between the effectiveness Factor

and the substrate concentration hias been the subject of

theoretical treatment, but it is seldom considered in
experimental results, and equation (4} is integrated with
the cffectiveness factor as o vonstant. In theoreticat
studies, equitions (3) and (4) are sometimes solved
simultaneously, but very few publications deal with
this dependence experimentally. Radovich! points out
that if internal mass transfer limitations occur, the ac-
tual rate expression is multiplied by un experimentally
determined or predicted effectiveness factor and in-
cluded in the reactor equation. Experimental determi-
nations often involve the reduction of the cataly st parti-
cle size up to a point where reaction rate per unit mass
no longer increases. ' 7 1 is often ignored that these
meastrements are carricd out in saturated conditions,
when substrate concentriation is high and therefore far
from Michaclis-Menten or first-order kinctics.

Lee and Tsao™ proposed the estimation of the effec-
tiveness factor at the logarithm of the mean substrate
concentration. More recently, Manjon ef of." devel-
oped a single cquation for the packed bed reactor for
reversible Michaclis—=Menten kinetics, in which sub-
strate conversion and the ctfectiveness factor are a
function of a dimensionless tength, Since the explicit
dependence between the effectiveness factor and the
reaclor length is unknown, the equation is solved nu-
merically.

£fecteress toctar

Laask Lo s baial 1
1 vy

Thovie Mods s

Figure 1 Effrctivennss factor as a functios of the Theete mody-
lus. for Michaehs - Menten kinetics 1n a spherncal catalyst The
bold arrow wustrates a reaction with b 16, and S S0 gt
paint a

I Frgiere 1.oequation s soboed numericaily and
the concentration profite integrated o iHustete the of-
fect ol decreasing substrate concentration on the cftec-
tiveness tactor. The cvolution of o batch reaction i~
shown i the hgure tor o Thicle modatus of 18 starting
atfd, — L thold arrow ), being clear that as the reaction
proceeds, serieus ditfusional limitation occurs, 1t fol-
tows that the relationship between effectivencess factor
itnad substrate concentration is important for the Jdesign
of immobilized cell reactors. It has been stated that if
the Thicle modulus is higher than 0.3=3Y, sigmificant
dittusional imitations can be expected.! However. it is
difficuit to find in the literature o calculated value for
enzyme catalysts prepared with immobilized ¢ells. The
largest source of error comes from the effective diffu-
sivaty, which is difficult to measure or estinate. The
relationship given by Satterficld™ is commonls used
with arhitrary values tor the porasity (o) and tortuosity
tactor t7: 1, = Deir where 1 s the molecular diftu-
sivity.

In this article, the effective diffusiviny is estimated
from exyperimentid dati obMtained with o cidalvst with
ditTusioneal Himiteions. An cmpircd correlation -
tween the ettfectiveness factor and the suabstrute con-
centrahion is obtained inorder to aflow a simiple numeri-
cal integration of the batch and plug flow reactor
cquations and a direct design equation tor the CSTR.
S aspects of the catalyst dosign are also discssed,

Materials and methods

Celis of Kluyveromyceys fragilis NRRL Y-1109 with g-
gadactosidase activity were grown and permeabilized
as has already been described.® Cells of E. ¢oli with
penicillin acylase activity were kindly provided by the
Mexican company GENIN S.A. de C.V.
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Both microorganisms were immobilized by entrip-

ment in gelatin. In both coses. the maximum amount of

cells that could be added 1o a 357 (w/v ) gelatin solution,
without madifications of the particle propertics, was
used (200 gl ). After homogenization of the mivtuee,
beads of different sizve were produced in a poeamatic
systert. ¥ From the same misture, fibers were produced
instead of beids by direet extruston in cold water. In
both cases. the catatyst s nmnut swith 1.2 ¢ glataiad-
dehyde solut Panhes the
catadystis stored under rglnumlmn (4°Cyin phosphate
buffer 0.1 . pH 6.6 for A fragilis and pll 7.8 for /2.
coli. Approximately 257 of the tnehal activity 1y lost
during the provess.

Lactase ity was measmed following the elease
of glucose from a 577 factose solution m phosphate
buffer 0.1 m. with the glucose test reagent as has been
deseribed .t One unit is defined as the camount of co-
zyme vequired to hvdralyse I pmol ol Lactosen | o
The cells produced contaimed 1.oo6 U ' eeltband fol-
fowed Michaelis=Menten hinctics with o K, AR
gl 'L palactose being o competitive inhibitor.

