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INTRODUCCIÓN

Desde la aparición de la penicilina en 1929 con el descubri—

miento hecho por Fleming se abre una nueva era en el desarrollo de los —

Antibióticos. Sin embargo muchos problemas de toxicidad, absorciSn en el

organismo, espectro antibacteriano y producción se tuvieron que resolver

antes de que la penicilina fuera un antibiótico de uso clínico. Esto dio

lugar a un conocimiento mayor en cada uno de estos campos y así a un gran

avance tecnológico. Para los años de 1950 ya se había resuelto el pro

blema de producción, las cepas utilizadas una vez mutadas produjeron m a —

yor cantidad de penicilina, se adecuaron las condiciones de crecimiento -

y nutrición del microorganismo, los químicos orgánicos prepararon varias

sales de penicilina que fueron más estables y más solubles en medios acuo_

sos (benzatínica y procaínica) que redujeron problemas en el sitio de in-

yección, hubo una mayor-uniformidad en la distribución dentro del organis

mo, niveles más altos y prolongados en sueros así como una incidencia me-

nor en reacciones de alergia. Se produjeron penicilinas nuevas al usar -

otros precursores en el medio de cultivo (la fenoximetil penicilina o pe-

nicilina 0 y butiltiometil penicilina o penicilina S) . Desafortunadamen-

te sólo los derivados monosubstituídos del ácido se aceptaban como precur

sores y ninguna de las penicilinas resultantes por este procedimiento di-

ferían en sus propiedades antibacteriales de las penicilinas naturales.

Cuando la estructura de las penicilinas fue finalmente esta—

blecida como un ácido monocarboxílico con una unión amida fusionada con -

un anillo %-lactámico-tiazolidina, se iniciaron los intentos de cambiar
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propiedades biológicas a través de modificaciones químicas, siendo estos

esfuerzos fallidos por la limitación de introducir nuevos grupos en la ca_

dena lateral, en el grupo fenilo o la esterificación del carboxilo en la

tiazolidina o formación de amidas. Así después de 20 años del descubri—

miento de Fleming no se tenía un antibiótico que tuviera mejor estabili—

dad al ácido, y espectro.más amplio que-la penicilina G.

El hallazgo en 1953, de que la cefalosporina K era una ^

lina cuya cadena lateral se deriva del ácido D^fc-aminoadípico, y que ésta

presenta una actividad de solo 0.01 contra Staphylococus aureus pero apre^

ciablemente mas activa contra bacterias grara negativas, di6 la pauta para

pensar en que el cambio en la cadena lateral en la penicilina incrementa

su actividad contra bacterias gram negativas.

Desarrollo de Penicilinas Semisintéticas^ Importancia del Acido 6-amino—
penicilánico

Estimulados por el hallazgo de que la modificación en las ca-

denas laterales influían fundamentalmente en el espectro antibacteriano y

estabilidad al ácido, los químicos y microbiólogos intensificaron sus es-

fuerzos teniéndose como resultado la creación de las denominadas penicili

ñas semisintéticas.

En 1957, @heehan y Henery-Logan realizaron la síntesis de la

penicilina V (fenoxiraetil penicilina), otro suceso importante fue la cicli

zaciSn del ácido penicil5ico a través del uso de la Nf N' dicloexilcarbodi

mida, y 2 anos después estos autores reportaron la síntesis del ácido —

6-aminopenicilSnico, pero la complejidad del método y su bajo rendimiento



no, la hacía accesible a la industria. En 1959 Batchelor y colaboradores

informaron el aislamiento del núcleo de la penicilina de un medio de fer-

mentación de Penicillium chrysógenum al cual no se le había añadido pre—

cursor, hallazgos que ya habían sido mencionado por Kato, Sakaguchi y :—

Murao.

Batchelor y colaboradores verificaron la estructura del "nu—

cleo-penicílico*' y lo llamaron el ácido 6-ramino-penicilánico (6-APA) que -

con el áci'ao fenil acético daba la bencilpenicilina y con el ácido p-Hi—

droxi fenil acético la fenoximetil penicilina.

El 6-APA es un anillo ^-lactámico-tiazolidina (Figura 1) .

Su fórmula general es C.H.,0 S, punto de fusión de 208-109°C,

es destruido por la ^ -lactamasa (de filtrado de B_. cereus) pero a mucho

menor velocidad que la.bencilpenicilina, como las penicilinas se descom—

ponen rápidamente en álcalis fuertes pero es relativamente estable a áci-

dos, es- un ácido fuerte; su punto isoeléctrico es de 4.3, el grupo ácido

tiene un pke\ de 2.3 y el grupo amina de 5.1, En general el 6-APA muestra

mucho menor actividad que la penicilina contra bacterias gram positivas

(Tabla 1).

Una vez comprobado que el 6-APA era el fa.rmacóforo de la ^

cilina, y que su función amida sirve para modular la clase e intensidad -

de. la. actividad microbiana, se empezaron a hacer intentos para su produc-

ción, por Fenieillium. ehrysogenum en un medio rico y costoso, ya que este

er-a el .usado para producir penicilina sin añadirle precursor, por lo que

np ejea adecuado para uso industria,!, otras cepas que producen 6-APA pero
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FIGURA I . ACIDO 6-AMINOPENICILANICO
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TABLA 1. CONCENTRACIONES MÍNIMAS (rocg/ml.) PARA INHIBIR
EL CRECIMIENTO DE BACTERIAS

Bacterias

S. aureus (Oxford)

S. pyogenes BRL 1083

S. viridians BRL 1479

S. pyogenes hemolítico
BRL 1231

Diplococcus pneumoniae
BRL (1218)

Corynebacterium hofmanni
BRL (1218)

Escherichia coli

Proteus vulgaris

Salmonella typhi

Shingella shigeae

Acido 6-amino
penicilánico

62.5

250

50

125

62.5

1.25

50

7250

50

50

Bencilpenic i X ina

0.02

7250

0.02

0.05

0.005

0.01

50

'7250

50

50
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que presentan el mismo problema que el Penicillium, son las utilizadas en

la producción de cefalosporinas como Cephalospor iunt samasynemmatum y

Emerieellopsis mínima y algunos dermatófitos como Epidennaphyton inter

digitale y Trichophyton gypseum.

En 1967 se descubrió una ruta química práctica que fuá y ha -

sido lo que se utilizó para la producción del 6-APA (Figura 2) . Esta ru-

ta consiste en la formación de silil esteres para proteger el grupo carbo_

xilo, la reacción se inicia a 4°C, disolviendo la penicilina en cloruro de

metileno,* se le agrega el dimetil-cloro-silano permitiendo que la tempera_

tura se eleve hasta 20°C.

La sililación se lleva a cabo durante 30 minutos transcurridos

éstos se empieza a descender la temperatura hasta -60°c. Una vez que se -

alcanza la temperatura deseada se agrega pentacloruro, permitiéndose pos—

teriormente el ascenso de la temperatura hasta (-35°C) y se agrega la d i —

metil-anilina, dejándose durante 10 minutos para que la reacció de clora—

ci6n se lleve a cabo.

Se agrega metanol a -90°C, asciende la temperatura a -60°C y -

se mantiene así por 1 1/2 hrs.

Posteriormente al imido-cloro, se le adiciona agua (ésta sin -

ningún tratamiento, a una temperatura de 3*C) obteniéndose el 6-APA a un -

pH ácido. La temperatura de la mezcla de reacción es entonces de -17°C, -

el tiempo de hidrólisis de 13 minutos (es importante respetar el tiempo de

hidrólisis ya que de lo contrario el 6-APñ se puede degradar).
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FIGURA 2. REACCIÓN DE LA HIDRÓLISIS QUÍMICA DE BEKCIL-PENICILINA PARA
PRODUCIR 6-APA
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Una vez transcurrido el tiempo de hidrólisis el pH se incre—

menta poco a poco con NH OH hasta un valor de 1.6.

Se hace separación de fases: la fase acuosa que es la que —

contiene el* 6-APA se lleva a un pH = 4.2 con hidrókido de amonio en un —

tiempo de 10 minutos, a temperatura constante de 0°C. El metanol reaccio

na con el ácido fenil acético formándose el fenil-acetato de metilo.

La cristalización del 6-APA se lleva a cabo durante toda la -

noche. Posteriormente se centrifuga y se seca en un horno atmosférico.

El ultimo paso para formar las penicilinas semisintéticas, una

vez obtenido el,ácido 6-aminopenicilánico es hacer reaccionar éste con cío

ruros del ácido de diferentes compuestos (Figura 3), que reaccionan con el

grupo amino del 6-flPA constituyéndose así la cadena lateral del antibióti-

co unida al anillo fe -lactámico. •

Importancia de la Ingeniería Enzimática con la Penicilina Amidasa en la —

Producción de Penicilinas Semisinté*ticas

En los años de 1960, al mismo tiempo que laboratorios Bristol

informaban obtener altos rendimientos en la producción del 6-APA por vía -

química, otros laboratorios como Beechan Chas Pfizer, Co. Inc., Farbenfa—

briJten Bayer AG y afln el mismo Bristol, publicaban el tratamiento de peni-

cilinas pui?as con una amidasa, hallazgo ya informado, por SaJcaguchi y M u —

rao, haciéndose más factible, la producción del 6-APA. Por esta misma épp_

ca aparecen varias- publicaciones que muestran una gran potencia del uso de

enzimas en proceso industriales. Esto se hacía inmobilizando las enzimas



FIGURA 3. SÍNTESIS DE PENICILINAS SEMI SINTÉTICAS
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puras o semipuras en diferentes soportes de origen orgánico e inorgánico.

Como ejemplo podemos citar los trabajos de McLoren y Zittle con sus estu—

dios en adsorción de enzimas en soportes inorgánicos, y Katchalski y Mitz

en la inmovilización de enzimas por enlace covalente a matrices inorgánicas.

Este tratamiento en las enzimas resuelven varios problemas que

tenían para su uso como catalizadores, como es el de estabilidad ya que de

esta forma es posible la utilización, de las enzimas en presencia de sol—

ventes orgánicos y en rango de temperaturas de -20°C hasta -60°C. Por —

otro lado el catalizador puede utilizarse en repetidas ocasiones sin temor

a perder la enzima al parar la reacción para separarla de productos y subs_

tratos, por estar esta inmovilizada.

La tecnología enzimática también es un procedimiento adecuado

en procesos industriales, ya que la producción de enzimas a través de m i —

croorgahismos es barata, no está restringida a alguna localización o esta-

ción del año y su tiempo de producción es corto.

Una variación posterior en la tecnología enzimática fue la —

inmovilización de los microorganismos que producían estas enzimas, evitán-

dose así la extracción y purificación enzimática del proceso, además de —

poder utilizar muítisistemas enzimüticos presentados en ellos.

Así en 1973, se puso en marcha la producción continua de áci-

do aspaVtico con cédulas microbianas inmovilizadas.

Si analizamos el proceso global para el desarrollo de un pro-

ducto, cualquiera, mediante el uso de esta tecnología tendremos un diagra-

ma, como el presentado en la Figura 4, en donde se infiere la colaboración
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interdiciplinaria para llegar al objetivo deseado.

En la fuente del microorganismo tenemos la interacción con la

microbiología en la optimización de las condiciones ambientales en un me-

dio de cultivo, para la producción de la enzima o enzimas deseadas, así

como con la genética para el mejoramiento de cepas productoras de enzimas.

En el área de inmovilización tenemos la interacción de quími-

ca y bioquímica, que estudian las propiedades de la reacción enzimática -

como son, estabilidad de substrato, producto y enzima en las condiciones

óptimas de pH, temperatura y osmolaridad en las cuales la reacción se rea

liza, así como la cinética enzimática que la rige. Estos estudios son —

hechos tanto en el sistema de enzimas solubles, como para el sistema inmo_

vilizado, ya que en este último habrá un cambio con respecto al primero,

debido a las modificaciones esteroquímicas que sufre la enzima al inmovi-

lizarse, como al cambio en el ambiente (microambiente) por el soporte o -

matriz en el cual se encuentra, esto dependerá de las características del

soporte así como del método de inmovilización utilizado.

Enzimas o células inmovilizadas se definen como "Enzimas o —

células microbianas" localizadas en una región definida, reteniendo sus -

actividades catalíticas, las cuales pueden usarse repetidamente.

Los métodos de inmovilización se encuentran esquematizados en

la Figura 5 y Tabla 2.

El método de inmovilización por atrapamiento se basa en con—

finar enzimas o células en una matriz polímerica (atrapamiento en cristal
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TABLA 2. MÉTODOS DE INMOVILIZACIÓN DE ENZIMAS O CÉLULAS

Método Fundamento

1. Unión al soporte
Adsorción física
Unión iónica
Unión coovalente

Adsorción física de una
proteína enzimática, o -
células microbianas en -
la superficie de un s o —
porte insoluole en agua

Unión de enzimas en s o —
portes insolubles por —
unión coovalente por los
grupos, amino, carboxilo,
sulfhidrilo, hidroxilo,
imidazol y fenol.

2. Entrecruzamiento Formación de redes entre_
cruzadas de los grupos -
aminos libres de los so-
portes y los grupos ami-
nos de la enzima, por —
reactivos bifuncionales
o multifuncionales

3. Atrapamiento
Tipo Cristal

Tipo encapsulamiento

Confinar enzimas o célu—
las en una matriz polimé'-
rica o englobada en una -
membrana semipermeable
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FIGURA.5. MÉTODOS DE INMOVILIZACIÓN

1. Método por unión al soporte

2. Método por entrecruzamiento

3. Método por atrapamiento
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o englobada en una membrana""semipermeable (tipo encapsulación) . Al inmo-

vilizar por este método las enzimas o células no reaccionan con el sopor-

te, solo quedan atrapadas en ellos.

El método de inmovilización por atrapamiento, tipo cristal es

el más usado para inmovilizar células, y las matrices que se han utiliza-

do son: colágena, gelatina, agar, triacetato de celulosa, alginato, poli^

acrilamida y políestireno.

En este método una vez inmovilizadas las células, se da un —

tratamiento con un agente o mezcla de agentes polifuncionales, para darle

mayor rigidez al catalizador, estos agentes pueden ser glutaraldehido, —

ácido tánico, dietilen amina, hexaetilen amina.

Una vez optimizadas las condiciones de inmovilización se pro-

sigue al diseño y utilización de reactores enzimáticos, para lo cual son

necesarios, conocimientos de ingeniería y todo el estudio previo de la —

reacción enzimática en el sistema inmovilizado. Existen'diferentes tipos

de reactores que se han clasificado por su forma de operación y caracte—

rísticas de flujo (Figura 6 y Tabla 3).

Para elegir o diseñar el tipo de reactor a utilizar es conve-

niente considerar, la reología de la reacción, la estabilidad del soporte

a la agitación, la cinética enzimática, si hay inhibición por producto, -

es recomendable utilizar, la.'columna empacada continua.

La columna empacada continua es el tipo de reactor más amplia,

mente utilizado en el uso de enzimas o células inmovilizadas, en este ca-
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FIGURA 6. REACTORES ENZIMATICOS

1. Tanques agitados

2. columnas empacadas

3. Columna fluidízada

4. Tanque agitado con ultrafiltración

-*• Suministro del flujo

0 u
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TABLA 3. REACTORES ENZIMATICOS

Forma de operación
Características

del flujo
Tipo de reactor

Sistema intermitente Mezclado perfecto Reactor tanque a-
gitado

Sistema continuo Flujo pistón Columna empacada

Columna fluidizada

Tubo enzima

Enzima capa fina

Fibra porosa

Mezclado perfecto Un solo reactor —
tanque agitado con_
tínuo (CSTR) o múl_
tiples CSTR
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so es necesario considerar la hidrodinámica del sistema que afecta la v e —

locidad de reacción. Por otro lado existen tres formas de suministrar el

flujo del substrato a la columna, esto es de arriba hacia abajo, de abajo

hacia arriba o en forma reciclada, en algunos casos el flujo hacia abajo

causa compresión en la columna, en general para aplicación industrial en -

estas columnas se prefiere el flujo de abajo hacia arriba.

Otros factores importantes para la aplicación industrial del

proceso son: costo de los soportes o reactivos para la inmovilización, —

actividad enzimática del sistema inmovilizado, estabilidad operacional, la

capacidad de regenerar el catalizador después de largos períodos de opera-

ción y contaminación microbiana del sistema.

Por ultimo en el proceso tendremos la separación y purificación

del producto deseado, parte muy importante, en el que interviene un grupo

de químicos y que muchas veces puede ser el factor limitante del proceso.

Para la producción de las penicilinas semisintéticas se utili-

za la penicilina amidasa que realiza la hidrólisis de la penicilina y pro-

duce el ácido 6-aminopenicilánico (Figura 7).

La enzima es llamada usualmente penicilino acilasa, pero la —

comisión de enzimas la denominó penicilino amidasa E.C. 3.5.1.11.

Se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza encon—-

trándose en forma intracelular y extracélular en tejidos animales, "plantas,, -

hongos, levaduras y bacterias, y en la mayoría de los casos esta produc

ción se encuentra regulada, no siendo un sistema constitutivo.



FIGURA 7. REACCIÓN DE HIDRÓLISIS DE LA PENICILINA-G POR LA PENICILINO
AMIDñSA

OC - N CH-COOH OC - N CH-COOH

PENICILINfi-G ñCIDO FEHILACETICO ACIDO 6-ñMINOPENICILANICO
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La enzima no es específica para penicilinas, sino también n i —

drolisa ciertas cefalosporinas (N y C), aminoácidos, amidas y esteres, su

especificidad reside en la estructura del grupo acilo y esto la hace dife

renciarse de otras enzimas (como las peptidasas).

Dependiendo de su origen la enzima és más afín para la penici«

lina-G o penicilina F.

En general la reacción no requiere de coofactores y no existe

inhibición por metales pesados o agentes quelantes, el rango de temperatu-

ra de operación oscila entre 35°C y 35°C, a pH de 7-8.

De la cinética que rige la reacción podemos decir que existe -

inhibición competitiva por el fenil acético, inhibición no competitiva por

el ácido 6-amino-penicilanico e inhibición por la penicilina-G, la reacción

de hidrólisis puede ser reversible si se cambia el pH de la reacción a 5 —

unidades.

Si analizamos las condiciones de producción del "acido 6-amino-

penicilánico por las vías química enzimática observaremos (Tabla 4) que en

el proceso químico las materias primas son caras, muchas de ellas importa-

das además de tóxicas y condiciones extremas de temperatura (-60°C), nece-

sitándose para ello solventes cuya recuperación no es costeable.