Penicillin acvlase activity wis mciasored with 27
patassium penicillin:G (PGK)Y solution - phosphate
butfer 0.t s, pH 7.8 at 37°C. The 6-aminopenicillanic
acid (6-APA) produced is meisured by the p-dimetind-
aminobenzaldehy de method. ™ One anit s delined as
the amaount of cnzyme producing 1 gimol of 6-APA
minute. The cells with approximately S0/ protein con-
tent presented an enzy matic activity of 200 Uy beell

Reactions to measure imtial rates in biocatady st
were carried out in 20 ml with 400 mg of immobitized
cells with samples taken duting the first 10 min or
batch reactions the volume wis increased 1o 50 or
100 ml,

In both catalysts. the activity is reported in terms of
a unit weight of dry cells (Ug ' cell). protein in the
cells (Ug ' prot), or dry catalyst (Ug ' cat).

The effectiveness factor was experimentally deter-
mined by comparing the activity of a given gelatin cati
lyst with theactivity of the same cataly st after mechani-
cal disintegration,

All equations were solved aumerically with the aid
of simulation language ISIM* developed by Saiford
University Industrial Center Ltd, Saltord, England.
This language utilizes four different integration meth-
ods 1o solve differential equations,

Results and discus
Effective diffusivity

The biacatalyst prepared with the K. fravdiv cells in
the form of fibers gave a beta-galactosidase activity of
510 Ug ! cat, while the disintegrated catalyst resulted
in an increased activity of 1,050 Ug ! cat; both mea-
surements were cirried out at SO gl ' of lactose. This
pives clear evidence of ditfusional limitations with an
clfectiveness fuctor of 0.486. Since the cells had al-
ready been characterized, all the parameters needed to
solve equation (3) were available, with the exception
of the Thicle modulus. The equation was solved in
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Table 2 Lactose diffusivities in various systems

Diffusivity
System fem? seg ) Ref.
K. fragifis in guelatin
(5%, 37 C} 421 . 10¢ this work
Gelatin {5%. 5 C} 144 - 10 ¢ 8

£ col i carrsgeenan

4Na lucust bean gum

16, 32 0) 363 - 10" 27
Cavtagernan and

locust hean qum

th°, 32 CY 1285 - 1t 27
Water {25 C) 49 - 10" 0

order to fimd the vadoe of the modulus s wouhd de-
crease the bl e of the ground cataly st 838 npnwes,
This vadue trned out o be 1¥ and therefore Trom the
Lhtete modutus, ot other parametens bang hnown, the
cttectine dilfusnany could be indivectly evaluated. In
Table 20 this vabue s compared 1o other expenimentad
resufts reparted mthe literature tor fctose 0o arious
muedie, 1t cam be observed that the value here obtined
21 - 1 S emS see s overy sinndar (o the ene obe-
tied in crrageenan, giving indirect evidence of o
stmikar diftusional process. However, the etfecin e dits
fusnv ity s tuo orders ol maemtude smadler when com-
pared to the reported yvadue i the same systenm withouat
cells.astronger effect than the ane reported by b
ard Yanu nlul.n tor ¢, coli coelis on carrageenan amd
Brite . for £ codion carragcenanand lovisg bean
gum. The vatue reported by Fricdman and Koemer™
for lactose usivity on peliatin (s very similar 1o the
molecular ditfusivity of factose in water, but this mea-
sutement was ntade on agelatin solution and not i a
gelatin gel

In conclusion. in this case it 15 not possible to vbtain
the eftective dittusivity by applyving the usual corree-
tion factors to the molecular ditfusivity, even with a
soid fraction value as Tow as O and a tortuosity tactor
as highas 10, When eells aie nat eatrapped. the behin -
ior seems o be different, Boersma er al. ™ following
a similar procedure for reveesible Michaclis=Menten
kinetics of floculated Artlirobacter cellswith inuacellu-
tar glucose isomerase, found a difference of vady 7.3
between the eftective and the moleculin ditfasivity, In
any citse, this indirect but simple experimental mea-
sturement of initial cates and etfectis eness fctors could
be usetal 1o obtain appraovimations of the effective dil-
tusivitics.

Effect of substrate concentration

Another important consideration, often neglected in
the design of enzymatic reactors, is the etlect of sub-
strate concentration on the effectiveness Gictor during
the reaction. This was shown by the vertical arrow in
Fiewre 1 for a given Thicle modulus equal to 18 in a
reaction with SO gl ' of lactose,
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In Figure 2, the experimental cffectiveness fuctors
determined at different initial substrate concentrations
are reported for the lactase catalyst. This figure is a
nonlogarithmic modification of Fivwre 1, presenting the
profiles as a function of @ for selected vialues of the
Thicte modulus, including the value of X calcutated
for the K. fragiliv catalyst. However, since it is not
possible to obtiin a direct function between these two
parameters, an empirical polynomial correlation was
obtained:

n=at by + S+ dS (A}
where:

a = (11582

b o= [4327 x 107

3 —2.5951 x 10

d =225 ~ 100"

With this correlation. cquation (4} can be simplified
for the design of a bateh reactor to pive:

I

a + h

{_““"‘.*"‘“‘T—‘i 1h)
a4 by N . N
In the purticular case of the continuous stirred tank
reactor, the design equation is:
(K, + Sus, -3

P L LA TS 7y
Y a+ hS + ¢S5+ dy!