Así pues, el desarrollo de los antibióticos semisinteticos se

ha visto mejorado con la introducción de esta nueva metodología por lo que

consideramos importante la exploración del campo, para poder crear una tec_

nología adecuada y accesible en.nuestro medio.
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TABLA 4. MATERIAS PRIMAS PARA LA PRODUCCIÓN
DEL ACIDO 6-AMINO PENICILANICO

Ruta química Ruta Enzimática

Dimetí1 anilina

Dimetil diclorosilano

Pentacloruro de fósforo

Amoníaco

Cloruro de metileno

Butanol

Acetona

Metanol •

Enzima

Buffer de fosfato

HidrSxido de sodio

Acido ciohídrico

Metanol
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En el presente trabajo se muestra el proceso realizado para la

producción del ácido'6-aminopenicilánico por la hidrólisis enzimática de -•

la penicilina-G con la penicilina amidasa contenida en células de E. coli

inmovilizadas (Figura 8) .
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FIGURA 8.' -DIAGRAMA DEL PROCESO PARA LA" PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMIKO-
PENICILANICO

E. col! ATCC 9637
ATCC IJI05

GENÉTICA

i i
INGENIERÍA GENÉTICA

GENETLCA CLASICA

I I
E. co l iK -12

•«v
CONDICIONES

ÓPTIMAS
DE PRODUCCIÓN

4̂
INMOViLCACíflIN DE' INMOVILIZACIÓN DE

PENICILINA-AMJDASA CÉLULAS IMJACJAS

i i
CONOlCIDlilES

ÓPTIMAS <
DEL REACTOR



- 24 -

ANTECEDENTES

Producción de la Penicilino Amidasa

Al igual que otros metabolitos la penicilino amidasa necesita

condiciones específicas para su producción, en este inciso analizaremos -

las fuentes de producción de la enzima, requerimiento de inductor, fuen—

tes de nitrógeno y carbono, temperatura, pH y concentración de oxígeno di^

suelto, que se ha utilizado en trabajos previos.

Fuentes de la Enzima

La penicilino amidasa se encuentra ampliamente distribuida en

la naturaleza, desde enterobacterias actinomicetos, hongos y tejidos vege_

tales (Tablas 2.1, 2.2 y 2.3), su localización es indistinta de su origen,

pudiendo encontrarse intracelular o extracelularmente, mientras que su —

afinidad por el substrato será mayor hacia bencilpenicilina, si la enzima

es producida por enterobacterias, y hacia fenoximetilpenicilina si es pro_

ducida por hongos. En las Tablas (2.1 y 2.2) se muestran los microorga—

nismos que producen la enzima, la afinidad que presentan y su localización

en la célula.

Fuentes de Nitrógeno y otros Requerimientos

Como podemos observar en la Tabla (2.3), se han crecido los di

ferentes microorganismos que producen la enzima, en medios de composición

variable, y para la mejor producción de enzima se utilizan-corno fuente de

nitrógeno mezclas de aminoácidos en forma de hidrolizado de proteína ó —
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mezclas de péptidos en forma de peptonas ó proteínas con un peso molecular

elevado. También encontramos que estos substratos pueden ser utilizados -

como fuentes de carbono y nitrógeno a la vez. Para un mayor rendimiento -

celular se añaden iones inorgánicos como SO , Mg , K y Cl así como —

pequeñas cantidades de vitaminas y mezcla de factores de crecimiento como

extracto de levadura.

Fuentes de Carbono

En cuanto a la utilización de fuentes de carbono podemos decir

que la glucosa es un substrato adecuado para crecer cepas de Bacillus sp,

micrococcus sp, Achromobacter sp, Bovista sp, Streptomyces en las cuales -

no se ha informado de ningún tipo de represión por carbohidratos. En la -

cepa de Proteüs rittgeriy no se ha informado del efecto de glucosa en el

medio de cultivo, por lo que tal vez en estas cepas exista algún tipo de -

regulación catabólica aunque no se han informado estudios al respecto.

En el caso de la producción de la penicilino amidasa por E_. -

coli se ha encontrado que existe represión catabólica condiferentes fuen-

tes de carbono, Ssentinnai (11) informa que la penicilino amidasa produci^

da por E. coli ATCC 9637 se ve reprimida por carbohidratos y polialcoho—

les (glucosa, fructosa y glicerol), en el caso del uso de glicerol la re-

presión depende de la concentración. Klein y Wagner (26) también encuen-

tran represión en el caso de la amidasa producida por E_. coli ATCC-11105

crecida en lactosa, glucosa ó fructosa, sin embargo en la mutante híbrida

E. coli 5K (pHM12) se incrementa la producción de la enzima al crecer el

organismo en estas fuentes de carbono.
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Vo.jtisek, Slezak (24) encuentran represión por glucosa y aceta-

to en la producción de la amidasa producida en E_. coli, y demuestran que la

represión está regulada por el flMP; , ellos proponen que la derepresión de -

la síntesis de la amidasa por el AMPc en un medio con glucosa y fenilacéti-

co se debe a la derepresión de otras enzimas responsables de la degrada

ción del acido fenilacetico. A su vez recomiendan el lactato como fuente -

neutral de carbono.

Gang y Shaikh (30) también encuentran que la regulación en pre-

sencia de glucosa se encuentra medida'por los niveles de AMPc; por sus h a —

llazgos proponen que la regulación es a nivel de transcripción.

Vojtisik y vladimir (21), aislan una imitante de E. coli insen—

sible a represión por glucosa y glicerol, al crecer el microorganismo en —

fenoxiacetamida en diferentes pasos con presencia y ausencia de 0.0025% de

NH además de aumentar la producción de la enzima 10 veces.

Efecto del Acido Fenilacetico en la Producción de la Penicilino Amidasa

Se encontró que la habilidad para producir la enzima se incre—

menta si se introduce dióxido de carbono junto con el aire durante la fase

de crecimiento (18), sin embargo la substancia identificada como inductor -

en el sistema regulatorio para la producción de la enzima es el ácido fenil_

acético, éste estimula la producción de la enzima de 8 a 10 veces.(11), en

concentraciones que varían de un 0.1% a 0.3% p/v, el uso de concentraciones

mayores reprimen la producción de la enzima en E_. coli (11,18), y Microco-

ccus luteus (31). Otro efecto del ácido fenilacetico en el medio de culti-

vo es que retarda, disminuye 5 inhibe el crecimiento celular (4,15,8) en —
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15. coli, Bacillus megaterium y Kluyvera citrophila, por lo que se ha pro—

puesto añadirlo en diferentes etapas del crecimiento; ésto ha resultado ade

cuado para Bacillus megaterium, (15) y Micrococcus luteus (31) en donde se

añade después de 12 hrs. de crecimiento cuando los microorganismos se en

cuentran en la fase exponencial. Szentirmai informa que para producir pen£

cilino amidasa, en E_. coli hay que agregar el ácido fenil acético en las —

primeras 0 - 5 hrs. de crecimiento para lograr una óptima producción de la

enzima y que éste estímulo disminuye cuando el ácido se añade después de 10

y 15 hrs. de crecimiento; sin embargo, estos procedimientos no hacen que —

se aumente el rendimiento celular, encontrándose 0.2 mg/ml en peso seco de

células de E_. coli crecida en medio glutámico (Ver apéndice) .

Temperatura

En general podemos decir que la temperatura óptima de produc

ción de la enzima en todos los microorganismos productores de la enzima os-

cila entre 25 y 30°C, no siendo siempre esta temperatura, la óptima para el

crecimiento del microorganismo. En el caso específico de E. coli su tempe-

ratura óptima de crecimiento es de 37°C y en la cual se produce menor canti

dad de enzima. Klein y Wagner (26) informan que en E_. coli ATCC 11105 un -

cambio de temperatura de 27°C a 24°C a las 5 hrs. de crecimiento incrementa

la actividad enzimática en 15 unidades, este cambio se lleva a cabo un poco

antes de que el microorganismo entre a la fase estacionaria de su crecimie£

to ya que de hacerlo en la fase estacionaria, o en la fase exponencial tem-

prana no se produce ningün incremento en la producción de enzima.
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Efecto del pHpen la Producción de la Penicilino Amidasa

En general podemos decir que los experimentos realizados en la

producción de la penicilino amidasa, se han hecho relacionando la máxima -

productividad con el pH inicial de medio, encontrándose en el caso de

Micrococcus luteus (31) que la máxima productividad se encuentra cuando el

medio de cultivo tiene un pH inicial (después de esterilizar) de 1.' -

También se encuentra que cuando el Micrococcus se cultiva fuera de un ran-

go de pH de 6 - 9 unidades no hay producción de enzima ni crecimiento c e —

lular.

En la Tabla 3 podemos observar que el pH inicial en general es

de 7.0 no importando la naturaleza del medio, ni el microorganismo con el

cual se esté trabajando. Tal parece que un factor importante a considerar

es el de no detener la fermentación en la producción de la penicilino ami-

dasa antes de que el pH haya llegado a 8.0 unidades (4,31,39); incluso, —

existen criterios para la producción de penicilino amidasa en E. coli, en

los que se recomienda que la fermentación debe de prolongarse durante el -

tiempo que se tarde en rebasar un pH de 8.0.

Aereacion en la Producción de la Penicilino Amidasa

Con respecto a la cantidad de oxígeno necesario para la produc_

ción de la penicilino amidasa, podemos decir que ésta se sintetiza en con-

diciones medias de aereación. Mam, D Ryu (31) informan que la máxima activa,

dad enzimática para Micrococcus luteus se obtiene cuando se cultiva el mi-

croorganismo, en 100 mi- de medio, en matraces Erlenmeyer de 500 mi. Sin



- 29 -

embargo, Okachi, Misawa y Nara (8) no encuentran diferencias en la produc-

ción de enzima producida en diferentes condiciones de aereación. Vojtisek

y Slezak, informan que para E_. col i la síntesis de la enzima puede ser to-

talmente reprimida por el incremento en la concentración de oxígeno disuel^

to.

La experiencia en la producción de la enzima por cultivo con—

tínuo es realmente escasa. Bohumil y Slezak (32) encuentran que en un cul^

tivo continuo con una velocidad de dilución de 0.5 hr y una concentra

ción de ácido fenilacético de 0.015% p/v, la actividad enzimática se pier-

de y es restablecida cuando se aumenta la concentración del ácido fenil —

acético al 0.15% p/v. La perdida enzimática probablemente se debe a la —

cantidad insuficiente de inductor en el medio para inducir la actividad —

enzimática durante todo el proceso.

También se han hecho estudios en Bacillus licheniformis 749/c

por Acevedo y Cooney (9) en donde se encuentran que por unidad de peso de

proteína extracelular la amidasa se incrementa un 50% en condiciones de —

limitación de nitrógeno.
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TABLA 2.1 MICROORGANISMOS QUE PRODUCEN BENCILPENICILINO AMIDASA
C.P.M. Colé (52)

Microorganismo
Tipo de Penicilina que
hidroliza o sintetiza

Observaciones

ATCC 9637
(0-KCIB 8666)

Penicilina G-2-Hidroxipe-
niclina G (síntesis)

Reacción reversible;
unida a pared celu-
lular

E_. coli
ATCC 11105
(0-NCIB 8878)

Penicilina G-2-Hidroxipe-
nicilina G (síntesis)

Enzima unida a .célu-
la

E. coli X G3A9455 Penicilina G, V,
Ampicilina

Uso de bacterias com
pletas

E_. coli aisladas en Penicilina G y Ampicilina
clínica NCIB
7641, 8742, 8744

Alcaligenes faecalis Penicilina G, V, K, fene-
ticilina, ampicilina

Enzima intracelular

Proteus rettgeri
FD 13424
ATCC 9919
ATCC 9250

Penicilina G, V, X y
otras penicilinas

Enzima intracelular

Nocardia
FD 469
ATCC 13635

Bacillus negaterium
ATCC 14945

Micrococcus luteus
AHV 1427

Micrococcus roseus

Kluyvera citrophila
Ky 3641

Penicilina G, X, V y otras
incluyendo amidas de peni-
cilinas

Penicilina G n-fenilaceti-
lamino- ácidos

Penicilina G

Penicilina G

Penicilina G

Enzima extracelular

Enzima intracelular

Enzima intracelular

Enzima intracelular
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TABLA 2.2 MICROORGANISMOS QUE PRODUCEN FENOXIMETILPENICILINQ AMIDASA
(C.P. M. Colé (52))

Microorganismo
Tipo de Penicilina que

hidroliza
Observaciones

Streptomyces
lavendulae

Penicillium

Penicilina V, K y F

Penicilina V, K, F y —
carboxipenicilinas

y otras Penicillium

Emirellopsis mínima Penicilina V

Trichophyton menta- Penicilina V y G

grophytes
Epidermophytpn

floccosum

Aspergillus achraceus Penicilina v

Cephalosporium sp. Penicilina V

Achromobacter sp_.
NCIB 9424

Penicilina V

Enzima extracelular,
reacción reversible

Baja actividad en el
micelio

Enzima intracelular

Baja actividad

Baja actividad en —
micelio

Enzima intracelular,
hidroliza otras fenc_
xiacetil ácidos
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Características Fisicoquímicas de la Penicilino Amidasa

Ya han sido varios los trabajos ̂ e se Jian realizado en la pu-

rificación y cristalización de la penicilino amidasa (Tabla 2.4). En gene

ral podemos decir que ésta tiene un peso molecular que oscila entre 50 000

y 70 000 daltones, para diferentes métodos de purificación y determinación

del peso molecular. Cari Kutzbach (35) encontré que la enzima tiene un —

peso molecular aproximado de 70 000 y que en 1% de dodecil sulfato de s o —

dio la enzima es disociada reversiblemente dando unidades de un peso mole-

cular de 20 500.

La enzima purificada de E_. coli tiene varias especies activas,

distinguidas por su comportamiento electroforético (35,4,33), esto es dos

puntos isoeléctricos de 6.7, 6.8 y de 6.3 - 6.4.

La energía de activación del rompimiento hidrolítico de la —

bencilpenicilina por la penicilino amidasa procedente de I!, coli es de —

11.4 kcal/mol (33) y para ello no necesita la participación de coofactores

o metales pesados (35).

pH Óptimo en la Actividad de la Penicilino Amidasa

En general podemos decir que el pH óptimo para la actividad hi

drolítica de.la penicilino amidasa, oscila entre 7 y 9 unidades de pH.

Específicamente la enzima procedente de células de E. coli pre

senta una actividad máxima a pH de 8.0 - 8.2 (33,4,35,29).

SavitsRaya, Levitov y Shellenberg (33), observaron que para la

enzima producida, por £.• coli se presenta un perfil de pH en forma de campa
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na, por lo que deben de existir tres formas de equilibrio: ácido (AH ) , —

neutral (AH°) y básica (A ) distribuidos en forma normal.

La transici6n entre las tres formas del complejo penicilino — —

amidasa - bencilpenicilina, está controlada por dos grupos ionogenos AH

Kl K2
• •— AH ' A . A 25°C los pk y pk del complejo enzima-substrato —

son de 6.05 y 10.0 respectivamente y varían con el incremento de la tempera^

tura, a 40°C el pk es de 5.8 y el pk de 10.2.

Se piensa que el grupo ionógeno con un pk de cerca de ñ.O, con-

trola la actividad catalítica de la enzima y se puede identificar por un —

grupo imidazol de histidina y el grupo ionogeno con un pk de cerca de 10, -

debe corresponder al mantenimiento del centro activo de la enzima que puede

ser un grupo E - amino de lisina o un grupo hidroxilo de tirosina. En la -

Tabla 2.5 se muestran los pH óptimos para enzimas procedentes de diferentes

microorganismos.

El buffer a usar dependerá del substrato a hidrolizar; en el —

caso específico de la bencilpenicilina se ha utilizado buffer de fosfato de

potasio con una molaridad que oscila entre 0.1 a 0.03 M. (2,4,5,17,29,33,34,

35,36,37,38). Para la hidrólisis de ácido penicilánico con enzima prove

niente de H. roseus no se encontró diferencia al utilizar buffers de borato

de potasio, cloruro de amonio y fosfato de potasio (10). Sin embargo el pH

óptimo para hidrolizar el ac, 6-nitro-3fenilacetamino - benzoico, dependerá

del buffer que se esté utilizando (acetatos, fosfatos, boratos, tris-Hcl).

Temperatura 6ptima: Como podemos observar en la Tabla 2.5 la —

temperatura óptima depende más de su origen que del tipo de enzima que este_
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mos hablando, así encontramos variaciones de temperatura que oscilan desde

los 20°C. hasta los 556C. Otro punto importante que hay que hacer notar —

es la variación en la temperatura óptima segíán el estado en el que se en

cuentre la enzima, como es el caso de la penicilino amidasa de E_. coli, en

células completas, libres o inmovilizadas. Sin embargo esta enzima tiene -

una baja estabilidad a 50°C. en cualquier estado que la encontremos (4,35).

Se ha observado que la actividad para la enzima soluble se pierde rápidameii

te al tratarse con solventes orgánicos como acetona y al liofilizarse (35),

se observó que las mejores condiciones de almacenamiento son en una solu

ción congelada o una suspensión de la enzima en cristales en sulfato de

amonio.- - -
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Perfil de Substrato para la Penicilino Amidasa

La penicilino amidasa posee una amplia especificidad para di-

ferentes substratos. En la Tabla 2.6 se muestra una lista de compuestos

.que son hidrolizado por una enzima de Escherichia coli y sus velocidades

relativas, de ella podemos concluir lo siguiente: la enzima hidroliza —

rápidamente a las bencilpenicilinas y lentamente a las alkilpenicilinas.

Muestra una mayor afinidad por las fenilacetamidas; pequeños cambios en -

la parte del fenilacetil de los substratos causa menores velocidades de -

hidrólisis, así tenemos que para compuestos aromáticos cualquier desvia—

ci6n de la estructura n-fenil se asocia con una baja disponibilidad del -

compuesto como substrato, en las series alifáticas (ejem. N-fenilglicinas

(37)) el grupo aciüo que contiene 5 6 6 Stomos de carbonos lineales son -

los óptimos para la hidrólisis enzimática; esto es, la longitud de cadena

de carbonos mas próxima a la del grupo fenilacetilo. Se tolera la substi.

tución -amino a hidroxi pero no corboxi. Aunque el grupo acilo influye

en la velocidad de reacción, existe una absoluta especificidad para amin£

ácidos con configuración L.

Los derivados en el grupo carboxílo 3 de la bencilpenicilina

tales como amidas y Esteres son buenos substratos, dando 6-APA-araidasa y

6-APA-ésteres.

Las cefalosporinas con una cadena lateral adecuada resultaron

ser.buenos substratos; tal es el caso de la cefalotina (ácido, 2-tienil—

metilcefalosporánicb). Sin embargo, el compuesto natural cefalosporina C

(ácido J -aminonadipil-cefalosporánico) no es substrato.
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También se ha observado que la hidroxilación de la bencilpe-

nicilina en posición para, es aún mejor substrato que la bencipenicilina.

La inserción de un átomo de oxígeno entre el carbono^, y el benceno de -

la cadena lateral, o la deleciSn del grupo oc-metileno en la cadena late-

ral dan substratos muy pobres (29).

Inmovilizaci6n de la Penicilino Amidasa y Reactores Enzimáticos en la Pro-

ducción del Acido 6-aminopenicilánico

Métodos de inmovilización.

Como se puede observar en la Tabla 2.7 para la producción del

ácido 6-aminopenicilánico se han inmovilizado, tanto la enzima penicilino

amidasa unida a células así como extraída y purificada de éstas.

Los métodos de inmovilización utilizados para ello son muy va-

riados, principalmente cuando se trata de un extracto de células o de la

enzima purificada. Encontramos inmovilización por adsorción, unión cova—

lente, atrapamiento y combinación de unión covalente y atrapamiento, mien-

tras que para la inmovilización de la enzima unida a células solo se reali^

za por el método de atrapamiento.

Soportes

Los soportes utilizados para la inmovilización de la penicilino

amidasa son de naturaleza muy variada, así tenemos polisacáridos como son:

sefarosa, dextranas, acetato o triacetato de celulosa, sefadex, DEAE celu-

losa, alginatos; polímeros sintéticos como: amberlita, poliestireno, p o —
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TABLA 2.6 PERFIL DE SUBSTRATO PARA LA PENICILINO AMIDASA DE E. coli (2,

4,29,33,35,37,39)

Substratos
Velocidad relativa de

hidrólisis

Penicilinas
(Bencil-)
p-Hidroxibencil
DL- -Hidroxibencil
D- -aminobencil
-carboxibencil
2-Furilmetil
2-Tienilmetil
Fenoximetil
-fenoxietil
n-propoximeti1
.Isobutoximetil
n-Heptil
Fenil
2,5-Dimetoxifenil

100

150
88
50
5

91
80
5.5
5

40
29
5
5
5

Cefalosporinas

Cefalotina
Cefaloridina
Cefaloglicina

120
104
48

Otros substratos

Fehilacetamida
n-fenilacetilglicina
n-fenilacetil-DL-leucina

140
182
73

Acido n-fenilacetil-D- -aminofenilacético
Acido n-fenilacetil L- -aminofenilacético
Acido Bencilpeniciloico

0
139
22
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liuretanos, poliisocianatos, acrilamida; resinas ep6xicas, intercambiado-

res catiónicos y bentonita.

En general podemos decir que la enzima retiene de un 40 a 70%

de su actividad al inmovilizarla por enlace coovalente, y de un 50 a 80%

cuando se inmoviliza por atrapamiento, esto ultimo tanto para enzima pura

como para la unida a células.

Savitskaya, Levitav y Shellenberg hicieron un estudio compara

tivo de la inmovilización de la enzima proveniente de células de E_. col i

ATCC 9637, en diferentes soportes con diferentes métodos. Unieron la en-

zima por uni6n coovalente en soporte de celulosa activados (monoclorotia-

zil celulosa, 2-(3~amino-4,metoxifenil) sulfonil etil éter de celulosa, -

un polímero de poliglicidil métacrilato en un gel de pollacrilamida y en

un intercambiador cationico (KB-2-0.5). Los mejores resultados para la -

actividad de la penicilino amidasa inmovilizada y la efectividad de la in

movilización se obtiene através de la adsorción de la enzima en intercam-

biadores catiSnicos y en copolímeros de ácido metacrílico y divinilbenze-

no, en donde se preserva el 90% de la actividad y se inmoviliza la enzima

con respecto al soporte en una relación 3:1, pero la enzima se desorbe —

con una fuerza iónica de 0.1 M. La desorción se evita al combinar este -

método con un agente bifuncional, aunque la mayor parte de la enzima se -

inactiva.

Un buen me*todo es el atrapamiento de la enzima en acrilamida

con un agente bifuncional, en donde la estabilidad de la enzima depende de

la cantidad del reactivo bifuncional. La estabilidad de la enzima aumenta

al inmovilizarla por cualesquiera de los métodos antes mencionados..
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Con respecto a la inmovilización de la •penicilinoamidasa uni-

da a células podemos decir, que la inmovilización siempre se lleva a cabo -

por el método de atrapamiento y que el soporte más utilizado para este pro_

pósito ha sido la acrilamida (5,42,26) dando buenos resultados por su capa_

cidad de atrapamiento y su estabilidad operacional (30 a 42 días).

Klein y Wagner (26,42) hicieron un estudio comparativo de la -

inmovilización de células de E_. coli ATCC 11105 en diferentes soportes, eii

centrando que la capacidad de atrapamiento es de 70%, 10% para alginatos -

secos, 10% para metaacrilamida y 60 a 70% para resinas epoxicas, además de

que el porciento de actividad retenida con respecto a células libres para

cada uno de ellos es de 60 para alginatos/ 40 para resinas epoxicas c,28 -

para resinas epoxicas b, 43 para póliuretano-G, 27 para poliuretanc y 47 -

para metacrilamida. De estos soportes se encontré que las partículas de -

catalizador de poliuretano y resinas epSxicas no se dañan en un tanque agi^

tado.

Condiciones de Operación y Estabilidad de Reactores Enzimáticos

Las condiciones de operación en la producción del ácido 6-amino

penicilánico con penicilino amidasa inmovilizada son de pH de 6.5 a 7.5 en

el caso de enzima pura inmovilizada y de pH 8 con el uso de células inmovi_

lizadas, en un rango de temperatura de 30 a 40°C en ambos casos, con concen

traciones de penicilina de 10 a 50 g/1 y obteniéndose conversiones del 80

al 100% durante 1 a. 5 meses 5 15 a 30 corridas en columna con volúmenes de

0.02 a 100Q 1. Los principales problemas que se presentan en el manejo de
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los reactores son, el control del pH, ya que durante la hidrólisis de la

penicilina el pH disminuye por la producción de los ácidos feniacético y

6-aminopenicilánico además que la adición de altas concentraciones de —

álcali disminuye la estabilidad de la enzima (34,36). Otro problema im-

portante es la inhibición que presentan tanto el substrato como los pro-

ductos de la reacción enzimática.

Inmovilización de la Penicilino Amidasa Unida a Células en Colágena y

Carragenina

En el presente trabajo se presenta el estudio realizado de -

la inmovilización de la pnicilino amidasa unida a células completas inmo_

vilizadas en colágena y carragenina como soportes.

Inmovilización en Colágena

La colágena es una proteína biológica que cumple con algunas

características propias para su uso como soporte. Esta constituida priii

cipalmente por prolina e hidroxiprolina dándole una naturale hidrofílica,

lo cual da lugar a una estructura abierta y fibrosa que contiene un gran

número de sitios de unión y estabilización, las interacciones entre la -

colágena y enzimas o elementos atrapados en ella son de tipo iónico,

uniones de hidrógeno y fuerzas de Vander Waals, su forma membranosa faci^

lita el diseño de un reactor. A un pH neutral la colágena absorbe mas -

que su peso en agua.

La inmovilización de células de E_. coli con actividad enzimá_

tica de penicilino amidasa se llevó a cabo por el método de acomplejamien

to molecular publicado por Vieth y Venkatasubramanian (56). En este pro
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cedimiento, las células se añaden directamente a una dispersión acuosa de

colágena- En la dispersión, las macromoléculas de colágena existen en su

estado microfibrilar nativo y la mejor dispersión molecular se logra en -

rangos de pH de 2,5 a 4.5 y de 10 a 11.5. La relación colágena-células -

(peso seco) es de uno a cinco y la estabilidad de almacenamiento de la —

membrana seca es de mas de un año en frío, y de varios meses a temperatu-

ra ambiente.

Inmovilización de Penieilino flmidasa Unida a Células de 13. coli en carra-

genina

La carragenina pertenece al grupo de los sulfato polisacári—

dos que se encuentra en las algas marinas de la clase Rhodophyceae como -

principal componente de la pared celular. La carragenina es una mezcla -

de un mínimo de dos fracciones que al calentarse en agua pueden ser sepa-

radas en una solución de KC1 0.25 M, estas fracciones se denominan carra-

genina lamda y kappa. La fracción lambda es viscosa y no gelifica (no es

sensible al potasio), mientras que la fracción kappa gelifica en presen—

cia de otros iones alcalino o alcalinotórreos a excepción de Litio y S o —

dio. Todas las carrageninas están compuestas de unidades de galactosa y

3~6,anhidrogalactosa unidas por uniones glucosídicas alfa (1-3) y beta —

(1-4). Los gmpos sulfatos en la fracción kappa se encuentran principal-

mente en él carbono cuatro, mientras que la fracción lambda el sulfato —

puede estar en el carbono dos ó seis.

La función gelificante del potasio en la carragenina kappa —

parece residir en el ester sulfato localizado en el carbono cuatro y que

al gelificar se conforma como una doble hélice estabilizando proteínas —



- 51 -

como la caseina en la leche ( 48 ). Estas características la hacen ade—

cuada para la inmovilización en ella de enzimas o células, además de su

disponibilidad comercial por su amplio uso en la industria alimenticia.

El método utilizado para la inmovilización de células de —

E_. coli con actividad de penicilino amidasa, en carragenina es el método

informado por Tosa y colaboradores (53), y consiste en suspender la carra

genina en solución salina fisiológica a 25-50°C, y añadir las células en-

enfriando a 10'C en una solución 0.3 M de KC1, la actividad retenida pa-

ra varias enzimas inmovilizadas en carragenina oscila entre 50 y 70% y -

sus vidas medias de 60 a 686 días.

Curtido en Glutaraldehido

Tanto en la inmovilización de células de .E. coli con activi-

dad enzimatica de penicilino amidasa en colágena como en carragenina se

da un tratamiento posterior de curtido con glutaraldehido (inmovilización

en colágena) y glutaraldehido más etilen amina en el caso de inmoviliza-

ción en carragenina. Este tratamiento tiene por objeto aumentar la esta_

bilidad del catalizador ya que el grupo aldehido reacciona con los gru—

pos amino de la colágena, de la etilen amina y grupos amino de las célu-

las formando puentes intermoleculares.

La efectividad del tratamiento con glutaraldehido depende de

su concentración, pH, temperatura y tiempo de contacto con el cataliza—

dor (soporte células) (56). .
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OBJETIVOS

Objetivo General

El objetivo de este trabajo es el de desarrollar una tecnolo-

gía para la producción del ácido 6-amino penicilánicó (6-APA) por hidróli^

sis enzimática de la penicilina G, con la enzima Penicilino-Amidasa unida

a células de E. coli inmovilizadas. Desde escala de laboratorio, hasta -

llegar a un nivel de planta piloto, que nos puede brindar información

para el subsecuente escalamiento a nivel de producción del 6-APA.

Objetivos Parciales

Para el logro del planteamiento anterior se subdividió el tra^

bajo en áreas especiales con los siguientes objetivos.

1. Área de Microbiología. El objetivo de esta área es el de optimizar -

las condiciones de producción de la Penicilino-Amidasa en células de

E* coli a nivel laboratorio y su posterior escalamiento a planta pilo_

to.

2. Área de Ingeniería Enzimática. En esta área se cumplirán dos objeti-

vos: a) optiniizaciSn de la inmóvilizacifin de la Penicilino-Amidasa

unida a células de E. coli a nivel de laboratorio y su posterior esca_

lamiento a planta piloto; b) Optimización de las condiciones de ope-

ración de un reactor enzimático para la producción del ácido 6~amino-

penicilánico a partir de la penicilina G, a nivel laboratorio y su pos

terior escalamiento a planta piloto.
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METODOLOGÍA



- 58 -

METODOLOGÍA GENERAL
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Métodos para Medir Actividad Enzimática

Reactivos

Buffer de fosfatos 0.03 M

Fosfato de potasio monobásico 0.57 g

Fosfato de potasio dibásico 4.5 g

Volumen 1 lt.

Ajustar el pH'a 8.0 con KOH concentrada

P-dimetil-amino-benzaldehido

Pesar 1 g de p-dimetil-amino-benzaldehido (Baker y disolver en

50 mi. de alcohol etílico al 60% adicionar 0.5 mi. de H SO concentrado y

aforar a 100 mi. con alcohol etílico a 60% (p/v).

COndic iones

Temperatura 37°C, 40°C - 45°C (en el texto se específica
la temperatura)

pfí inicial de la mezcla de reacción 8.0

Molaridad (buffer de fosfato) 0.03

Concentración de penicilina-G 25 mM

Tiempo de reacción 20 minutos

Longitud de onda para leer 415 nm.

1) Actividad enaimática de Pénicilino-amidasa en células de E_. coli

a) Se toman 10 mi. de medio de cultivo, con células de E_. coli -

crecidas hasta un mínimo de 100 unidades Klett.

b) Se centrifugan a 3,000 rpm durante 15 minutos.

c) Se elimina el sobrenadante

d) El precipitado se resuspende en lml. de buffer de fosfatos.
Se agregan 0.1 mi. de penicilina para tener una concentración
final de 25 mM.
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e) Se agita, y se deja durante 30 minutos a la temperatura fija-
da (37, 40°C o 45°C).

f) Se toman 0.2 mi. de la mezcla de reacción y se agregan a
4.8 mi. de alcohol etílico absoluto.

g) Se centrifuga durante 10 minutos a 3,000 rpm

h) Decantar y al sobrenadante agregar 2.5 mi. del reactivo de —
p-dimetil-amino-benzaldehido.

i) Agitar y dejar reposar durante 10 minutos y leer a una densi-
dad óptica de 415 nm. contra blanco de reactivos.

2) Control de células

a) Se preparó un paquete celular en la misma forma que en el in-
ciso anterior.

b) Se añaden 3 gotas de tolueno

c) Se hierve durante 10 minutos.

d) Se resuspende en 1 mi. de buffer de fosfatos se añade 0.1 mi.
para tener una concentración final de 25 mM de penicilina-G.

e) Se siguen los mismos pasos que en el inciso (e).

3) Blanco para ajustar a cero de P.O.

a) Se toma 0.2 mi. de buffer de fosfatos y agregar 4.8 mi. de -
alcohol etílico absoluto..

b) Si hay turbidez centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos.

c) Decantar y al sobrenadante se le añaden 2.5 mi. de reactivo
p-dimetil-amino-benzaldehido.

d) Reposar durante 10 minutos y ajustar a cero de D.O.

Determinación de Proteína

Reactivos

Solución A = 2% Na CO en NaOH 0.1 N

Solución B = Cu SC>4-5H O 0.5%

Solución C = Tartrato de sodio y potasio 1% (KNaC H O }

Mezcla D = Solución A + solución B 1:1

Mezcla E - Tomar 1 mi. de mezcla D y agregarle 50 mi.
de la solución A (decantar después de 24 hrs.)
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Reactivo Foli F = Diluir del reactivo Folin (Sigma) con
agua destilada 1:1

Estándar = 50, 100, 150 y 200 ug/ml de albúmina bovina.

1) Procedimiento •

a) Tomar 0.01 - 0.05 mi. de la suspensión de células para la —
mezcla de reacción

b) Aforar mi. con H O destilada

c) Añadir 5 mi. del reactivo E

d) Reposar durante 10 minutos

e) Añadir 0.5 mi. del reactivo F

f) Reposar durante 30 minutos y leer a 590 nm contra un blanco
de reactivo.

*El blanco de reactivo se procesa como las muestras, pero se
coloca 1 mi. de H O inicial

g) Estándar de albúmina se procesa como las muestras

Crecimiento y Cosecha de E. eoli con Penicilina-Amidasa

1. El crecimiento de E. coli dependiendo de la cantidad que se necesitara

se realizaba en matraces Erlenmeyer de 1 a 6 litros con la tercera pa£

te de su volumen, o en un fermentador de 14 litros marca New Brunswick

Scientific Co., modelo - ml9 - 1410.

2. Parámetros Temperatura 29°C

Tiempo 24 - 48 horas

pH inicial 7-7.4

Aereacion 1 V V M

Agitación en el caso 120 rpm
de matraces

Agitación para el — 300 rpm
prefermentador

Concentración de F.A. 0.2%
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3. En general el medio utilizado fue el medio luria (ver Apéndice de me-

dio de cultivo.

4. Esterilización del medio. Este se llevo a cabo en una autoclave de —

ñmsco de México. A 15 Ib. de presión, 21°C, y por 20 - 30 minutos.

5. Inoculo. El inoculo correspondía al 10% en volumen, de un cultivo ere

cido durante una noche, en medio luria con 0.2% de ácido fenil-acetico

a 29°C.

6. La cosecha de las células se hizo en una centrífuga Sorval Rc-refrige-
rada en un rotor GSA con 6 conpartimientos para botellas de 20 mi., a
12,000 rpm durante 20 minutos. Se eliminaba el sobrenadante colectán-
dose el paquete celular y almacenándose a 4°C en el refrigerador.
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METODOLOGÍA EN EL ÁREA DE MICROBIOLOGÍA
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Método para Identificar la Presencia dé Plásroidos en Cepas de E_. coli.

1. Materiales y reactivos

Medio luria

Buffer TE Tris base 0.1 M, EDTA, 1 mM, a jus-
tar a pH 8 con ácido acético y gla_
cial y en agua desionizada.

KaOH 1 N

SDS al 10%

Solución neutralizante (Tris NC1 1.8 M, tris base 0.2 M

Buffer para disolver Trisma base 50 mM
agarosa Acetato de sodio 20 mM

EDTA (sal disódica) 2 mM
NaCl 18 mM

Ajustar a pH de 8.05 con ácido acético glacial

Agarosa al 0.8% (en el buffer anterior)

Baño de temperatura constante (New Bruswick Scientific
Modelo G 76)

Colorímetro Spectronic 20

2. Procedimiento

a) Inocular en 50 mi. de medio luria en una relación 1:20 de un cul-
tivo de E_. coli crecida durante toda la noche a 37°C

b) Crecer hasta 0.6 unidades de D.O. (550 nm).

c) Centrifugar y lavar con buffer TE

d) Resuspender en 0.25 ul. de buffer TE

e) Añadir 50 ul de MaOH, y reposar durante 15 minutos a temperatura
ambiente

f) Añadir 50 ul de una solución de SDS y reposar durante 10 minutos

g) Añadir 50 ul de una solución neutralizante

h) Poner a 40°C -50°C durante 3-5 hrs.

i) Congelar a -20°C. durante toda la noche (o el tiempo que sea ne-
cesario)

j) Separar la fase acuosa y utilizar 50 ul con unas gotas de azul -
de bromo fenol en glicerol
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3. Electroforesis

a) La electroforesis se realizó en agarosa al 8% en el buffer d e s —
crito en Materiales y Reactivos

b) La agarosa se disuelve en baño maría y se cteja ebullir durante -
10 minutos

c) Se llenan tubos de vidrio con 1 cm de diámetro y 10 cm de largo,
y se espera durante media hora para que gelifique

d) Se colocan gasas en la parte inferior de los tubos para evitar -
que el gel se salga

e) Los tubos se colocan en la cámara de electroforesis y se colocan
50 ul de muestra con una jeringa

f) Se llena la cámara con buffer TE

g) Se colocan las salidas de la fuente de poder, el polo positivo -
abajo y el negativo arriba

h) se corre la electroforesis a 40 Volts, constantes hasta que se -
observa la salida del colorante en la parte inferior

i) Se sacan los geles de los tubos y se colocan en H O destilada --
con bromuro de etidio 20 x 10 ug/ml

j) A las 24 hrs. se observa bajo una lámpara de luz ultravioleta y
si existe plásmido debe observarse más de una banda.