Since the reaction in the CSTR proceeds at the eait
substrate concentration {(§), the cffectiveness factor
is the lowest (Figure 2). This type of reactor is not
recommended for immobilized cell catalyst with inter-
nal diffusional limitations.

1op L AL
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_ os}p
g d10__—
s
= os}
i g T
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00 2 4 & a w [H4
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Figure 2 Experimental effectiveness factors obtained at differ-
entinitial substrate concentrations for the immobilized X. fragilis
catalyst, a modified presentation of Figure 7
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Figure 3 Evolution ol o buatch reaction bauted by mtereal diffu-
sion with an ymmobilized cel! g-gatectosidase catilynt as de-
schbed by difterent models

In Fiveere 30 the experimental rosalts obtained in
@ balch reactor wme presented and compared to the
predicted values for three cases: the catalyst with no
diffusional limititions peesent, iniceinicd equaton (4
withaconstant effectineness Gictor () 4891, and equa-
ton o), iking into account the decrease in the effec-
TH eness fuctor as substride s consumed. 1t is ¢lear that
the best results were obtained in the last case. 1t is
interesing to point out that ininitial rate experiments
with free cefls. galuctose behaved as a4 competitive
inhibitor with & = 30 mai. When this experiment wis
performed with the catalyst in hinetic contro! condi-
hons. the inhibition constant increised 0 200 mar.
However, the competitive inhibiion model could not
adequately describe the experimentad resulis shown in
Figure 2, forany of the three cases,

Optimization in the design of the caralvses

Considering the imitations observed with the catalyv st
prepured in the form of fibers, the etfect of a different
ty peand shape was stidied. With an experimentild sy
tem Fased va thie design of Sueral 2 we were able to
produce .35 10 3-mime diameter getatin beads, This
wits only possible when in the original design, water
wits substituted by cold corn oil toreceive the extruded
beads. In Figare <. the clfect of particle size obtained
for £, coli and K. fragifes cell catalysts is presented.
when the eftectiveness fictors are evaluaded at S pt !
of lactose and 20 gl ' of penicillin. respectively, This
figure directly ilustrates the often-mentioned effect of
paerticle size on internal diffusion limitations.

Once a given size is selected. the already disctssed
clfect of substrate concentration should be considered,
For the two immobilized celt cataly sis, we selected two
particle sizes, inside and outside the diffusional limited
repion, and liter we determined the eftect of substrate
concentration on the effectivencess factor. These resuliy

Enzyme Microb. Technol,, 1391, vol. 13, February 131
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are presented in Figure 5. where it becomes evident
that the timitations can oceur later in the reaction (hatch
reactor) or near the exit ot a plug flow reactor. In both
cascs, when the substrate concentration decieases to
a limit, there is a switch from Kinetic 1o ditfusional
control. In the literature, it is often found that during
the design ot an enzyme ok coil catady st the process is
deciaied tiew tron intoraub diffusionad himtatons atter
finding a purticle size where the minal rate no longer
inereases or the activation energy of the enzyme in the
catalyst becomes equal to that of the tiee enzvme.
In both cases, the effect of substtate concentration s
systematically ignored, and, as shown in Fiewre Sothis
could be a source of eyror,

Finally, during the development of o process for the
production of an immaobilized celt cataly st w cliassical
or genetical strain improvement praject is included. in

®
8
k4
b
oot "
3] 1 2 3

Diameter of beods imm}

Figure 4 Effectivenass factor as a function ol panticte size for a
penicillin acylase (L)) and f-galactosidase (Z) immobitized cell
catalysts

Effectiveress factor

TR VRN W VAU TN JUUNY WA NN S AW WD S WO S O
0 700 a0 & 80 00 120 140

Substrate concentrahon {g/1}

Figure 5 Effect of substrate concentration on effectiveness fac-
tor for two panrticle sizes of immobilized cell catalysts. £. cofi: (V)
0.35 mm, (A) 1.48 mm; X. fragilis: (@) 0.35 mm, {A) 1.44 mm

Table 3 €Hect of strain genenic improvement on the effecuve-
ness factor sn a immobihzed cell catalyst limited by internal dif-
fusion

Etfectiveness faclor

naTn 0230

Actual activity
N o2 0.170
.20% Q122
0172 0100
0257 0.134 0 080
1 0.197 0093 0.055

CActual vatue s 1666 U  cell

order to obtamn e mavimuom specilic activity . It the
cataly stis vontrolled by internal dittusion. the mciease
in the spectic activity of the steain will only ke the
cataly st mote anetficient, as o higher percenmt of the
enzyimatic aciivaty inside the catilyv st will be uscless,
Thin is shownin Tuble 3. 1o the KL fravitis celis with
anactind activats o 1666 L P eell Afisetold inviease
in spocilic activity of the cells would cause o doecrcine
in the eftectiveness tactar from 0.5 1o 0.287 a8 mea-
sured at 30opl ' The specitic activity of the calaby st
would, however. fncreise tram S50 o FARS Ug Teat.
so the enzyme production cost will be an ampooam

wricrion to datine the catadust praduction process,
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Penicillin Acylase Extraction by Osmotic Shock
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(Received 14 October 1991; accepted 10 December 1991)

Penicillin acylose was extracted from E. Coli by osmoric shock. The
process was optimized by faciorial design, scaled up and integrated 1o a
purification process in order to campare it with purification processes
reporied in the literature, A specific parameter PPEF ( Purification
Processes Evaluation Factor) was defined for this purpose.