Método para Curag Plásmidos con Bromuro de Etidio

1. Materiales y Reactivos

Cepa E_. coli: ATCC 11105

Medio luria (líquido y en cajas)

Bromuro de Etidio (Sigma) POM g/ml

Cuarto a temperatura constante de 37°, con agitaci6n

2. Procedimiento

2 3
a) De un cultivo de toda noche, diluir hasta tener 10 - 10 célu-

las/ml.
2 3

b) Tener 5 mi. de medio luria con 10 10 células/ml. y añadir —
80 mg/ml. de bromuro de etidio

c) Inocular durante 18 hrs. con agitación 37°C
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d) Estriar en medio luria sólido

e) Parchar colinas aisladas en medio selectivo (luria con kanamici-
na, luria estreptomicina, luria + 0.2% de FA (P/V) y luria solo)

* Control. Se crece la misma cepa en ausencia de bromuro de etidio,
y esta debe de crecer mejor que la cepa crecida en bromu
ro de etidio.

3. Aquellas cepas que no crezcan en luria, Kanamicina y Estreptomicina

y crezcan en luria, serán las cepas que han perdido el plásmido.

»

Transformación de Células de E. coli RR1 con DHA del plgsmido de la cepa

E. coli 11105

1. Materiales y Reactivos

NaCl 10 mM frío

CaCl 30 mM frío

Medio luria

Medios selectivos. Merio luria, medio luria con kanamicina,
medio mínimo con FA como fuente de carbo
no HH Cl como fuente de nitrógeno, medio
mínimo con kanamicina medio luria con —
0.2%.de ácido fenil-acético

Cuarto de temepratura constante de 37°C

Centrífuga Sorval (rotor SS4 con 6 compartimientos para t u —
bos de 30 mi)

2. Procedimiento

o

a) 30 mi. de células REÍ con una concentración de 4 x 10 células/ml
25 - 30 unidades Kletl

b) Centrifugar durante 3 minutos a 1,000 rpm

c) Resuspender en 15 mi. de ÑaCl frío

d) Centrifugar durante 3 minutos 1,000 rpm

e) Dejar en hielo 30 minutos
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f) Centrifugar durante 5 minutos a 5,000 rpm

g) Resuspender en 3 mi. de CaCl 30 mM frío

h) Poner 0.2 mi. de estas células en el tubo con DNA

i) Se dejan en contacto las células con el DHA durante

60 minutos

j) Se calienta a 42°C por 80 segundos

k) Se deja en hielo por 10 minutos

1) Se agregan 3 mi. de medio luria

m) Se incuban 2 - 3 -hrs. a 37°C

n) Se plaquea en medio selectivo (0.1 - 0.2 mi.)

Preparación del DNA

ñl DNfi ligado que debe estar en un volumen final de 90 y dializadó por lo

menos 60 minutos se le

tubo para transformar.

menos 60 minutos se le agregan 10 de CaCl 300 mM fresco y se pone en el

Nota: Llevar a un volumen de 90 ul con Tris 10 mM EDTA 1 mM pH = 8

Después de dializar se debe centrifugar el DNA para quitar posibles
células.
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METODOLOGÍA EN EL ÁREA DE INGENIERÍA ENZIMATICA



- 69 -

Inmovilización en Colágena (56)

1. Materiales y Reactivos

Colágena de tendón de vaca

Glutaraldehido (Baker)

HC1 (Baker)

Células de Ê . coli ATCC 9637 o 11105

2. Procedimiento para la Inmovilización en Colágena

a) Mezclar 0.75 g de colágena en 100 mi. de H O destilada a pH de
3.5 a 4°C

b) Agitar durante 45 minutos

c) Reposar durante 5 minutos

d) Realizar el paso b y c por tres veces

e) Añadir 0.375 g. peso seco de células

f) Agitar durante 1 minuto

g) Dejar reposar durante 5 minutos

h) Repetir los pasos f y g hasta tener una suspensión homogénea

i) Vaciar y esparcir la mezcla en una superficie lisa

j) Dejar secar a 40°C

3. procedimiento para curtir colágena con células

a) Tomar la pieza de colágena con células que se desea curtir, e
introducirla en glutaraldehido al 2% durante 30 minutos

b) Lavar con agua destilada

Inmovilización en Carragenina (53)

1. Materiales y Reactivos

Células de E. coli ATCC 9637 o 11105

Carragenina K (Proveedor Francés)

Solución salina al 0.9%
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KC1 • 0.3 M

Buffer de fosfatos 0.5 M

Etilen amino

Glutaraldehido (Baker)

2. Procedimiento para Inmovilización de Células de E. coli en Carragenina

a) Se disuelven 3.4 g. de Carragenina (K) en 68 mi. de solución sali-
na, a 50°C

b) Se disuelven células microbianas en 32 mi. de solución salina

c) Se mezclan las-células con la carragenina a 50°C

d) Se vierte la mezcla sobre una superficie fina.

e) Se deja enfriar alrededor de 10°C por 30 minutos

f) Se sumerge en cloruro de potasio 0.3 M a 10 - 4°C

3. Procedimiento para Curtir Carragenina con células de E_. col i

a) Se toman 100 g peso húmedo con catalizador (carragenina-células)

b) Se suspenden en 500 mi. de una mezcla de buffer de fosfatos 0.5 M
y KC1 0.3 M y Etilen amina .085 M a 4°c agitándose por 5 minutos.

c) Se añade glutaraldehido para tener una concentración final de 0.2%
P/V.

d) Se deja agitar durante 30 minutos

e)' Se lava con KC1 0.3 M

Método para Medir Actividad Enzimática en Células de E. coli con Penici—

lina amidasa inmovilizados en colágena.

Los parámetros son los mismos que las mencionadas en Metodo-

logía General.

a) Pesar 0.05 - 0.5 g de colágena y resuspender en 15 mi. de buffer

de fosfatos en matraces Erlenmeyer de 125 mi.

b) Agitar durante 30 minutos
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c) Tomar 0.2 mlí de muestra y procesarla como en el número 1, inciso
f en la Sepción de Metodología General

Método para Medir Actividad Enzimática en Células de E. coli con Pehicili-

no~flmidasa inmovilizadas en Carragenina

Los parámetros son los mismos que los mencionados en Metodolo_

g£a General.

a) Pesar 0.4 - 0.7 g. peso húmedo de carragenina y resuspender en
15 mi. de buffer de fosfato, en matraces Erlenmeyer de 125 mi.

b) Agitar durante 30 minutos

c) Tomar 0.2 mi. de muestra y procesar como en el número 1, inciso -
f en la Sección de Metodología General. ,

Método para Medir Actividad Enzimática en Reactores Empacados con Colágena

y Carragenina con Células Inmovilizadas de E. coli.

a) El método que se utilizó fue el método de p-diiaetil-aminó-benzal—
dehido, ya descrito en Metodología General, así como, los parame
tros incluidos en esta sección.

b) En general se utilizaron tanto para reactores con colágena, como -
para carragenina Columnas Baten, con recirculación del substrato -
en la columna de un recipiente en donde se controlaba el pH y la -
temperatura y a donde llegaba la mezcla de reacción que salía de -
la Columna. De este recipiente era en donde se tomaban los 0.2 mi
de muestra, que se procesaban en la forma descrita en el inciso a.

c) También se utilizaron tanques agitados batch en estos casos la —
muestra se tomaba directamente del reactor (0.2 mi. de muestra).

Operación de Reactores Enziitiáticos

1. En general el reactor tipo que se manejo tanto para células inmovili-

zadas en colágena como en carragenina fue el que se esquematiza en la

figura 3.1.
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Como se observa el control de pH y temperatura no se encuentra directa^
mente en el reactor en donde se lleva a cabo la reacción, sino en un -
recipiente adjunto que está comunicado a la salida y entrada del reac-
tor. Para mantener la temperatura en estos reactores se cubrían con -
fibra de vidrio y papel aluminio.

2. Mantenimiento de los Reactores

a) Los reactores empacados con colágena se lavaron con buffer de fos-
fatos, una vez que se corría, la reacción. En los tiempos muertos,
los reactores se dejaban a temperatura ambiente, y las piezas de -
membrana esparcidas en redes a temperatura ambiente.

b) Los reactores empacados con carragenina se lavaron con KC1 0.3 M -
después de correr la reacción, durante los tiempos muertos éstos -
se quedaban a temperatura ambiente con KC1 0.3/M.

c) Para el uso de los reactores se utilizaron bombas peristálticas —
Colé Palmer modelo E-650.

Empaque de Reactores Enzimáticos con Células de E_. coli Inmovilizadas en -

Colágena y en carragenina

1. La forma de empacar columnas con colágena con células inmovilizadas —
fue de dos tipos:

La primera que consistió en enrollar la membrana completa de colágena
• curtida sobre una red de plástico, y de esta forma se introducía a las
columnas.

La segunda que era cortando la membrana de colágena en cuadros de 1 - 2
cm. por lado y rellenar la columna con ello.

2. Forma de empacar columnas con carragenina con células inmovilizadas de
E_. coli

Una vez formadas las camas de carragenina con células, éstas se corta-
ron en cuadros de aproximadamente 0.5 ca x . 5 c m x .5 cm, se curtió —
y se lavó, y esta era la forma en la que se introdujeron a las colum—
ñas.
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METODOLOGÍA EN PLflHTA PILOTO



3. Cuando se operaron tanques batch agitados en colágena en carragenina,
se utilizaron cuadros de soporte curtido para empacarlas

producción de células de E. coli (ATCC 9637) con Actividad Enzimática de -

Penicilino-Amidasa en Planta Piloto

1. Se llevaron a cabo las fermentaciones a nivel de planta piloto para —
las cuales se utilizó el siguiente' medio de cultivo:

NN + 0.2% (P/V) de ácido fenilacetico y 0.8 g/1 de clororuro de amonio.
Para las dos fermentaciones se hizo una prueba de esterilidad en los -
tanques que consistió en cargar los tanques con un medio rico, esteri-
lizar y dejarla durante toda la noche para ver si no había contamina—
ción, en el tanque de 3,000 1. se detectó un estrada de aire en una —
de las tuberías, arreglándose y quedando listo el tanque.

2. Primera Fermentación

Capacidad del tanque 250 1.

Dimensiones del tanque £58 cm de diámetro y 100 cm. de altura)

Se comenzó la limpieza del termentador a las 8 a.m. a las 9.30 se car-
ga el tanque, se ajustó pH a 7.5 antes de esterilizar, y a las 10:00 -
a.m. se comenzó a esterilizar.

Se inoculó a las 12:20, con 6.5* 1., con un inoculo reciente, crecido
en el mismo medio de cultivo.

a) Condiciones de la Fermentación:

Volumen de trabajo 160 1.

Temperatura 27 - 29°C (control manual)
2

Presión 0.5 kg/cm

Aire . IWM

Agitación 280 rpm

pH inicial 7.4
(no hubo control de pH)

b) Supervisión de la Fermentación

La fermentación duró 24 horas, durante el proceso se rectificó la
temperatura cada 2 hrs. y se tomo una muestra cada 2 hrs. a las -
que se les determinó pH, D.O. (a 550 nm), proteína y actividad —
específica. Cuando hubo necesidad de añadir antiespumante se uti^
lizaron silicones al 50%.
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3. Segunda Fermentación

Capacidad del Tanque 5,000 1.

La limpieza del tanque comenzó a las 7:40 a las 8:00 a.m. se empezó a
cargar, y se ajustó pH a 7.6 con KOH concentrada antes de esterilizar
a las 10:00 a.m. se empezó a esterilizar el tanque y a las 10:20 se -
inoculó. El inoculo fue de 21 litros de los cuales 6 litros eran re-
cién cosechados 15 litros refrigerados.

a) Condiciones de la fermentación

Volumen de trabajo 3,000 1.

Temperatura 27 - 29°C (control manual)
- 2

Presión 0.7 kg/cm

aire • i., ™ ;

Agitación 112 rpm

pH inicial 7.5
(no hubo control de pH)

b) Supervisión de la Fermentación

La fermentación duró 168 hrs.f y a las 72 hrs. de esta se reali—
mentó el termentador con una solución estéril de 100 1. con 1.3
kg. de NH^Cl y 6.1 de fenil acetato de sodio al 64%.

Se tomaron muestras cada 2 hrs. a las que se les determinó pH, —
D.O. (55 nm), proteína y actividad enzimática específica.

Inmovilización de Células de E_. coli (ATCC 9637) con actividad Enzimática
de Penicilino-flmidasa a Hivel de Planta Piloto

La cantidad de catalizador fabricado fue de 1.5 kg. (carragenina - célu—
las) .

La inmovilización se llevó a cabo en carragenina por el método ya descri-
to en esta misma sección, para ello se utilizaron vasos de 1,000 mi. con
500 mi. de solución fisiológica de KaCl, 17 g. de carragenina y 100 g. de
células (peso húmedo), una vez homogenizada la carragenina a 50?C por
10 - 20 minutos. La extensión del soporte se llevó a cabo sobre mica de
plástico y placas de rayos X ya usados. El curtido del soporte se hizo en
la forma ya descrita en esta sección, en vasos de 1 1. con 260 g. de cata-
lizador sin curtir y 500 mi. de la solución para curtir.
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Reactor Enzimático con Células de E. coli Inmovilizadas en Carragenina, a

Nivel de Planta Piloto.

1. La hidr6lisis enzimática se Ilev6 a cabo en una columna Farmacia con
105 cm. de altura y 30 cm. de diámetro considerando la chaqueta, y el
sistema utilizado se esquematiza en la figura 3.2.

2. Las condiciones de la reacción fueron las siguientes:

a) Volumen 20 1 (7 1. en el recipiente exterior y 13 1. en la columna)

b) Flujo, en las 2 primeras corridas fue variable y oscilo entre 2.33
ml/seg. a 50 ml/seg., constantes. El flujo fue de abajo hacia arri
ba, con una bomba Randolph modelo 500 con H P de potencia.

c) Temperatura: 38 - 40°C controlada por un termomix que estaba r e —
circulando el agua a través de la chaqueta que cubría la columna.

d) pH, 7.6 - 8.2 controlado por un potenciómetro

e) Concentración de substrato. 25 - 50 g/1 de pernicilina-G potásica

f) Cantidad de catalizador, 1.3 kg.

3. Manejo de la Columna

La columna se empacó con el catalizador añadiendo primero 5 litros de
KCL 0.3 M.• Una vez puesto los 1.3 kg del catalizador se añadieron 8
litros de KC1 0.3 M, quedando aproximadamente 5 litros en la columna
de espacio muerto. Una vez empacada la columna se procedió a lavar -
con aproximadamente 60 litros de KC1 por 6 hrs. La penicilina se di-
solvió en buffer de fosfato de potaaio pH 8.0, 0.03 M, el pH se contro
lo con KOH, 5 N. En cada corrida, se tomaron muestras cada hora, ha-
ciéndose determinaciones de 6-APA por el método del p-dimetil-amino-
benzaldehido ya antes mencionado.

La reacción se paró cuando no hubo más conversión de penicilina a —
6-APA. Se lavó con 15 - 20 litros de KCl 0.3 M y se dejó a temperatu_
ra ambiente con KCl 0.3 M.
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RESULTADOS EN EL AREfl DE MICROBIOLOGÍA
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Medios de Cultivo en la Producción de la Penicilino ñmidasa

Como se menciono en la sección de antecedentes (Producción de

la Penicilino ñmidasa), la composición de los medios de cultivo para la —

producción de la penicilino amidasa es muy diversa, siendo ésta desde la -

utilización de medios mínimos hasta medios ricos. En el laboratorio se —

probaron algunos medios de cultivo de uso común para el cultivo de 13. coli,

con el objeto de determinar las condiciones reproducibles para la produc—

ción de la penicilino amidasa.

Así se creció una cepa de 32. coli 9637 de la colección de la -

ATCC en medios mínimos {M9, mínimo (MM) y ricos (luria (Lb) y medio glutá-

mico (Ver Apéndice para la composición de medios). Se midió su crecimien-

to a través del tiempo y se determino la actividad enzimática de las célu-

las por el método descrito en metodología general. Tabla I.

Como se puede observar el crecimiento más rápido ocurre en el -

medio luria, y las actividades mayores se obtienen en los medios luria y -

MM. Por lo que se procedió a crecer la cepa de E_. coli en los medios l u —

ria y mínimo con 0.2% P/v de acido fenil acético como posible inductor a -

37°C.

Se observa que las cepas crecidas en medio mínimo (MM) solo —

crecieron 35 unidades en 20 horas y que la actividad específica fue de —

0.23 uM 6A PA/mg de proteina en 2 horas, mientras que en el medio luria —

las cepas habían alcanzado a crecer 100 unidades Klett en 6.5 hrs. mostrari

do una actividad enzimática de 0.91 uM 6A PA/mg de proteína en 2 hrs. esco_

giéndose así el medio luria para trabajar en el laboratorio y producir la

penicilino amidasa en cepas de E. coli.
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Acido Fenilacético como Inductor de la Penicilino-Amidasa

Es un hecho ya conocido que el ácido fenilacético (APA) induce

la síntesis de Penicilino Amidasa (1,3,4,6).

Con objeto de comprobar ésta observación, se realizo el siguien

te experimento; células de la cepa de J2. col i 9637 se crecieron en un me-

dio luria a 28°C con concentraciones de AFA hasta del 0.35%. Pudo obser—

varse (Fig. 4.1) que la concentración óptima de AFA para la producción de la

enzima fue de 0.2% y que dicho incremento fue de aproximadamente de 5 veces

más del nivel basal (Sin AFA).

Síntesis de la Penicilino Amidasa por Células de E_. col i Crecidas a Diferen-
tes Temperaturas

Otro hecho reportado en la literatura es que la síntesis de Pe-

nicilino Amidasa es óptima cuando los cultivos bacterianos se incuban alre-

dedor de 30°C (Tabla tres antecedentes) en consecuencia se determinó la ac-

tividad enzimatica de E. coli 9637 a diferentes temperaturas en medio luria

con 0.2% de AFA como inductor. Logró observarse, que la mayor actividad de

Penicilino Amidasa se presentó en aquellos cultivos que habían sido incuba-

dos a 28°C {Fig. 4.2).

Efecto de la Glucosa en la Producción de la Penicilino Amidasa

Se ha observado (11,24), que la glucosa y los polialcoholes en

general reprimen la producción de la penicilino amidasa en cepas de E_. coli.

Este hecho se verificó en el laboratorio creciendo células de E. coli 9637

en un medio rico con diferentes concentraciones de glucosa, 0.2% de ácido -

ESTA TESIS NO SALL
BE LA BIBLIOTECA
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fenilacético a 29gC y luego midiendo su actividad específica (Tabla 4.2). -

Observándose que 2 g/1- de glucosa son suficientes para bajar la producción

de la penicilino amidasa en las células de 13. col i.

Selección de una Cepa Productora de Penicilino Amidasa

Una vez optimizadas las condiciones de producción de la enzima,

en células de 13. coli (medio luria con 0.2% de ácido fenilacético, cultivan-

do a 28°C), se procedió a escoger la cepa que produjese mayor cantidad de -

enzima, de entre las cepas de E_. coli existentes en el laboratorio (9637^ -

9637B, 11105), Tabla 4.3), mostrando mayor actividad enzimática la cepa de

E_. coli ATCC 11105, por lo que se escogió para proseguir con la investiga—

ción.

Crecimiento de E. coli y Producción de la Penicilino Amidasa en Medio Luria

Para saber como se relacionaba la producción de la Penicilino -

Amidasa con el crecimiento de E_. coli, se crecieron cepas de I3_. coli 11105

en un medio luria con 2% p/V de ácido fenilacético a 29°C, en matraces

(Fig. 4.3).

Se midió la densidad óptica del cultivo y la actividad especí-

fica a través del tiempo.

En el experimento se observa que la curba de crecimiento del mi^

croorganismo es diauxica y que no existe producción de la enzima en las pri^

meras 2 horas que corresponde a la fase lag y exponencial de la curva, que

la producción de la enzima empieza en la fase exponencial y que ésta se ve

aumentada en la fase estacionaria de la curva de crecimiento.
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Efecto del cambio de la Temperatrua, adición de Inductor y Aereación en
la Producción de la Penicilino-flmidasa y en el Crecimiento de E. coli

Como se concluyó de los experimentos anteriores y se muestra -

en la literatura (23), la penicilino amidasa se produce en las fases expo-

nencial y estacionaria en el crecimiento de E. coli. Esto sucede aproxima^

damente después de las 4 horas de crecimiento. Este comportamiento se ob-

serva en la producción de metabolitos secundarios como es el caso de la —

penicilina, por lo que en la producción de ésta, se deja crecer el micelio

del Penicillium durante su fase lag y logarítmica, para luego hacer un cam

bio de temperatura a durante la fase estacionaria, óptima para la produc—

ción de la penicilina (57).

Otro hecho que se observa al crecer las células de E_. coli —

en medio luria con ácido fenilacético, es el bajo rendimiento celular, so-

bre todo si se considera que se está trabajando con un medio rico, al res-

pecto varios autores (28,31,4,11,9) han informado acerca del efecto tóxico

de ácido fenilacético, y específicamente para E_. coli 9637 (Szentirmai) —

informa que el ácido deberá añadirse en las primeras 5 horas de crecimien-

to del microorganismo. Otro factor que afecta la producción de la enzima

(8,23) es el de la aereación que a su vez afecta el rendimiento celular.

Así pues, con el objeto de observar el efecto de ácido fenila_

cetico una vez iniciado el crecimiento de las células de E_. coli, la impor

tancia de la aereación y el efecto de un cambio de temperatura de 37°C a

29°C durante las primeras horas de crecimiento en la producción de la e n —

zima y el rendimiento celular, se cultivaron células de E_. coli 11105

(Tabla 4.4) en matraces Erlenmeyer de 125 mi., con 25 y 50 mi dé medio —
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luria, a 37 y 29°C, a las 4 horas de crecimiento se añadió medio para com-

pletar 50 mi., ácido fenilacético para tener una concentración final del -

0.2% P/v, y se hizo el cambio de temperatura a 29°C.

En la Tabla se observa, como ya se había concluido, que tanto

la temperatura de 29QC como la presencia del ácido fenilacé"tico son deter-

minantes en la producción de la enzima, otro factor que cabe resaltar de

este experimento es la influencia de la baja aereación, ya que tanto á

29°C como a 37°C se produce mayor cantidad de enzima cuando se tiene un —

volumen inicial de 50 mi con ácido fenilacético que cuando se tienen 25 mi.

La producción de la enzima y el rendimiento celular se ven a3̂

terados si se añade el ácido fenilacético y se hace un cambio de tempera-

tura de 37° a 29°C a las 4 horas de crecimiento (experimentos 4 y 7).

El mayor rendimiento celular se obtiene cuando no se realiza -

un cambio de tempratura de 37 a 29°C a las cuatro horas de crecimiento y se

tiene un volumen inicial de 25 mi. Sin embargo, en estas condiciones, se

obtiene una baja producción de la enzima.

Efecto del Acido Glutamico en la Producción de la Penicilino-flmidasa y el

Crecimiento de E. coli

Okachi Misawa y Nara informan que para el cultivo de Kluyyera

citrophila en la producción de Penicilino-flmidasa, el añadir 2% P/V de áci

do glutamico en un medio rico aumenta los rendimientos celulares aun en -

presencia del ácido feniacetico, y ayuda a la produccion.de la enzima.

Con el objeto de verificar este comportamiento en la producción de penici_
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lino amidasa en E_. coli y así poder aumentar los rendimientos celulares,

se creció 13. coli 11105 (Tabla 4.5) en medio luria con 0.2% de ácido f e —

nilacético a 29°C y con concentraciones de ácido glutámico en % P/V de —

0 a 3, en agitación rotatoria por 24 horas. En la tabla se puede obser—

var que el ácido glutámico añadido al medio antes mencionado no incremen-

ta considerablemente el rendimiento celular ni la actividad enzimática en

ninguna de las cantidades añadidas.

Producción de Penicilino Amidasa en Células de E. coli en un Cultivo Lote

Re troal intentado

Con objeto de ver la producción de la enzima en células de —

E. coli 11105 en un cultivo reemplazado, pata su posterior producción en

cultivo continuo, se cultivaron células de E_. coli 11105 en un fermenta—

dor con 8 litros de medio luria con 0.2% P/V de ácido fenilacé"tico a tem-

peratura constante de 29°C, a las 24 horas de crecimiento se vació el cul

tivo dejando 500 mi para el inoculo y se añadió 7.5 1 de medio precalent¿

do a 29°C. Este paso se repitió once veces (Tabla 4.6) hasta completar -

329 horas de cultivo.

En el experimento se observa que la actividad enzimática se -

pierde cada dos y cuatro pases aú*n cuando se mantuvieron las mismas condi

cienes de temperatura, aereación, composición del medio de cultivo y pH -

inicial y final.

Presencia de un Plasffiide en Cepas de E_, coli que Producen Penicilino-flmi-

dasa

Como se observa en la sección anterior, la información para -



- 84 - • •

la producción de la Penicilin-fimidasa se pierde afcraves del tiempo después

de varios pases en el cultivo de células de 13. coli. Esto se puede deber

a que las condiciones ambientales en las' que se cultiva el microorganismo

no sean las adecuadas para ejercer una presión selectiva y se conserve así

la informaci6n que codifique para la enzima, ésto será mas o menos fácti—

ble si la información se encuentra en el cromosoma o en un plásmido.

Con el objeto de saber si las cepas de E_. coli (9637, 11105) -

que producen la Penicilino-Amidasa contenían un plá"smido que estuviera im-

plicado en la regulación de la producción de la enzima, se hizo un lisado

de células de 13. coli (9637 y 11105) y se corrió una electroforesis, como

se indica en Materiales y Métodos, SecciSn de Microbiología.

En la Figura 4.4, podemos observar que existe un plásmido de -

en ambas cepas.

Se tomo la cepa de E_. coli 11105, se mutó" para obtener una ce-

pa ÍS. coli 11105 Nal , y así tener un marcador cromosomal (ver Materiales

y Métodos), además de las resistencias a Kanamicina y Estreptomicina que -

presentaba la cepa.

Se trata de curar a la cepa del plásmido, por los métodos de

bromuro etídio, Kanamicina y SDS (Ver Materiales y Métodos) sin éxito.

Así pues, se transformaron células de 15. coli K 12 RR1, con el

DNA del plSsmido de la cepa 11105 (El DNA del plásmido fue proporcionado -

por el Dr. Francisco Bolívar), se seleccionaron tres cepas resistentes a
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Kanamicina, que creciesen en medio mínimo con NH Cl y ácido fenilacético,

se rectificaron marcadores para la cepa de 13. coli K 12 RR1, las cepas —

se crecieron en medio luria con 0.2% de ácido fenilacé"tico a 29°c y en —

medio mínimo con Nfí .Cl como fuente de nitrógeno y ácido fenilacético como

fuente de carbono, se midió actividad enzimática, resultando esta negati-

va, por lo cual es posible concluir que la información que codifica para

la síntesis de la Penicilino-ñmidasa no se encuentra en el plásmido, cuaii

do menos en su totalidad.

Producción de Penicilino-flmidasa y Crecimiento de E_. coli 11105 en otras

Fuentes de Carbono y Nitrógeno

Con el objeto de tener un medio más económico que el medio —

luria, para la producción de la Penicilino-Amidasa, se probaron otras

fuentes de carbono y nitrógeno. Como podemos ver en la Tabla 3 de Antece_

dentes y por los resultados obtenidos con el medio luria, una fuente tanto

de carbono como de nitrSgeno muy utilizada en general para cualquier micro_

organismo que produzca la enzima es el extraco de levadura, otra fuente —

reportada en patentes (7,12,13) para el crecimiento de Ê . coli y produc

ei6n de la enzima es el agua de cocimiento del maíz.

En el laboratorio se probS como otra opción de fuente de car—

bono la sacarosa, (Tabla 4.7) que en un medio mínimo junto con el NH Cl no

es aprovechada, tal parece que en la cepa de E. Coli 11105 existe cierta -

auxotrofía ya que no siempre se observa crecimiento en medio mínimos, ade-

más de que la masa celular para tales cantidades de azúcares es muy baja,

por otro lado parece ser que las condiciones de aereación en el crecimien-
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to de la cepa son determinantes ya que se necesitaron 24 horas con 25 mi -

de medio para que se observara crecimiento y se añadan los 25 mi. restan—

tes junto con el ácido fenilacético. Cuando se utiliza licor de cocimien-

to de maíz, no se observa crecimiento, además de que éste presenta demasía

dos salidos difíciles de aprovechar e interfieren en la cosecha de las cé-

lulas para su posterior inmovilización. En el caso del crecimiento del —

microorganismo y producción de la enzima con extracto de levadura, se o b —

serva que el microorganismo crece, y existe una actividad enzimática ade—

cuada, sin embargo parece que al aumentar la concentraci6n de extracto de -

levadura de 10 g/1 a 20 g/1 la actividad enzimática disminuye.

El Acido Fenilacé'tico como Fuente de Carbono e Inductor en el Crecimiento

de 13. col i y Producci6n de la Penicilino-flmidasa

Como sabemos para varios sistemas enzimSticos inducibles, el -

inductor de la enzima puede servir a su vez como substrato en el medio. —

Si observamos la actividad enzimática tenemos que ésta esencialmente hidrc_

liza amidas, además, BatcheloX (58) informan que una forma de seleccionar

microorganismos que produzcan la Penicilino Amidása, es crecer éstos en —

Penicilina, así la enzima hidrolizará a la penicilina en ácido 6-aminopeni^

cilSnieo y ácido fenilacé'tico el cual sirve como fuente de carbono. For—

mando así el gene que codifica para la Penicilino-Amidasa, parte de una —

vía metabSlica en dpnde se aprovechan compuestos del tipo de la penicilina

como nutrientes-.

En el laboratorio se crecieron cepas dé E_, col i 9637 que prodií

ce la enzima y E_, eOli K 12 (RRl) que no la. produce (Tabla 4.6) en NH Cl -
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i

como fuente de nitrógeno y diferentes concentraciones de ácido fenilacéti-

co (0.1, 0.2 y 0.4% P A ) como fuente de carbono a 29°C y 37°C.

Se puede observar que la cepa 9637 que tiene la enzima aprove-

cha el ácido" fenilacético como fuente de carbono, sin embargo, ésta utili-

zación se aprovecha tanto a 29°C como a 37°C y sabemos que la actividad —

enzimática a esta última temperatura es baja. En las cepas de E. coli RR1

se observa crecimiento a las 48 horas llegando a un óptimo de 0.3 unidades

de D.O. lo cual indica cierta utilización del AFA como fuente de carbono o

bien dicho crecimiento se deba a mutaciones espontáneas con dicha capaci—

dad. El crecimiento de E_. col i en ácido fenilacetico como fuente de carbo

no concuerda con lo informado por vojtisek y Slezak.

Se midió actividad enzimática específica en cepas crecidas en

este medio y se obtuvieron actividades que oscilaron entre 2 y 5 uM de —

6-APñ/mg de proteína en 30 minutos a 40°C.

Crecimiento de E. coli en Fenilacetamida

Como se muestra en experimentos anteriores las cepas de

E_. col i que contienen la enzima crecen perfectamente en ácido fenilacetico

como fuente de carbono y NH Cl como fuente de nitrógeno. Por otro lado —

Colé, Savidge y Vanderlaegle informan que la Penicilino-Amidasa muestra su

mayor afinidad por fenilacetamidas, además de la existencia de otros infor_

mes en las que se obtienen mutantes hiperproductoras de la enzima al crecer

cepas de E_. coli en hidroxifemilacetamida y HH Cl.



- 88 -

En el laboratorio se crecieron células de E_. coli 9637 en f e —

nilacetamida como única fuente de carbono y de nitrógeno (Tabla 4.9).

v Los resultados muestran que las células crecen en fenilacetami-

da a las 24 hrs. cuando han sido previamente cultivadas en ácido fenilacét¿

co como fuente de carbono o sea que para crecer en fenilacetamida como fueii

te de carbono y nitrógeno necesitan tener la enzima que hidrolise la unión

amida, y así obtener el ácido fenil acético y el amonio.

Se midió actividad enzimática siendo ésta de 5.5 uM de 6-APA/mg

de proteína en 30 minutos a 40°C. Las actividades enzimáticas encontradas

en las cepas de E_. coli 9637 crecida en ácido fenilacético y NH.C1 y en fe-

nilacetamida en experimentos posteriores son muy similares no aumentando la

actividad enzimática en células crecidas en fenilacetamida.

Crecimiento de E. coli y Producción de la Penicilino-Amidasa en Diferentes

aminoácidos como Fuentes de Nitrógeno

Por los experimentos anteriores parece claro que la fuente de -

carbono adecuada para la producción de la Penicilino-ñmidasa es el ácido —

fenilacético que a su vez sirve de inductor, y que el uso de medios ricos -

traen consigo algún tipo de represión por algún componente en el medio.

Por otro lado tenemos informes en las que se crece 12. coli (11) y Kluyvera

citrophila (8) en medios ricos con ácido glutámico para obtener mejores —

rendimientos celulares y producción de enzima e incluso que en el caso de -

Kluyvera citrophila ATCC 21285 (22) el glutamato es añadido como inductor -

en lugar del ácido fenilacético.
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Sabemos que el ácido glutamico es el aminoácido al cual llegan

arginina, histidina, glutamina y prolina después de reacciones de transami_

nación para colectar sus grupos amino, así el ácido glutamico por la gluta_

mato transaminasa es convertido a celoglutárico y entrar al ciclo de —

Krebs, y en este recorrido existe una regulación por nitrógeno.

Con el objeto de observar si la producción de la Penicilino- -

flmidasa estaba regulada por nitrógeno. Se creció la cepa de E_. coli en —

arginina, histidina, prolina y ácido glutamico como fuentes de nitrógeno -

en presencia de glucosa como fuente de carbono, (Tabla 4.10) obteniéndose

un crecimiento pasitivo, para las cepas crecidas en arginina, glutamico y

prolina. Luego se creció la cepa de E_. coli en arginina glutámicá, proli-

na y HH.C1 como fuentes de nitrógeno y en glucosa y ácido fenilacético como

fuentes de carbono y se midió actividad enzimática. (Tabla 4.11) se obser_

va que la mayor actividad se observa cuando la cepa crece en medio mínimo

con ácido fenilacético como fuente de carbono y HH.C1 como fuente de nitró_

geno por lo que parece no haber regulación por nitrógeno.

Efecto de la concentración de Fosfatos en el Crecimiento de E_. coli 9637

Con el objeto de tener un medio más económico para la produc—

ción de la Penicilino-ñmidasa y así poder llevar a cabo un escalamiento en

la producción de la enzima a nivel de planta piloto, se creció E_. coli 9637

en diferentes concentraciones de fosfato de potasio monobásico (1.4, 3.5,

7, 13.6 g/1) (ver Tabla 4.12), en un medio mínimo, con 2 g/1 de ácido fenil-

acético y 0.8 g/1 de HH Cl como fuente de nitrógeno, y se midió D.O. a 540 nm

y actividad expecífica a través del tiempo.
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El experimento se observa, que a las 23 horas de haberse ini-

ciado el experimento, solo han crecido aquellas células que se cultivan -

con 1.4 g/1 de fosfato de potasio monobásico, indicándonos esto, que una

concentración de fosfatos mayor de 1.4 g/1 en el medio de cultivo, en —

las condiciones dadas, retrasa el crecimiento de las células de E_. col i,

pero no afecta la producción de la enzima.

Crecimiento de E. coli y Producción de la Penicilino-flmidasa en Medio

Mínimo

Para saber en que forma se asocia la producción de Penicilino

Amidasa con el crecimiento de E_. coli cultivada en medio mínimo, se ere—

cieron cepas de E. coli 9637 en un medio mínimo con 2 g/1 de ácido fenil-

acético como fuente de carbono y 7 g/1 de NH Cl como fuente de nitrógeno,

en un fermentador de 14 1, con 10 1 de medio a 29I>C, con aereación y agi-

tación. Se midió crecimiento por densidad óptica a 540 nm. y actividad -

enzimatica específica a través del tiempo (Figura 4.5).

En el experimento se observa que la producción de la enzima -

en este medio está relacionado con el crecimiento del microorganismo.
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RESOLTADOS EN EL ÁREA DE INGENIERÍA ENZIMATICA
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RESULTADOS DE LA IHMOVIL.IZ ACIÓN EN COLÁGENA
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Inmovilización de Células de J3. coli con Actividad Enzimática de Penici-

lino Amidasa, en Membranas de Colágena curtidas y sin curtid con Glutaral-

dehido

Con el objeto de verificar lo informado por Vieth y Venkata—

subramanian (56), al respecto del aumento en estab ilidad de las membra-

nas de colágena con células inmovilizadas, al tratarlas con glutaraldehi-

do. Se inmovilizaron células de E. coli 9637 con actividad enzimática de

penicilino amidasa por el método descrito en metodología en ingeniería —

enzimática para inmovilizar células de 15. coli en colágena, unas de ellas

se curtieron con 0.5% de glutaraldehido mientras otras se dejaron sin cur

tir. En ambos casos se almacenaron a temperaturas de 4, 29 y 37°C,. y se

midió actividad enzimática a 45°C. (Tabla 5.1). Se calculó la vida m e —

dia del catalizador en las diferentes condiciones observándose que la vi-

da media es mayor en aquellas membranas que fueron curtidas., no observán-

dose ningún efecto por la temperatura de almacenamiento.