INTRODUCTION

Penicillin acylase (PA) or penicillin aminohydrolase

=/ (BEC0.3.5.1.11) is used to produce 6-aminop-
e ifillanic’acid (6-APA), an important intermediate

2]

3

in the production of semi-synthetic penicillins. After
glucose isomerase, PA is the second most important
enzyme at an industrial level as an immobilized
biocatalyst. Many companies are involved in the
production of immobilized forms of PA: including
Rhom Pharma and Bayer (Germany), Snam
Progetti and Sclavo (ltaly, Astra} Switzerland),

Beecham (UK), Pfizer (USA), Genin (Mexico), Gist ('Z

Brocades (Holland). They share an annual market
for the biocatalyst of 56 million Jdollars?! for the
production of 4500 t of 6-APA.* In almost all the
existing commercial products, the biocatalyst is
manufactured with PA extracted and purified from
Escherichia coli. The purification step plays an
essential role in the process allowing the immobil-
ization of highly purified forms of PA, yielding
biocatalysts of high specific activity and constituting
between 30 and 40 % of the biocatalyst production
costs. In general, the higher the number of puri-
fication steps required to obtain a purified enzyme
product, the Jower the yields and the higher the cost
Ay LOPET - Huan
Comresponding  author; Dr afclcphon:
(52) 73 172799 Fax: (52) 73172388,

of the purified enzyme. Thus, there exists a
compromise between the need to produce catalysts
of good quality with high specific activity and the
number of purification steps required which result
in lower yields and higher cost of the purified
earyme,

A number of purification processes for PA from
E. coli huve been proposed in the literature (Table
1). In most of these the bacteria are disrupted to
extract the enzyme by sonication and homo-
genization. After extraction, salt precipitation and
various types of chromatography are often used for
further purification of the enzyme. The main
purification processes reported for PA are listed in
Table 2. It can be seen that in all of these processes
enzyme extraction is employed. Although homo-
genization is the only method suitable for large
scale purification, it is only used in about 37% of
the cases. It is also important to point out that 79 %
of all the examined purification procedures include
a chromatographic step, DEAE-cellulose being the
most common.

PA from E. coliis found in the periplasmic space,
where the protein concentration is 10-20% of the
total cellular protein.® A selective extraction of the
periplasmic proteins would therefore result in an
extract of high specific activity to initiate the
purification procedure, reducing the number of

1
Process Biochemistry 0032-9392/92/305.00 © 1992 Elsevier Scicpce Publishers 11d, Eogland
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T:ble t. Purification Processes for Penicillin Acylase

Reference 12 5 17 16 4 K
Step 1 Homogenizaton Homogenization  Homogenizaton  Sonication Freezipp-thawing
2 pH precipitation  Nucleic acid i picdipiiation Nurleic acid DEAE-cellulose
tlimination climination chromatograpby  chromategraphy
3 (NH,),S0, (NH,), SO, Tanin (NH },50, (NH,),SO, DEAE-cellulose
precipilation precipitation precipitation precipitation precipitation chromatography
4 SE-Sephadex PEG Acclone DEAE-<ellulose Hydroxylapatite
chromatography recipitation homogenization chromatograpby  chromatograpby
s DEAE-Scphadex DEAE-cellulose CM-ccllulose Hydroxylapatite
chromatography chromatograpby chromatography  chromatography
6 Crysiallization

Table 2. Analysis of the Frequency of Punfication Steps in 22
Processes for PA Purification in the Literatuge*=-* 381

Process Mode
Extraction 1000% Homogenization 375,
Sonication 250%
Acetone drying 128%
Other 250%
Nucleic acid 583% Streptomytio sulphate 500%
elimipation 4
Protamine sulphats 143%
Other 357%
Precipitation 583% (NR,),SO, 786%
Acctone 143%
Other 1%
Chromatography 792% DEAE-<clulose 421%
CM-cellulose 210%
Other 369%

purification steps and avoiding the cumbersome
climination of cell debris and nucleic acid.

Few reports dealing with non-mechanical ex-
traction methods can be found in the literature.
Greco ef al.! reported freczing-thawing of the cells
as an alternative, but no mention was made of the
extraction yicld and four purification steps which
were required to obtain the pure enzyme with 30%
yield. Such a method is probably too expeusive for
production purposes. Mahajan® extracted the en-
zyme from a $% w/v cell suspension by drying with

l({ovornn:.