Efecto del Tiempo de Curtido sobre la Actividad Enzimática de la Penici—

lino Amidasa en Células de E_. coli inmovilizadas en Membranas de Colágena

Como se mencionó en antecedentes, la efectividad del curtido

con glutaraldehido en un catalizador (enzima-soporte) depende del tiempo

de contacto, concentración,'pH y temperatura en que se lleve a cabo el —

curtido, así, pu§s para obtener una resistencia adecuada del catalizador -

con una buena actividad enzimática, se curtieron membranas de colágena —

con células de E. coli con penicilina amidasa inmovilizadas a temperatura

ambiente con 0.5% de glutaraldehido durante 15, 30 y 45 minutos y se les

midió su actividad enzimática inicial (Tabla 5.2). Se observa que no exis
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te diferencia de actividad entre las membranas curtidas a los 15 y 30

minutos y que la actividad disminuye cuando el catalizador se deja cur-

tiendo durante 45 minutos.

Efecto de la Concentración de Glutaraldehido en la Actividad Enzimatica

de Penicilino Amidasa, unida a Células de E_. col i Inmovilizadas en Colá-

gena

Con el objeto de observar el efecto de la concentración de -

glutaraldehido sobre la estabilidad del catalizador células (penicilino

amidasa-colágena), se curtió éste con concentraciones de glutaraldehido

del 0.5, 1, 1.5 y 2% P/V, durante 30 minutos a temperatura ambiente, se

midió actividad enzimática inicial (Tabla 5.3) y se dejaron las membra—

ñas durante 13.2 días a 45°C, pH inicial de 8.0 con una concentración de

penicilina G-K de 18 g/1 midiéndose actividad enzimática cada 24 horas.

En estos experimentos se observa que la actividad enzimática en los cat¿

lizadores tratados con las diferentes concentraciones de glutaraldehido

es del mismo orden de magnitud siendo menor en el caso del curtido con -

glutaraldehido al 2% P/V, sin embargo la actividad enzimática retenida -

a través del tiempo es mayor en aquellas membranas curtidas con 2% P/V -

de glutaraldehido.

Capacidad de la Colágena para atrapar Células de E. coli con actividad -

Enzimática de Penicilino amidasa

Con él objeto de verificar la capacidad de atrapamiento de la

colágena en nuestro sistema, se inmovilizaron células de E_. col i en por—

centajes de 50, 42 y 33% (Células del total del catalizador). Se curtie-
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ron con 2% P/V de glutaraldehido durante 30 minutos a temperatura ambien-

te, y se mantuvieron en una mezcla de reacción durante 6 días a 45°C,

pH 8.0, tomándose muestras para determinar ácido 6-aminopenicilánico pro-

ducido cada 24 horas (Tabla 5.4). En la tabla se observa que hay una ma-

yor actividad para el catalizador al 33% que es el que contiene menor nu-

mero de células, aunque la diferencia en actividad con el catalizador de

42% de células es muy poca.

El catalizador con 50% de células resultó muy poco manejable

por lo que se desecho sin medirle actividad enzimática. Los resultados -

no concuerdan con lo informado por Vieth y Venkatasubramanian{56) ya que

ellos pueden inmovilizar hasta 5 gramos de células peso seco por gramo de

colágena.

Estabilidad de Aljnacenainiento dé la Penicilino flmidasa Unida a células -

de E_- coli inmovilizadas en Membranas de colágena

Con el objeto de observar la estabilidad de la penicilino ami_

dasa unido a células inmovilizadas en membranas de colágena se almaceno -

el catalizador, a las temperaturas de 4°C ambiente y 37°C durante 15 días,

1 y 3 meses y se les midió actividad inicial y después del tiempo de alma_

cenamiento (Tablas 5.5). Observándose que en cualquiera de las 3 condi—

clones, al mes de almacenamiento el catalizador solo mantiene de un 30 a

35% de su actividad inicial. Estas observaciones no concuerdan con lo -

informado por Vieth y Venkatasubamanian quiénes obtienen estabilidad de 1

año de las membranas almacenadas en frío.
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influencia del Flujo en la Producción del Acido 6~Aminopenicilanico en —

una Columna Continua

Como se mencionó en la sección de antecedentes los tamaños de

reactores utilizados en la producción del ácido 6~aminopenicilánico varían

en su capacidad desde 0.21 a 1000 1, encontrándose diferentes problemas -

en su manejo. Con el objeto de observar el comportamiento del cataliza—

dor colágena - células - penicilino amidasa en reactores, se empacó una -

columna con una capacidad de 52 mi, con catalizador y se corrió a 45°C y

pH inicial de 8. La concentrqción de penicilina fue de 20 g/1 y los flu-

jos oscilaron entre 5 - 5 0 ml/hn. Figura (5.1).

La mayor producción de 6-APA se obtuvo cuando se trabajó con

un flujo de 11,4 ml/hr. que es aproximadamente 0.25 del volumen de la —

columna.

Estabilidad pperacional de la Penicilino Amidasa Unida a células de E. coli

inmovilizadas en colágena en una columna .con Recirculación

Con el objeto de observar la estabilidad operacional de la pe-

nicilino amidasa en células de B. coli inmovilizadas en colágena, se empa-

co una columna de ;:80 mi de capacidad con el catalizador, y se operó a

45"C, pH 8.0 inicial, 7.50 g/1 de penicilina y un flujo de 45 - 60 ml/h. -

durante un mes, determinándose actividad enzimatica diariamente (Figura —

5.5), obteniéndose una vida media de 4 meses^

influencia del ffH en la producción del Acido 6-aminopenicilanico

Por los perfiles de pH antes presentados en este trabajo y por

los mencionados en antecedentes, sabemos que el pH óptimo para la activi--
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dad de la penicilino amidasa oscila entre 7.0 y 8.0. Con el objeto de ob-

servar la influencia en el control del pH en la producción del ácido, por

la penicilino amidasa unida a células de E_. coli inmovilizadas en coláge—

na, se realizo la reaccián de hidrólisis a un pH inicial de 8.0 con y sin

control, con diferentes concentraciones de penicilina, durante 6 horas de£

pues de este tiempo se midió la producci6n del acido 6-aminopenicilánico -

(Tabla 5.6), Se observa que la cantidad de ácido producida siempre es ma-

yor en la reacción en donde el pH ha sido controlado a.8 unidades no im—

portando la concentración de penicilina, y que la diferencia de producción

entre el sistema controlado y el no controlado es mayor a medida que se —

aumenta la concentración de penicilina en el sistema.

/ Perfil de Temperatura de la Penicilino flmidasa Unida a células de E. coli

inmovilizadas en Colágena

Otro de los parámetros que se ven modificados al inmovilizar -

las enzimas, es la temperatura óptima a la cual se realiza la reacción en-

zimatica. Para la penicilino amidasa proveniente de E_. coli se ha infor—

mado (ver Tabla 2.5, Sección de Antecedentes) una temperatura óptima de —

50-52, 30, y 37°C en el caso de la enzima soluble y 30, 50-55°C para la —

enzima unida a células de 12. coli.

En el laboratorio se realizó el perfil de temperatura para la

actividad enzimática de la penicilino amidasa unidas a células de E_. coli

(11105), y ésta inmovilizada en colágena en un rango de temperaturas -de —

30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60°C durante 30 min. (Figura 5.2). Obteniéndose

una temperatura óptima de 55°C para ambos sistemas.



- 98 -

Perfil de pH para la Penicilino Amidasa unida, a 'Células de E_. coli Inmo-

vilizadas en membranas de colágena

Al inmovilizarse las enzimas en un soporte, se obtiene un ca-

talizador modificado, por lo que las condiciones óptimas para que se rea—

lize la reacción enzimática también pueden verse modificadas.

Para la penicilino amidasa se ha informado que sus pH óptimos

para la reacción enzimática son de 7.5 y 8.2 para células intactas de — -

íL* coli Y 7.65, 7.8 y 8.2 para la enzima insoluble. (Ver Tabla 2.5 en An-

tecedentes) . En el laboratorio se realizo el perfil de pH para la penici-

lino amidasa unida a células de 13. coli ATCC 1105 y este mismo sistema in-

movilizado en colágena. (Figura 5.3). Se midió actividad enzimática en -

ambos sistemas en un rango de pH de 6.5 a 9.0, obteniéndose un pH óptimo -

de 8.5 para la penicilino amidasa unida a células de E. coli, y de 8.0 —

cuando ésta se inmoviliza en colágena.

Producción del Acido 6-Aminopenicilanico en una Columna empacada con Peni-

ilirio Amidasa Unida a Células Inmovilizadas en Colágena con Diferentes Con-

centraciones de substrato

Como se ha informado por varios autores (antecedentes Tabla 2.7)

las concentraciones de penicilina utilizadas en los diferentes reactores en̂

zimáticos en la producción del ácido 6-aminopenicilánico, varían de 10 a 50

g/1 en volúmenes de 0.021 a 1000 1. con conversiones en ellos del 80 al 100%.

Con el objeto de saber que rendimientos se obtenían en la pro-

ducción del ácido 6-aminopenicilánico, al hidrolizar la penicilina G, con -

la penicilino amidasa unida a células inmovilizadas en colágena y de obser-
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var el efecto de la concentración de la penicilina, en la reacción enzima^

tica; se empacó una columna con 13.2 g de catalizador y se circuló un vo-

lumen de 0.5 1., con concentraciones de penicilina de 5, 12 y 24 g/1 m'an-

teniendo un pH de 8.0 constante (Tabla 5.7 y Figura 5.4). En el experi—

mentó se observa que la concentración del substrato influye en la veloci-

dad de producción del 6-APA, ya que se obtienen 17.3 uM de 6-APA/ml cuan-

do se tienen 12 y 24 g/1 de penicilina en el sistema, solo que en 5 horas

en el caso de 12 gr/1 y en 10 horas para 25 g/1 y la velocidad inicial -

cuando se utilizan 12 g/1 de penicilina es de 3.36 uM 6-APA ml/h, mientras

que es de 1.98 para cuando se tienen 24 g/1 de penicilina. Otro hecho im-

portante es que no se llega al 100%~de conversión ni aún en el caso de te-

ner 5 g/1 de penicilina en el sistema.

Produdción del Acido 6-Aminopenicilanico en un Tanque Agitado y en una Co-

lumna con Recirculacig. Empacados con Penicilino Amidasa Unida a Células

inmovilizadas en Colágena

En general los reactor.es de elección para la utilización de —

enzimas inmovilizadas son columnas de flujo pistón, por su manejo, empaque

de los reactores, y las inhibiciones por producto que presentan las reaccio_

nes enzimáticas.

Con el objeto de elegir el reactor adecuado para la producción

del ácido 6-aminopenicilánico por la penicilina amidasa unida a células de

E. coli inmovilizadas en colágena, se empacaron dos reactores con el cata—

lizador. Uno correspondiente a un tanque agitado con 5 g de catalizador y

una columna con recirculación con 11.7 g de catalizador, ambos reactores —
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con 20 g/1 de penicilina-G-L y 500 mi de volumen a pH de 8 constante y 45°C

Tablas 5.8 y 5.9. •

En el tanque agitado se obtiene una conversión máxima del 42%

en 8 horas, en el cuarto experimento (32 horas de reacción) ya se ha perdi^

do el 30% de la actividad inicial además de que el catalizador no resiste

la agitación.

En la columna con recirculación también se obtiene el 41% de

conversión, sin embargo hay que considerar que este reactor contiene un —

poco más que el doble del catalizador que en el tanque agitado, así teñe—

mos que sin el tanque agitado obtenemos 2275 uM de 6-APA/g de catalizador

y solo 953 uM 6-APA/g de catalizador en la columna con recirculación. En

este reactor no se observa deterioro físico en el catalizador.
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RESULTADOS DE LA INMOVILIZACIÓN EN CARRAGENINA
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Efecto de la Concentración de Glutaraldehido en la Actividad Enzimática

de la Penicilino Amidasa Unida a células de E. coli Inmovilizadas en -

Carragenina

Como se menciona en antecedentes, el tratamiento de los sopo£

tes con glutaraldehido, les dá mayor resistencia, sin embargo su efectivi^

dad en matrices con enzimas o células inmovilizadas, dependerá del tiempo

de contacto, concentración, pH y temperatura en que se lleve a cabo el -r-

curtido. En el laboratorio se inmovilizó la penicilino amidasa unida a -

células de E. coli en carragenina por el método descrito por Tosa y cola_

boradores (53) variándose en éste la concentración de glutaraldehido uti-

lizada en el curtido, para obtener una actividad enzimática adecuada y —

una buena estabilidad en el catalizador. Así se curtió con 0.85 mM de —

etilen amina y concentraciones de glutaraldehido en un rango de 0.5 a 2%

P/V (Tabla 6.1), observándose que la actividad enzimática después de 30 -

minutos de reacción en cada uno de los catalizadores es del mismo orden -

de magnitud, se dejaron durante 24 horas en condiciones de reacción de hi^

drólisis y se determino la producción de 6-APA (Figura 6.1), observándose

que la mayor actividad corresponde al catalizador curtido con 2% P/V de -

glutaraldehido, y manteniéndose esta actividad durante una semana, mien—

tras que el catalizador curtido con 0.5 de glutaraldehido se destruye al

tercer día de prueba.

Capacidad de Atrapamiento de la carragenina de Penicilino Amidasa unida a

Células de E_. coli

Tosa y colaboradores informan que es posible inmovilizar 16 g

peso seco de células en 4 g peso seco de carragenina (53). Con el objeto
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de verificar e,sta capacidad de atrapamiento de la carragenina en nuestro

sistema, y probar su resistencia a la agitación, se inmovilizo la peni—

cilino amidasa unida a células de E. coli variando la relación carrageni_

na-células (peso seco) 1:1, 1:2 y 1:3, se curtió y se colocaron en buffer

de fosfatos 0.03 M pH de 8*0 a 29°C con agitación rotatoria de 120 rpm -

durante 24 horas (Tabla 6.2). Se observa que solo resiste la agitación

aquel catalizador que contiene el 50% de la relación carragenina-células,

aunque utilizando las tres relaciones se logra inmovilizar a las células

de E. coli con la actividad enzimática de la penicilino amidasa.

Estabilidad de Almacenamiento de la Penicilino .fimidasa Unidaá a Células de

ÍL* coli inmovilizadas en carragenina

Con el objeto de observar la estabilidad de almacenamiento de

la penicilino amidasa unida a células de E. coli inmovilizadas en carrage

nina, se almacenó el catalizador/ a las temperaturas de 4°C, ambiente y -

37°C, durante 15 días, 1 y 3 meses. Se les midió actividad enzimática aii

tes y después del almacenamiento (Tabla 6.3), observándose que el catali-

zador almacenado a 4°C mantiene el 100% de su actividad aún después de 4 •

meses de almacenamiento mientras que los almacenados a temperatura ambien^

te y 37°C solo mantiene un 70%.

Perfil de pH dé la Penicilino Amidasa unida a:Células de E_. coli Inmovili-

zadas en Carragenina

Así como la penicilino amidasa unida a células inmovilizadas -

en colágena, se realizó un perfil de pH, para observar si había algún cam-
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bio con respecto al pH óptimo para la penicilina amidasa unida a células

de E. coli y así operar los reactores enzimáticos, también se hizo un —

perfil de pH para el sistema inmovilizado en carragenina, en un rango de

6.5 a 9.0 (Figura 6.2). Observándose una meseta de actividad enziatática

óptima a 8.0 y 8.5 unidades de pH.

Perfil de Temperatura de la Penicilino ftmidasa Unida a Células de E. coli

Inmovilizadas en carragenina

Otro parámetro que: se midió una vez que se inmovilizó la peni.

cilino amidasa unida a células de E_. coli, al inmovilizarse en carrageni-

na, fue la temperatura óptima de reacción. Esto se hizo en un rango de -

temperaturas de 30 a 60°C durante 30 minutos (Figura 6.3). En el experi-

mento se observa una temperatura óptima de reacción de 55°C para la peni-

cilino amidasa unida a células de E. coli inmovilizadas en carragenina.

Producción del Acido 6-aininopenicilanico en un Tanque agitado con Penici-

lino amidasa unida a Células de E_. coli Inmovilizadas en Carragenina, con

Diferentes concentraciones de substrato

Una vez más se probó la penicilino amidasa unida a células de

13. coli pero ahora en carragenina, en función de diferentes concentracio-

nes de sustrato (10, 20, 30, 40 y 50 g/1 de penicilina-G-K) pH constante .

de 8.0 a 40*C y 10.95 g de catalizador (Tabla 6,4 y Fig. 6.4), para obser_

var los rendimientos y comportamientos del catalizador en un tanque agita

do como reactor.

En el eiqperimento se observa, que el aumento en la concentra-

ción de substrato no afecta la velocidad de reacción, y que la cantidad -
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de 6-APA que se obtiene es de 55 a 70 uM 6-APA, deteniéndose en este pun

to la reacci6n. Un problema que se observa, es que el catalizador se ve

afectado por la agitación en el sistema.

Producción del Acido 6-aminopenicilánico en una Columna con Recircula-

ción, con Penicilino Amidasa Unida a Células de E. coli Inmovilizadas en

carragenina

Otro reactor que se probó" en la producción del 6-APA con la

penicilino amidasa unida a células de 13. coli inmovilizadas en carrageni^

na fue el de una columna con recirculación. Para ello se montaron dos -

columnas, una con una capacidad de 180 mi, y otra con 1,100 mi, con 23 g

y 54 g de catalizador respectivamente, a 40°C, pH de 8.0 constante y con

centraciones de penicilina .que oscilaron entre 6 y.50 g/1. (Tablas 6.5,

6.6 y Figuras (6.5 y 6.6). En ambas columnas no se observa deterioro fí

sico del catalizador y la velocidad de reacción no disminuye al aumentar

la concentración de substrato. La velocidad de reacción y las conversio_

nes son mayores en la columna con 54 g de catalizador, aunque la reía

ción catalizador volumen es mayor en la segunda columna.
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RESULTADOS EN LA PLANTA PILOTO
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Resultados a Nivel de Planta Piloto

Durante el desarrollo de una tecnología existen dos etapas -

previas antes de llegar a un nivel de producción.

La primera a nivel laboratorio que consiste de una serie de

estudios mínimos que nos ayudan a definir el sistema en cuestión, encon-

trando los parámetros físicos y químicos que la rigen, para poder repro-

ducirlo y así llegar a optimizarla. La segunda etapa a un nivel de plan^

ta piloto en donde se reproduce el fenómeno estudiado en el laboratorio

en condiciones definidas pero a una escala mayor, este estudio nos per—

mite:

a) Confirmar los datos del laboratorio

b) Obtener datos para el diseño de la planta comercial

c) Posibilidad de diseñar procesos integrados del mismo proceso

d) Detectar limitaciones en el proceso debidas a impurezas en las

materias primas •

e) Contar con suficiente producto para hacer evaluaciones técnicas

y de mercado

f) Evaluar técnica y económicamente el proceso con riesgo mínimo

g) Obtener datos referentes al mantenimiento y seguridad del proce_

so

Es por esto que en el presente trabajo se presenta como obje-

tivo fundamental escalar cada una de las áreas que integran el proceso,

a un nivel de planta piloto.

A continuación presentare los estudios realizados en la plan_

ta piloto.
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Producción de la Penicilino Amidasa en células de E. coli a Nivel de --

Planta Piloto

La producción de la penicilino amidasa a nivel de planta pi-

loto se realizó en cepas de E_. coli ATCC 11105 nunca presentó problema -

para crecer en medios mínimos. Las condiciones de producción del micro-

organismo fueron las óptimas encontradas en el laboratorio, estas son:

cultivo del microorganismo en un medio mínimo con 2 g/1 de ácido fenil—

acético como fuente de carbono e inductor y 0.8 g/1 de NHCl como fuente

-de nitrógeno. Todas las materias primas que constituyen el medio fueron

grado industrial, el pH inicial fue de 7.4, a una temperatura de 28 - 29°C

y una aereación de IWM. La fermentación se hizo en tanque agitador con

un volumen de trabajo del 60% de la capacidad del tanque. El equipo fue

proporcionado por FERMIC, S.a. (compañía productora de antibióticos).

Se realizaron dos fermentaciones, la primera de 160 1, ya —

que en ésta podríamos observar si obteníamos los rendimientos celulares

y la actividad específica esperados, además de poder visualizar algún —

problema en la operación del fermentador antes de realizar la segunda —

fermentación de 3000 litros, en la que obtendríamos la cantidad de enzi-

ma necesaria para llevar a cabo la reacción de hidrólisis tanto con célu^

las inmovilizadas como con la enzima inmovilizada. .

En la primera fermentación se inoculo con 6.5 litros de cepa

crecida en medio mínimo, y cosechados recientemente. En esta primera —

fermentación la producción de la enzima fue muy similar a la producción

en el laboratorio. (Fig. 7.1). Durante las primeras 10 horas que se —
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pudo medir su producción esta estuvo asociada aX crecimiento, y la acti-

vidad específica final del lote fue de 3.67, que era la esperada. La —

masa celular obtenida fue de 1 Kg. peso húmedo que corresponden aproxima

damente a 160 g peso seco, obteniendo de esta forma un rendimiento celu-

lar de 1.06 g/1 después de centrifugar y considerando que la pérdida de

la masa celular fue de un 20 - 30%, podemos decir que aproximadamente se

obtuvieron 1.2 - 1.3 g/1 mientras que lo esperado eran 1.5 g/1. En la -

fermentación se observó que después de 20 horas de crecimiento empieza -

haber lisis celular por lo que la fermentación pudo haber sido detenida

en este tiempo, obteniendo así una masa celular mayor. Un problema que

se presentó fue la presencia de una gran cantidad de espuma, problema —

que se resolvió, introduciendo aire a cúpula y añadiendo antiespumante.

Se procedió a realizar la segunda fermentación en un tanque de 500 1 con

uní volumen de trabajo de 3000 1. El tanque se inoculó con 21 1. de la -

cepa crecida en el mismo medio mínimo utilizado en la fermentación. De

estos 21 1., 15 1. estuvieron refrigerados durante una semana y los 6 1.

restantes fueron cosechados recientemente. En esta segunda fermentación

el microorganismo comenzó a crecer después de 48 horas de haber inocula-

do el tanque, se reinocula el fermentador con 3840 g de ácido fenilacét¿

co y 1300 g de NH Cl a las 24 horas de haberse iniciado el crecimiento -

ya que por percances técnicos no se pudo cosechar a las 24 horas después

de haberse iniciado el crecimiento, cosechándose hasta las 96 horas des-

pués de haberse iniciado éste. La actividad específica de la enzima en

la célula de E_. coli crecidas en esta fermentación fue de 1.7. La masa

celular obtenida fue de 12 Kg. peso húmedo, que eran 2.4 Kg peso seco, ob

teniendo así un rendimiento celular de 0.8 g/1 después de centrifugar —
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una vez más si consideramos que en la operación de centrifugado se puede

de un 20 a un 30% de la masa celular, se obtuvieron en la fermentación -

0.96 - 1.04 g/1 de células que son el 64 - 69.33% de lo esperado. Los -

datos de esta segunda fermentación nos muestran, que hubo una fase lag -

muy prolongada, un rendimiento celular bajo y una menor producción de la

enzima. Con respecto a la fase lag tan prolongada podemos decir que es-

to se debió a: lo. La calidad del inoculo, ya que este estaba constó.—

tuído. por dos terceras partes de un inoculo viejo en el que probablemen-

te no había células viables, con respecto a este punto cabe mencionar —

que hubo una gran cantidad de espuma desde el inicio de la fermentación,

lo cual habla de^la presencia de proteína, y probablemente, esto se d e —

biera a células lasadas en el inoculo. 2o. La interrupción de la corrien

te eléctrica durante 78 minutos entre las 3.5 y 6 horas de la fermenta—

ción, en donde prácticamente no hubo ningún servicio, principalmente —

aire en el medio que en un volumen de 3000 1. presenta mayores problemas

por el oxígeno disponible. 3o. La agitación en el tanque, mientras que

en la primera fermentación ésta era de 320 rpm en la segunda fue de

120 rpm, esto disminuye la concentración de oxígeno disuelto.

Con respecto al bajo rendimiento celular, tal vez se halla -

debido a una lisis celular en el medio ya que el cultivo duró 96 horas -

con el microorganismo creciendo. La baja actividad enzimática pudo ser

consecuencia de todos los factores antes mencionados y ademas de que la

cantidad de ácido fenilacetio añadida al medio haya sido insuficiente ~

para inducir completamente al sistema.
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Comparando las dos fermentaciones antes descritas podemos —

decir, que es muy importante la calidad del inoculo y la concentración -

de oxígeno disuelto en el medio, y que la disminución en el rendimiento

celular y a la producción de la enzima no se debieron al cambio de esca-

la sino a problemas técnicos.

Inmovilización de la Penicilino Amidasa Unida a Células de E_. col i en -

Carragenina a Nivel de Planta Piloto

El soporte elegido para inmovilizar a la penicilino amidasa

unida a células de E. col i, a nivel de planta piloto fue la carragenina

a través de las condiciones óptimas de inmovilización encontradas en el

laboratorio.

Se eligió la inmovilización en carragenina sobre el uso de

la colágena porque:

a) La estabilidad de almacenamiento de la penicilino amidasa en -

las células inmovilizadas en carragenina es mayor, ya que —

mientras en esta se conserva el 100% de la actividad inicial -

' después de haber sido almacenada durante 4 meses a 4°C, la en-

zima en células inmovilizadas en colágena solo retiene el 30%

al ser almacenada ai las mismas condiciones.

b) La producción del ácido 6-aminopenicilánico es mayor cuando se

inmoviliza en carragenina que en colágena, así tenemos que en

el primero se obtienen hasta 113 mM de 6-APA/ml, mientras que

en el segundo solo se obtienen 18 mM 6-APA/ml.

La inmovilización se llevó a cabo utilizando recipientes —

mayores (vasos de precipitado, ver Sección de Materiales y Métodos en -
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Planta Piloto) para realizar el mezclado de carragenina con las células.

La actividad del catalizador obtenida en el laboratorio inmovilizando en

zima en células con una actividad específica de 2.22, fue de 579 uM de -

6-APñ/g de soporte, mientras que la obtenida en el catalizador producido

a nivel de planta piloto fue de 210 uM de 6-APA/g de soporte, inmovili—

zando enzima en células con una actividad de 1.1.

Si hacemos la relaci6n de la actividad de los dos catalizado^

res, encontramos que la actividad del catalizador producido en el labora

torio es de 2.75 veces mayor que lo del producido en la planta piloto, en

donde se inmovilizó enzima con 2.07 veces menor actividad. Por lo tanto

el catalizador producido a nivel de.planta piloto tiene menor actividad

que el catalizador producido en el laboratorio y esto se debió" sustancial

mente a la baja actividad específica encontrada en las células. Sin em—

bargo también hubo efectos de las condiciones de inmovilización y estos -

pudieron deberse al tiempo de mezclado a 50°C de la carragenina con las -

células, que fue mayor de 5 a 10 minutos por la cantidad manejada, además,

de los cambios' de temperatura sufridos durante el almacenamiento del cata

lizador sin curtir, ya, y a que hubo interrupción de la corriente eléctri-

ca y descomposición de los cuartos de temperatura, oscilando ésta en ellos

de 0°C a 18°C. Este conjunto de sucesos dio como consecuencia un catali-

zador con la mitad de actividad enzimática de la esperada.

Producción del 6-APA en un Reactor Enzimático a Nivel de Planta. Piloto

Para la producción del ácido 6-aminopenicilánico a nivel de -

planta piloto, se utilizó una columna baten con recirculación, con un vo-

lumen de operación de 20 1,- concentraciones de penicilina de 50 y 25 g/1
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pH controlado de 8.0, temperatura constante de 40°C, flujo de 140 a 600 -

ml/min y 1.3 Kg de catalizador (para mayor detalle acerca de las dimen

ciones y operación del reactor, ver Metodología de Planta Piloto en la —

sección de Metodología). Se eligió operar una columna con recirculación -

sobre un tanque agitado para la reacción de hidrólisis en la planta pilo-

to, ya que si bien es cierto que en el tanque agitado, a nivel labórate—

rio se obtuvieron un máximo de 5957 uM de 6-APA/g de soporte y en la c o —

lumna con recirculación 2940 uM 6-APñ/g de soporte, en esta ú"ltiitia no se

observa ningún inconveniente en su operación, mientras que en el tanque -

agitado se tuvo que cuidar la forma de cargar el tanque con el cataliza—

dor para que este no sufriera daño durante la reacción, siendo este un -

gran inconveniente para su escalamiento a un nivel mayor.

Las condiciones de temperatura y pH en la operación del reac-

tor fueron las óptimas encontradas en el laboratorio para lograr una bue-

na actividad enzimática y estabilidad tanto de la enzima como de los pro-

ductos y substrato que conforman la reacción. Se operó el reactor con 20

litros de volumen y 50 g/1 de penicilina ya que si la actividad del cata-

lizador a nivel laboratorio se hubiese conservado en la planta piloto y -

se guardara una relación directa entre volumen de operación y cantidad de

catalizador, para 20 1 con 50 g/1 de penicilina se hubiesen tenido que uti

lizar 766 g de catalizador para obtener cuando menos un 80% de conversión

pero la actividad del catalizador en la planta plito fue" de 2.75 veces me

ñor que la del laboratorio y se utilizaron 1.3 Kg de catalizador en un —

volumen de 20 litros con 50 g/1 de penicilina en las tres primeras corri-

das. En las 2 ultimas corridas se utilizaron 25 g/1 de penicilina ya que
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en los 3 experimentos anteriores con 50 g/1 de penicilina, se llega a una

conversión del 67%. Los flujos utilizados fueron los obtenidos con la —

bomba utilizada- Las dos primeras corridas se realizaron con un flujo —

variado para ver si se podía disminuir los problemas de inhibición por —

substrato y productos junto con el control de pH.

En las tres corridas realizadas con 50g/l de penicilina (Fi—

gura 7.2) se obtienen de un 60 a 67%, mientras que lo esperado era de un

80%, sin embargo al igual que en el laboratorio los problemas se presen—

taron cuando se tenían en el reactor alrededor de 80 uM/ml de 6-flPA. Otro

fenómeno presentado en el reactor en la planta piloto fue el de que la reac

ci6n alcanza un máximo de conversión y luego se inhibe totalmente. Si —

bien en las tres corridas se obtiene un rendimiento del 60%, el comporta-

miento de éstos através del tiempo es diferente, así tenemos que la velo-

cidad inicial de la primera corrida fue de 6.6 uM de 6-APfl/ml/hora mien—

tras que en las dos posteriores fue* de 11-12 uM de 6-APA ml/hora que es -

casi el doble de la primera. En la primera y tercera corrida hay una apa_

rente activación del soporte. Estos comportamientos no se deben al flujo

ya que solo en la tercera corrida el flujo es constante. Qui^á este com-

portamiento se deba a la teoría dada por Chibata (61); que es que una vez

puestos en operación los reactores con células inmovilizadas, éstas su

fren lísis a simples alteraciones en las membranas celulares, disminuyen-

do los problemas de difusión por quedar la enzima más disponible; así te-

nemos que en la primera.corrida después de ocho horas de reacción la c o —

lumna se activa, permanece mas o menos constante durante la segunda corri-

da, volviéndose a activar en la tercera corrida.
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Con respecto a los experimentos con 25 g/1 de penicilino

{Fig. 7.3) se observa que en la primera corrida la velocidad inicial es

<, de 17 uM de 6-APA/ml/hora y un 100% de conversión es mayor que las veloci_

dades obtenidas en los reactores operados con 50 g/1 de penicilina sin em

bargo, podemos decir que en éstos reactores hubiese inhibición por subs—

trato ya que en el segundo experimento con 25 g/1 de penicilina se obtie-

ne una velocidad inicial de 12.91 uM de 6-APA/ml/hora y solo se lleva a un

80% de conversión. Tal vez en este ultimo experimento se obtuvo tan baja

conversión y menor velocidad porque el lavado en el experimento anterior ~

no fue el adecuado o bien porque la columna estuviese perdiendo actividad.
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
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Como se menciono anteriormente los objetivos de este trabajo -

fueron:

1. Optimizar 3.a producción de la penicilino amidasa en cepas de

E.* col i a nivel laboratorio y su posterior escalamiento a nivel —

de planta piloto.

2. Optimización de la inmóvilizaci6n de la penicilino amidasa unida a

células de E_. col i a nivel laboratorio y su escalamiento en planta

piloto.

3. Optimización de las condiciones de operación de un reactor enzimS-

tico para la producción del ácido 6-amino penicilánico a partir de

la penicilina G, a nivel laboratorio y su posterior escalamiento -

a planta piloto.

Para cubrir el primer objetivo se planteó la siguiente estrate

gia; pasar la información genética que codifica para la síntesis de la pe-

nicilino amidasa de la cepa de E. coli (ATCC 11105 ó ATCC 9637) a una cepa

de IS. coli K-12, cepa de la cual se tiene mucha información acerca de su -

información genética en el cromosoma, lo cual favorecía su manejo en el —

laboratorio, a diferencia de la cepa silvestre de E_. coli que contenía la

información que codifica para la enzima, y así poder realizar un posible -

mejoramiento de la cepa a través de manipulaciones genéticas por metodolo-

gía en genética "clásica" o por el uso de técnicas de DBA recombinante y -

así sobreproducir la penicilino amidasa. La transferencia de la informa—

ción genética sería mediante una transducción con el fapo P de una cepa -

eu— .•
i (9637 o 11105)L ) que contuviese la información para la peni-

cilino amidasa, a una cepa de E. coli K-12 (RR1) leu pro vit. B,
•— x
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La forma de seleccionar aquella cepa que hubiese adquirido la

información para sintetizar la enzima, sería aquella que fuese capaz de —

crecer en un medio en ausencia de leucina, y presencia de N-fenilacetil-

L-leucina, ya que la enzima hidrolizaría el compuesto liberando al medio -

ácido fenilacético que se utilizaría como inductor y leucina que se aprove

charía para el crecimiento de la célula. Para ello se creo una cepa de —

E_. coli ATCC 9637 Leu através de un tratamiento con etilmetanosulfonato y

enriquecimiento con penicilina (ver Materiales y Métodos). Se optimizaron

las condiciones de propagación del fago P de cepas de E. coli ATCC 9673 -

y ATCC 11105 y se sintetizó el compuesto N-fenil~acetil-L-leucina (trabajo

realizado por el laboratorio y por el Q. Daniel Carranco). Desafortunada-

mente las cepas de E_. coli K-12 que no producen la penicilino amidasa h i —

drolizaron la N-fenilacetil-L-leucina pudiendo crecer en este compuesto —

como fuente de leucina por lo cual el método de selección de cepas con pe-

nicilino amidasa no funcionó. Así se ihviertieron mas esfuerzos en tratar

de obtener un método para seleccionar esta cepa, tales como uso de indica-

dores en el medio, y de sustratos que al ser hidrolizados diesen alguna —

coloración a las colonias bacterianas; todo ésto sin éxito; por lo que nos

avocamos a tratar de encontrar las condiciones óptimas de producción de la

enzima en las cepas de E_. coli silvestres que ya producían la enzima. En

este momento se había encontrado en el laboratorio que la temperatura ópti

ma de producción de la enzima era a 28°C, con una concentración de ácido -

fenilacético como inductor de 0.2% P/V y que no era factible el uso de me-

dios mínimos ya que la glucosa reprimía la síntesis de la enzima y tal pare_

cía ser el caso del glicerol y otros polialcoholes (11) lo que nos hacía —
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trabajar con un medio rico seleccionándose 'él medio Luria. En este medio,

se observa que la enzima se produce en la fase exponencial tardía y esta—

cionaria en el crecimiento del microorganismo, que es muy importante el —

cultivo en condiciones bajas de aereación ya que para matraces Erlenmeyer de

125 mi había que producir la enzima con 50 mi del medio. Sin embargo los

rendimientos celulares no eran mayores 'que 2 g por litro ni aun suplementan

do el medio con ácido glutámico; estos rendimientos resultan ser muy bajos

para un medio tan rico y costoso, razón por la cual este medio no es facti_

ble para su uso en producci6n. Se buscaron otras alternativas en medios -

ricos y más baratos como es el licor de maíz no logrando a crecer el micro

organismo, por la presencia de tanto sólidos y tal vez la cantidad de ácido

fenilacético presente en el medio. Se probó a la sacarosa como otra posi-

ble fuente de carbono ya que al ser hidrolizada y liberarse la fructosa y

glucosa la primera podía ser una fuente de carbono que no reprimiese la —

producción de la enzima y permitiera crecer al microorganismo; sin embargo,

Ssto no resultó ya que se necesitaban como mínimo 8 g por litro del disac£

rido, y la cepa (E_. coli ATCC 11105) no siempre crecía. Por los resulta—

dos antes obtenidos no se deshecho el uso de medio Luria y se decidió pro-

ducir la enzima en este medio en un cultivo retroalimentado, observándose

que la información para producir la enzima se va perdiendo de cada dos a -

cuatro pases hasta llegar a perderse totalmente. Este resultado nos habla

de dos posibilidades: a) que la información que codifica para la produc—

ción de la enzima se encontraba en un. plásmido que se segregaba fácilmente

o que las condiciones de crecimiento no ejercían una presión para que se

expresase la información aunque esta se encontrara en el cromosoma. Los -

estudios en el laboratorio mostraron que si bien es cierto que ambas cepas
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contienen un .piásmido, la información que codifica para la síntesis de la

enzima no se encuentra en Si. Trabajos realizados por Wagner (59) mues-

tran que la información se encuentra en el cromosoma.