F)j o

acetone and suspending in water ay pXE7-72 foﬁﬂ
2 h. Lowe es al * extracted PA from Eseudornonaf-at

pifot plant scale by a pH change treatment. The
cells were suspended and maintained in K,HPO,
(0405 M, pH 10-5) for 30 min at 20 °C. The pH was
then adjusted to 7-5 and Triton X-100 added to a
final concentration of 0-5% (w/v) and the super-
natant coniaining the enzyme was recovered alter
filtratiop. Although such an alierpative is tech-
nically feasible, the extraction yield is only 47%
since PA is extremely sensible to deactivation at
alkaline pHs.?
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Although reports on osmotic shock for enzyme
extraction can be traced back to 1967 and in spite of
the various advantages of the procsss 1o extract
periplasmic proteins® this method has neither been
used in large scale processes nor syst=matically
studied. Osmotic shock has only been applied to
purily PA in laboratory studies.” £. cofi cells were
exposed to high sucrose concentrations to increase
the intracellular osmotic pressure, and after centri-
fugation the ceils were resuspended in water to
create an osmotic pressure gradient that induces the
releass of periplasmic marerial The liberated peni-
plasmic proteins were finally recovered after centri-
fugal separation of the undamaged cells.

From the various selective extraction procedures,
osmotic pressure treatment is technically viable as it
may be applied at different scales, there are no
costly chemicals involved and the equipment
required is the same as used for production
purposes: the fermenter can be used as ap extraction
vessel and the cenmrifuge to recover the celis may be
the same one employed to process the fenmentation
broth.

In the present work we studied the use of osmotic
shock as a step in the production of partially
purified PA to be used in the manufacture of.ﬁ
biocatalysts for 6-APA production. The influence
of different parameters on enzymatic recavery were
analysed and the optimized treatment used at pilot
plant scale. A compansoen was also made with other
procedures in terms of extraction yield, purification
factor and number of steps required for the process.

MATERIALS AND METHODS

Enzyme activity

E. coli ATCC 9637 with PA activity were kindly
provided by GENIN, S.A. de C.V. Enzyme activity
was measured with 2% penicillin G (Orfaquim,
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Table 3. Pararneters and Recults of Osmoetic Shock Extrasztion Procsss Opimization ke the Boa-Wilson Method?!*

Xy
cell concentranion

Julrosc conseniralion

¥, X
EDTA concertrgtion

(g prot/lure) (% w/y) % w/v)

Uppet level 27 25 174
Base 18 20 137
Lower level 9 15 1-00
Variation units 9 5 037
Regression —841 §43 355

cochicent
Regressicn -7 23l 131

cocfcient x

variation units
New vanztion -2 07 034

umts

Table 4. Resulis of the Second Pan of Process Optimization
Experiments

Exp. Cell cone. Sucrose EDTA conc. 4z Yweld PP
No (g protflizre) (% wiv) (S wiy) {aim) (%)

Base® 18 200 1:37 1416 6560 511
11 16 o 1-40 14:66 TE68 $14
12 14 214 1l 1527 8022 503
13 12 221 147 1576 8561 488
14 10 228 1-50 1628 E521 466
15 8 s 154 1676, 86-49, 427

r 7

* PF, purification factor.
* Original condition.

S.A.} in phosphate buffer 01 M, pH 78 at 37°C.
The initial production rate of 6-APA was lollowed
by the p-dimecthylaminobenzaldehyde method.'®
One activity unit (U) is defined 2s the amount of
enzyme producing 1 umol of 6-APA per min. E. coli
contain 50 % (w/w) protein and have an enzymatic
activity of around 100U g™' cell (dry weight).
Protein was measured by the Lowry method.!?

Enzyme extraction

The peneral procedure for enzyme extraction
consisted of suspending the washed cell paste in
potassium phospbate buffer (pH 70, 0-033 M) t0 a
concentration of 90 g protein/litre. EDTA and
sucrose were added as concentrated solutions of
9-37 and 50% w/v, respectively, After 10 min of
mechanical stirring the treated cells were recovered
by centrifugation (12000g, 15min, 4°C) in a
Beckman centrifuge (Beckman Ipstruments Inc.)
and immediately resuspended in distilled water to
the original volume and stirred for 10 min. The
suspension was centrifuged as before to recover the
supernatant containing the enzyme. The optimal

-

o
conditions for enzvime extraction were detzrminad
expsrimentally in 25ml volume samples. The
optimized method was scaled-up to 1 litre of cell
suspension obtsined from a 10 litre fermentation
broth. In this case, the cell sus'p:nsion was stirred at
665 rev/min using a ﬂﬁnc/impcllg[ in a2 bire
vessel with tuo baffles and.an ':spc:} rato of 1-28.
The cenirifugation steps were ¢arficd out in a mini-
sharples centrifuge C-I-1 (Penwalt, México, D.F.)
at 13850g with a I factor of 2851 m®.

Enzyme purification

The extracted enzyme was f{urther purifizd by
ammonium sulphate precipitation as reported by
Kutzbach & Rauenbusch.'® The 40-65% fraction
was dissolved in potassiun  phosphate buffer
(pH 58, 0-015 M) and dialyssd against the same
buflfer. The enryme was then applied to a CM-
Sepharose column previously equilibrated with the
same bufler, The column was washed with the
starting buffer and the enzyme desorbed with
potassium phosphate buffer (pH 78, 0-:050 m). Up
to 60 me of protein per ml gel could be loaded
under these conditions. For comparison the ex-
tracted enzye was also applied directly to the ion
exchapge column.

Electrophoresis

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis was prepared and run according to
the method of Laemmli*® using 0-75 mum thick slabs
10% T, 27% C; T denotes the total weight of
monomer (acrylamide plus N,N-{fethylene bis-
acrylamide} per 100 m! of solution, C denotes the
weight of N N-methviene bis-acrylamide expressed
as percentage of the total weight of monomer. The
gel was stained with Coomassie Blue R-250.
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RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of the extraction ¢ thod
To order to define the best extraciion conditions a
statistical optimization procedure was applied.’*
Three paramecters were s2lecied for the study: cell,
sucrose and EDTA ceoncentration. The response
variable of the experiment was the yield of extracied
eniyme. The desipn of the expe~iaeat is described
io Table 3 which alco inzludes a statistcal analysis
of the results. From these ¢ita th: following
¢quation can be obtzined: .
Y=6419—-42X, + 276X, + 177X, + 288X X,
+1 5?.\’,.‘!’,1 Oé_.A,.X, +07175 X XX.<

where X is the concentration of cells (g/litre), X, is
the concentration of sucrose (% w/v), X, is the
concentration of EDTA (% w/v), Y is lhc PA
extraction yicld (%).

According to the regression cocflicients (Table 3),
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common preliminzry purifization seps. The o5
motic eatraction zlso aveided the neood for the
climination of pusleic acids. In the oypeimsnts
carried out to sziect the extracton conditions (Tabiz
4), the obsenved decrease in the purificetion factor
may be due to anincrecsed redease of proteins other
than those from the peripluem broauss of the
increzsed osmotic pressure dificrence (A7) at the
higher sucrose consentrations used.

These rasults were also deprandent on the £ cali
strain. When the same eaxpariments were p-'rfnrr'v-d
with a mutant isolzted ficm the ongmal stzain but
with twice the original specific activity, the ex-
traction Yicld in the conditions defined earlier was
90 %%, Vields as high as 5§8°%6 were obizined in the
case of experinents 14 and 15 (Table 4) with this
new strain. Ttis noy knewn if the extraction i
was deprndent on the cell spesific cneyine activity
or if the difference in these results was due 10 1he
vanabilily of cell wall structure.

It is difficult 10 cumpare the results of recovery
and purification factors of the euzyme obiaized by
this sclectve procedure, s inest of the punification
scheines reported in the literature refer their results
to the clurified eatract @s the &tarting material,

In our capericnce, the purification procedure
reported by Kutzbach er al? resulted in 90%
recovery of enzyinatic activity afier homcoyenization
in a plass bead mill (Bead-Beater, Bivspec Products)
and 70°% recovery after acidic precipitation and cell
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Figy 1. Penicillin stylase extraction sisid as & funcuon of
w;nodc pressure gradient (A7)

dsbris centrifugation (referred to intact cells). A
purification factor of 514 was obtained (Table 4)
with osmotic shock and this is better than that
reported after homogenization, acidic precipitation,
4060 % ammonium suiphate {ractonation and
pooled fraction SE-Sephadex,® or cell debris sep-
aration, nucleic acid precipitation and ammonium
sulphate fractionation.*

In Fig. 1 the electrophoresis pattern of the
proteins extracted by osmotic shock (07 U/mg
proteio} are compared with the cells disrupted by
sonication (0-14 U/mg protein) and the protein in
the clarified extract (0-21 U/mg protein). All cases
started from 014 U/mg protein in the intact cells.
The osmotic pressure gradient was determined from
the sucrose concentration as follows:

RT
An == _1_60—0[(:"‘"—C“‘]
where 7 is the osmotic pressure gradient inside and
cutsids the cel),

out T Ty =

L R ~ 2
-

R is the gas constant = B2 m/atm/g mo! K

T is the temnetature in K, and

C is th: molar sucrose conczniration,

It was found that FA extraction vizld was a
function of A= according to saturation kinsiucs
(Fig. 2). However, whea thess reselts were plotted
as the leganithm of the extraction yield against the
corresponding osmotic pressure gradienis a firste
order kinstic behaviour was obszrved for low
asmotic pressure pradients

Anmmporiant considerition about this extraction
procedure is that afier eaposure to suzrose, cells
should bz susprnded in water instead of buffer in
order 1o submuit the celis 10 an effective osmotic
shock. When bufier was veed the vield wac i low as

%o comparsd to waler. As a scale.up approach,
the extraction procedure was apphed 10 | litre of
cellular suspension containing 32 g /litre of biomass
and using the conditions ef experment 11 (Table 4).
An extraction vieid of 71-3%: was obizined, which
is close to the resul's obtained in the 28 ml
experiment. No particular difficulties were found at
this scale using a ceotrifuge with a flow raie of

itun (b eae. L vie »l lon ~
€41 Ltre /b, res s zscnling uprelatien, T 0, of

34 m?/litre/h.

el m e =
resulling il 52

Enzyme purification

In order to test the impact of PA extraction by
osmotic shock in a complete purification process,
the most coramoa operauens found in PA
purification procedures (according to Table D),
ammonium suiphate precipitation and jon exchange
chromatography were carried out. An overall yieid
of 707% and a purification of 51-8 fold was
obtained when the osmotic cxtract was directy
applied 1o the chromatography column (Table £),
while the overall yicld decreased to 51-4% and the
purification increased to 685 fold if the ammonium
sulphate flactionation step was included before jon
exchange chromatography (Table 6). These results

Table 5. Punfication Scheme of PA Using lon Exchange Chromatography

Vol. Towal Total Specific Fidad Yield
{m) activity prosein activity, (%e)
wy (mg} (&7 73 N
-
Cell 250 £9-20 400-00 0148 1-00 100-00
suspension
Osmotic 280 4476 67-20 0666 450 7540
shock
supcrnatant
Pooled f;‘;r.. 79 4583 543 7700 5178 7067
CM-Sepharose

* PF, purification factor.

-118-



[ M. Rodriguez, L. Giiereca, F. Valle, R. Quinicro, 4. Lopes-Mungura

Table 6. Purification Scheme of PA Using Ammoniure Sulphate Precipitation and lon Exchange Chromatography.

1ol Toral Total Specific P ad Yicld
mf) asity Frotein Scinity
W e W ey
Cell 250 5560 3744 01487 100 1000
suspersion
Osmotic shock 250 4392 600 7320 490 7688
supertatant
40-60 % ammon. $0 576 1391 25700 1728 6414
sulphate prezip.
Pooled fract. 98 26:61 281 101800 68-46 5139
CM-Sepharose
¢ PF, purification factor.
Table 7. Retative Comparison of Purificatioz Process Reporied for PA
Mizroorganism Purification Purifization Number of PPEFR Reference
JSactor vields (%) purification
s steps
E. coli 683 2500 24150 15
NCIB §743 A
E. coli 794 3000 5 47640 4
sV
K. citrophila . 1230 6100 5 150060 16
E. zaki 990 2550 6 &12:50 i2
ATCC 11105
E. coli 140 5200 4 18260 17
E. coli 490 370 2 90600 5
NCIM 2400
E. coli 200-0 045 s 1800 18
ATCC 5637
« E. coli 685 5136 3 517271 This work
ATCC 9637
E. eoli 51R 1067 2 152964 This work
ATCC 9637

¢ PPEF: See definition in text.

demonstrate that only one or two purification steps
are needed to reach the high specific activity
required for the production of the PA catalyst. The
number of purification steps may be reduced due to
the selective extraction of periplasmic proteins.

As mentioned earlier, the purification processes
described in the literature are difficult to compare.
In this case the objective was to obtain a highly
purified form of PA with the maximum yield at the
minimum cost, in order to prepare a PA catalyst.
One simplified way to compare the processes,
assuming that all the purification steps are
equivalent in cost (& = 1), is to define a Purification
Process Evaluation Factor (PPEF) as:

PPEF = PFxPY

2%

where =z, is 8 cost factor associated with each of the
purification $teps,

N the pumber of purification steps,

PF the final purification factor,

PY the final purification yield.

The higher the PPEF, the better the purification
process. The purification processes including the
values of the PPEF were reviewed in Table 7. The
advantages of the osmotic shock procedure in PA
purification processes are indicated by a high value
of the PPEF.

The osmetic shock technique is therefore a
valuable method for the extraction of PA from E.
coli cells due to its simplicity and its feasibility for
scaling up. The usual purification processes can be
reduced to one or two steps since this technique not
only substitutes for mechanical extraction but also
results in & 5-fold purification factor. An extraction
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yield of almost 100% can be obtained from diluted
cells and there is 2 first order relationship between
extraction Meld and osmotic pressure gradient.
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ANEXO IIXIX
ESTIMACION PRELIMINAR DEL COSTO DEL BIOCATALIZADOR.
PRECIOS MATERIAS PRIMAS (DOLARES)

FERMENTACION (400 U/1, 49 cé&l/1) 0.013/100 U

ACEITE 1.0/1
AGAR 154.1/kg
GLUTARALDEHIDO (25% 1) 211.4/1

CANTIDADES REQUERIDAS POR KG DE BIOCATALIZADOR

cantidad Délares
CELULAS 165 g 2.145
ACEITE 3.3 1 3.3
AGAR 0.2 Kg 30.82
GLUTARALDEHIDO 0.2 1 42.28
OTROS 1.45
TOTAL 80.00
RENDIMIENTO DE LA INMOVILIZACION 90~95%
COSTO DEL BIOCATALIZADOR (I) 189,.23-199.75
COSTO DEL BIOCATALIZADOR (II) 94,6-99.8
COSTO DEL BIOCATALIZADOR (ITII 84.2-88.8

(I) si se emplean solamente el tamafio de biocatalizador malla 50

que corresponde a 44.5%.

(II) si se emplean los tamafios de biccatalizador malla 40,
que corresponden al 83%%.

(III) si se emplean todos los tamanos del biocatalizador

Considerando que el costo de las materias primas representa

la tercera parte del costo del biocatalizador (Quintero,
los costos del biocatalizador serian:
para (I) 567.7-599.2

(IT) 283.8-299.4

(III) 252.6—266.4
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RNEXQ IV

Integracidon de las ecuaciones de los modelos cin€ticos de la penicilino amidasa.

ISI¥ INTERACTIVE SIMULATOR
$ list
1 REACCION INTERMITIENTE. DIVERSOS MODELOS CINETICOS
2 ¢ PARA LA ENZIMA PENICILINO AMIDASA,
3 CONSTANT VF=0,KF=0,CF=0,F0=0,CS=0,CP=0, SEQ=0
4 CONSTANT CINT=5, T=0, TFIN=500
5 PRINT "CSPECITFIQUE Y (Vmax mM / ming, KF (Km mM}, CF *
6 PRINT " (Ki DEL FENILACETICO mM), CP (Ki DEL 6-APA mM) "
7 PRINT "CS (Xi DEL SUSTRATO mM)}, FO (S0 DE PENICILINA, mM) "
8 PRINT “SEQ (CONC. PENICILINA EN EQUILIBRIO, mM) "
9 1 RESET
10 INTERACT
11 PRINT "Vmax PGK=",VF
12 PRINT "Km PGK=",KF
13 PRINT "Ki FEN=",CF
14 PRINT "Ki 6APA=",CP
15 PRINT "“Ks PGK=",CS
16 PRINT "“Ss0O PGK=",FO
17 PRINT "SEQ PGK=",SEQ
i8
19 SIM
20 GO TO 1
2T
22 INITIAL
23 T=0; F=FO; FI=F0; YI=FO; YX=FO0; YZ=FO
24 DYNAMIC
25
26 : MICHAELIS MENTEN
27 F’ = ~(VF*F) /[ {(KF+F)
28 XF = (FO0-F)/FO
29 :
30 : INHIBICION COMPETITIVA
31 FI’=-(VF*FI)/(FI+(KF*(1+(FO-FI)/CF)))
32 XI = (FO-FI)/Fo
33 :
34 ¢« INHIBICION COMPETITIVA Y SUSTRATO
35 YI’=—(VF*YI)}/(YI+(KF*(1+(FO0-Y1)/CF))+{YI*YI/CS))
36 X8 = (FO0-YI)/FoO
37 :
38 ¢ INHIBICION COMPETITIVA, NO COMPETITIVA Y SUSTRATO
39 P=FO0-YX
40 I=F0-Y2
41 S1=1+P/CP
42 R1=1+I/CP
43 S2=1+P/CF+P/CP
44 R3=1+I/CF+I/CP+I*I/(CF*CP)
45 MODELO II......ENZ. MICROB. TECHNOL. 1982, 4, 35
46 YZ'==(VF*YZ)/((Y2Z*R1)+(KF*R3)+{YZ*YZ/CS))
47 X2=(F0-Y2)/FO
48 : MODELO I.......ENZ. MICROB. TECHNOL. 1982, 4, 35.
48 ¥X'=—=(VF*YX) [/ ((¥YX*S1)+ (KF*S2)+(¥YX*YX/CS))
50 XT=(F0-YX)/FO
51
52 : TRES INHIBICIONES, CORRECCION POR EQUILIBRIO
53 XE=(FO*XT-SEQ) /FO
54 X3=(FO0*X2-SEQ)/FO
55
56 OQUTPUT 7T,XT,XE,X2,X3
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WD AN D DDA D

57 PREPARE T,XT,XE,X2,X3

VAL FO = 214.00
VAL XF = 12.000
VAL CF = 51.550
VAL VF = 3.4000
VAL P = 0.00000
VAL £S5 = 159.00
VAL CP = 234.30
VAL SEQ = 5.6000
VAL CINT = 20.000
VAL TFIN = 300.00
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