Finalmente se optó por utilizar al inductor, el ácido fenila-

cé"tico, como fuente de carbono, en un medio mínimo con NH..C1 como fuente
4

de nitrógeno, encontrándose resultados positivos para el crecimiento c e —

lular ademas de mayor producción de la enzima que en un medio Luria. Tra

tando de encontrar mejores sustratos en él medio para una mayor produc

ción de la enzima, se proba la fenilacetamida (sintetizada en el labórate

rio por el Q. Daniel Carranco) como única fuente de carbono y nitrógeno;

también se probaron los aminoácidos, leucina, arginina, histidina, proli-

na y ácido glutámico como fuente de nitrógeno. Las cepas de I!, coli cre-

cieron en todos los sustratos antes mencionados, sin embargo, la produc—

ción de•la enzima no fuá mayor que la producida en un medio mínimo con —

ácido fenilacé'tico como fuente de carbono y NH Cl como fuente de nitróge-

no. Otro hallazgo importante en la utilización de medios mínimos fue el

hecho de.que las bacterias crecieron más lentamente en presencia de canti^

dades crecientes de fosfatos; y de que la producción de la enzima en este

medio está asociada al crecimiento celular.

De los resultados obtenidos podemor decir:

1. Del sistema que regula la producción de la enzima: a) que se —

trata, de un sistema inducible y que el inductor reconocido es el

ácido fenilacStico. b) Con respecto a la temperatura de produc-

ción de la enzima tal vez este pueda ser un mecanismo regulato—

rio a nivel de represor en donde este sea más afín al operador a

37*C. e) IA enzima no parece estar regulada por nitrógeno ya —
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que cuando la cepa de E_. coli se crece en otras fuentes de nitrcí

geno que no son NH Cl no se observa un aumento en su producción,

d) La síntesis enzimática se ve reprimida por la presencia de -

glucosa en el medio- Gaigand y Khadigashaikh (30 ) encuentran -

que ésta represi5n se anula cuando se añade al medio AMP y
c

Vojtisek y Slezak (24) proponen que esta represión es directa -

sobre las enzimas que degradan el ácido fenilacético y ésto en -

forma indirecta afectaría la síntesis de la penicilino amidasa.

Esta hipótesis se ve apoyada por experimentos en el laboratorio

que nos mostraron que cuando se crece la cepa de E. coli en un -

medio mínimo con glucosa y ácido fenilacético no se observa una

curva de crecimiento diauxica como debería de esperarse si se —

utilizaran las dos fuentes de carbono, así tendríamos que al ex-

presión de la penicilino amidasa no se ve afectada por cataboli-

to y que la fuente de carbono preferente para el crecimiento ce-

lular es la glucosa.

Esto a su vez nos habla de una enzima catabólica ya que en un

medio mínimo con ácido fenilacético como üniaa fuente de carbono la pro—

ducciSn de la enzima está asociada al crecimiento del microorganismo,

mientras que en un medio rico esta producción es en la fase exponencial -

tardía y estacionaria además de perderse en un cultivo retroaliemtnado.

2. Con respecto a la utilización del ácido fenilacéticoMcomo fuente

de carbono podemos decir que tal vez éste sea metabolizado por -

la vía de 3,4,hidroxifenilacetato descubierta por Cooper y Skiner

(60 ) (Fig. 8.1).

Curiosamente estos autores informan que esta vía se encuentra —

presente en ciertas cepas de E_. coli pero no en EL. coli K-12. —

En esta vía están envueltas ocho enzimas y tal parece que tres -

grupos de genes que lo regulan que son: a) los compuestos 3 y 4

hidroxifenilacético inducen a las enzimas 3 y 4 hidroxifenil hi-
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droxilasa. b) El 3,4,dihidroxifenilacetato induce a una 5,car-.

boximetil, hidroximuconico deshidrogenasa, una 5,carboximetil,

2-hidroximuconico descarboxilasa, una 2,hidroxihepta,2,4,dieno,

l,7,hidrolasa y una 4,hidroxi,2-cetopimelico liasa y c) un grupo

reguiador de la semialdehido deshidrogenasa asociada a NAD pre—

senté cuando se crece el microorganismo en 4,aminobutirato como

fuente de nitrógeno, ácido succínico cómo fuente de carbono y a

28°C. En nuestros estudios encontramos que las cepas de Ê . coli

K-12 que aparentemente no poseen la información que codifica para

la la producción de la penicilino amidasa no crecen en ácido fe-

nilacético como única fuente de carbono. Si observamos la vía -

metabolica propuesta, existe una gran participación del NñDH y -

del oxígeno y recordemos que Vojtisek y Slezak ( 21 ) informan —

que la penicilino amidasa no se produce en altas concentraciones

de oxígeno disuelto. Otro hallazgo en el laboratorio es de que

las células de -iE. coli crecen más rápidamente en bajas concentra^

ciones de KH PO , esta sal en un medio mínimo cumple la función

de crear un sistema buffer fuerte, pudiendo ésto estar relaciona

do con la disposición en el medio de protones, que favorezcan la

producción del NADH. Por estos hallazgos, es posible que el áci

do fenilacético sea metabolizado por esta vía, y por tanto la re_

gulación de la penicilino amidasa podría estar involucrada con -

la expresión de este conjunto de enzimas.

3. Para una producción óptima de la enzima en cepas de E_. coli, el

microorganismo deberá crecerse en un medio mínimo con 0.2% P/V -

de ácido fenilacético como inductor y fuente de carbono, con —

0.8 g/1 de NH.C1, bajas concentraciones de K HPO., en ausencia -

de glucosa. Las ventajas del uso de este medio sobre un medio -

rico son¿ a) el costo y b) la actividad específica obtenida, ya

que mientras en el primero se obtienen de 3 a 5 unidades como —

promedio en el segundo, se obtienen de 0.5 a 1.0 unidades, ade—

más de que en un medio rico la producción de la -enziüia se pierde

después de varios pasos.
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Para cubrir el segundo y tercer objetivo en el trabajo, se de_

cidió inicialmente, inmovilizar a la penicilino amidasa unida en células

de E_. coli en colágena. Las razones de la elección de esto como soporte

para inmovilizar en ella nuestro sistema fueron: a) disponibilidad en el

laboratorio; b) el método de inmovilización utilizada, ya que éste es á

través del atrapamiento celular que es la forma más adecuada de inmovili-

zar células, por la estabilidad de éstas en el soporte, c) las condiciones

de inmovilización de pH y temperatura no parecían afectar mayormente la —

estabilidad de la enzima y d) en el momento de iniciar el trabajo solo se

había informado de la inmovilización de células completas en colágena y —

pbliacrilamida.

Se optimizaron las condiciones de inmovilización para nuestro

sistema, encontrando que la estabilidad del catalizador es mayor si se

curte y este curtido debe hacerse con una concentración de glutaraldehido

del 2% p/v y -durante 30 minutos. La capacidad de atrapamiento de la colá-

gena fue de 0.'5 g peso seco células de E. coli con penicilina amidasa, por

1 g de colágena, cabe señalar que en_nuestro sistema la capacidad de atra-

pamiento es 10 veces menor que la informada por Vieth y Venkatasubramanian

( 56 ), esto tal vez se deba a que nosotros inmovilizamos las células húme-

das recién cosechadas o almacenadas en tolueno. La enzima pierde el 45% -

de su actividad inicial al ser inmovilizada y curtida en colágena. La en-

zima en las células inmovilizadas en colágena presenta una máxima activi—

dad a 55°C y pH de 8.0. La temperatura es la misma encontrada con la enzi^

ma en células libres, indicándonos que la inmovilización en colágena no la

confiere ni le resta estabilidad, por lo que la enzima no parece ser modi-

ficada durante la inmovilización. El pH óptimo en el sistema inmovilizado
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se ve un poco desplazado hacia la acidez, ya que la enzima en células

sin inmovilizar presentan un pH 6ptimo de 8.5, parece ser que en este caso

el microambiente afecta a la enzima y este es ácido ya que la inmoviliza—

ci6n se lleva a cabo a pH de 3.5 y 4. Habiendo protones en el ambiente.

ün punto importante en la reacción de hidrólisis es el mante-

ner el pH en 8 unidades ya que la conversión a 6-APA puede ser de un 30%

menor sino se controla.

Los reactores probados para realizar la reacción de hidrólisis

con la enzima en células de E_. coli inmovilizadas en colágena fueron un -

tanque agitado y una columna con recirculación. Estos reactores se eli—

gieron, primero porque en ellos se controla fácilmente el pH de la reac—

ción y segundo porque en la reacción de hidrólisis que cataliza la penici-

lino amidasa proveniente de E_. coli (específicamente en células de E. coli

ATCC 9637), se observa inhibición por la penicilina (Kg de 0.4 683 M) inhi^

bición competitiva por el ácido feniíacé'tico (Ki AFA de 1.1 x 10 M) e —

inhibición no competitiva por el 6-APA (Ki de 6/APA de 7.2 x 10 , datos -

obtenidos en el laboratorio' (62 ), así tenemos que el tanque agitado amin£

ra los problemas de inhibición por substrato ya que este, luego, luego es

convertido al producto o(s) deseados, mientras que para la inhibición por

producto se recomienda una columna continua; sin embargo, en este tipo de

reactor un grave problema que se.presenta es el control de pH, por la que

se optó por una columna con recirculación.

En el tanque agitado se obtiene- una productividad específica

de 284.38 uM de 6-APA/g de catalizador en 1 hora y un 42% de conversión -

con 20 g/l de penicilina, pero presenta el inconveniente de que se tienen
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que cubrir las propelas del tanque para que el catalizador no se dañe. En

la columna con recirculación se obtienen una productividad específica de -

119/25 uM 6-APA/g de catalizador por hora, y un 43% de conversión con

20 g/1 de penicilina, en este reactor no se daña el catalizador- Como se pue_

de observar no importa el tipo de reactor que se utilice, la conversi6n a

la que se llega es de un 43% con 20 g/1 de penicilina y este es el proble-

ma principal para la enzima inmovilizada en colágena, tal parece que la pe

nicilino amidasa se ve afectada por el pH en el que se encuentra inmovili-

zada y esto se palpa mejor en los experimentos de almacenamiento del cata-

lizador ya que éste no importa la temperatura en que se almacene (4°C,

37°C o ambiente) al mes pierde el 70% de su actividad inicial.

Así los bajos rendimientos y estabilidad de almacenamiento nos

llevaron a buscar otra matriz en donde inmovilizar las células de E. coli

con actividad enzimática de la penicilino amidasa. Así fue como se eligi6

a la carragenina como una segunda opci6n para nuestro sistema. Este sopoir

te se eligió por su disponibilidad en el comercio, b) el método de inmovi-

lización y c) las condiciones de inmovilización.

Después de optimizar las condiciones de inmovilización para —

nuestro sistema logramos atrapar 1 g de células de E_. coli (peso seco) en

1 g de carragenina, esta capacidad de atrapamiento es 4 veces menor que la

informada por Chibata (53 ), ya que él lograr inmovilizar 16 g de células

de E_. coli o enzima en 4 gramos de carragenina. Tal vez esto se deba al -

tiempo de mezclado de las células con la carragenina a 50°C, ya que en

nuestro caso se dan de 10 a 20 minutos suficientes para homogeniear la mez_
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cía, pero no más tiempo porque la enzima se vería afectada por el calor,

el curtido se hace con 2% P/V de glutaraldehido en 30 minutos, en estas

condiciones de inmovilización la enzima retiene de un 50 a 60% de su ácti

vidad y el catalizador resultante presenta una resistencia a una agita

ción rotatoria de 120 rpm por 24 horas a 29°C y se conserva el 100% de -

su actividad inicial después de 4 meses de almacenamiento a 4°C en KC1 —

0.3 M.

La enzima presenta una máxima actividad a un pH de 8.0 y a —

una temperatura de 55°C, estos valores son los mismos que para la enzima

en células libres * lo que muestra que la enzima no sufre ninguna modifica,

ción al inmovilizarse ni se ve afectada por el microambiente al estar en

el soporte. Los reactores utilizados para la reacción de hidrólisis con

carragenina fueron al igual que para colágena un tanque agitado y una c o —

lumna con recirculaeión. En ambos reactores no se observa que al aumentar

la concentración de substrato disminuya la velocidad inicial de la reac—

ción de substratro no influye en la velocidad de reacción en la cantidad -

de catalizador utilizado. Al igual que para colágena la productividad es_

pecífica fue mayor en el tanque agitado, siendo esta de 507 uM de 6-APA/g

de catalizador/hora, mientras que en la columna fue de 356.36. En el tari

que agitado el catalizador se daña por la agitación. Con respecto a la -

mejor productividad específica en el tanque agitado podemos decir que es-

to se debe a que en este reactor existen menores problemas de transferen-

cia de masa ya que en el sistema hubo agitación tanto por propela como —

por aire burbujeado haciendo un tanque perfectamente mezclado, seguramen-

te que también se aminora el problema de la inhibición por substrato, pero
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esto no fue determinante ya que tanto en los reactores por columna como en

el tanque el aumentar la concentración de substrato no afecta la velocidad

inicial de la reacción. En ambos reactores se llega a un máximo de produc_

ción y la reacción se detiene no hay mayor conversión aunque no se haya —

llegado al 100% de ésta, en este fenómeno está tanto el problema de la inhi^

bición por productos y esta depende básicamente de la actividad enzimática

específica del catalizador y a la cantidad de éste en el reactor.

La siguiente etapa en el proyecto fue escalar el proceso a ni-

vel de planta piloto, para ello se eligieron las condiciones óptimas encon_

tradas y desarrolladas en cada una de las áreas planteadas para llegar a -

este objetivo; así la producción de la enzima se realizó en una fermenta—

ción batch (de lote) en medio mínimo con 2 g/1 de APA como inductor y fueii

te de carbono y 0.8 g/1 de NH Cl como fuente de nitrógeno. La' reacción de

hidrólisis se realizó en una columna batch con recirculación, con penici—

lino amidasa en células de E_. coli inmovilizados en carragenina a pH de —

8.0 y temperatura de 40"C. En los experimentos en la planta piloto se ob-

serva: lo.) que las materias primas grado industrial utilizadas tanto en

la fermentación, producción del catalizador y reacción de hidrólisis no —

afectan el proceso, la ünica materia prima importante que no eran grado -

ce
industrial son el glutaraldehido y la etilenamina para el curtido del cata_

lizador, dato que habrá que rectificar con reactivos grado industrial ya -

que estos grado analítico son muy costosos.

2. Los resultados obtenidos en la planta piloto confirman el

trabajo realizados en el laboratorio, esto es: a) el crecimiento de la -

cepa de E. coli y producción de la enzima en un medio mínimo; fueron muy -
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similares a los obtenidos en el laboratorio, la actividad enzimatica espe

cífica obtenida fue de 3.67 y 1.1 mientras que las actividades obtenidas

en el laboratorio fueron de 3 a 5 unidades, los rendimientos celulares —

en la .planta piloto fueron del 80% de los obtenidos en este.

b) En la reacción de hidrólisis se observa que un problema -

fundamental es la inhibición por los productos, ya que al igual que en el

laboratorio la reacci6n se detiene después de alcanzar un máximo de con—

versión. Sin embargo, en el laboratorio se alcanza una productividad es-

pecífica dé 356.36 uM de 6-APA/g de catalizador/hora mientras que en la -

planta piloto ésta es de 174 uM de 6-ÁPA/g de cataliazador/hora, esto, co_

mo ya se mencionó anteriormente posiblemente se debió a que el cataliza—

dor utilizado tenía 2.75 veces menor actividad que el producido en el la-

boratorio. Durante operación del reactor no se observa que el cataliza—

dor sufra ningún daño por el flujo utilizado, ni contaminación, ni empaca_

miento.

3. Para el mejoramiento del proceso es necesario, determinar

la concentración óptima de oxígeno disuelto en el medio de cultivo, hacer

experimentos de estabilidad, de almacenamiento tanto de la enzima como de

la viabilidad de las células en el medio de cultivo a diferentes tempera-

turas, medir la productividad de la enzima, en catalizadores de diferen—

tes tamaños y cilindricos para evitar problemas de transferencia de masa

y dar un curtido más eficiente al catalizador. Probar la alternativa de

la utilización de un sistema de columnas, con diferentes tiempos de resi-

dencia, para aminorar los problemas de inhibición por producto. Con es—;
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tas modificaciones en el catalizador y en el reactor y la producción de -

6-APA obtenida se determinará la concentración de substrato con el que se

trabaje, ésta tendrá que ser aquella en la cual se obtenga un mínimo de -

20 g/1 dé 6-APA para lograr rendimientos y pureza adecuadas en el proceso

dé purificación del 6-APA, pero siempre considerando que esta concentra—

ción se logre con el mínimo de penicilina ya que ésta tiene aproximadameii

te un 66% de incidencia en el costo.del proceso.

4. Se encuentra que las limitaciones en el proceso fueron —

esencialmente de equipo disponible para experimentos de esta capacidad, -

principalmente en lo que respecta a la fabricación del catalizador. Se -

sugiere que ésto se lleve a cabo en una columna enchaquetada (Figura 8.2);

para mantener una temperatura de 45°C en donde se puedan mezclar las célu^

las con la suspensión de carragenina. Esta columna deberá tener en la

parte inferior unos orificios cilindricos de 0.5 cm o menores, unas cuchi^

lias giratorias para cortar el catalizador y un recipiente con enfriamieri

to (Salmuera) en donde se coloque el KC1 y se mantenga frío para recibir

el catalizador ya cortado. En la'parte superior de la columna se coloca-

rá un pistón que comprima la mezcla de células carragenina.

Para la fermentación son suficientes matraces de 1 litro, 1 -

tanque de 1Q litros y una de 100 litros para posteriormente pasar a tan-

ques mayores.

Por los problemas del control de pH e inhibición por substra-

tos y productos en la reacción de hidrólisis se recomienda un sistema de

columnas en donde se añada el substrato y se mantenga el pH entre columna
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y columna, estas columnas tendrán en su interior una entrada de aire para

fluidificar lo suficiente el sistema para que haya una mayor superficie -

de contacto sin causar problemas por la inhibición por producto.

Sin embargo este punto será totalmente aclarado Guando se mi-

dan e investiguen los parámetros cinéticos que rigen a la enzima en célu-

las innovilizadas elaborar la ecuación de velocidad para la hidrólisis en-

zimática de la penicilina, hacer cálculos teóricos en la ecuación para un

tanque agitado (considerando que el reactor utilizado en la planta piloto

tiene este comportamiento) rectificar si los resultados concuerdan con los

obtenidos en la planta piloto y hacer el cálculo teórico para las column-

nas en serie y hacer una comparación con el tanque agitado. Como antece-

dente cabe señalar que ya ha sido elaborada la ecuación de velocidad en -

la enzima en células de E_. col i en el laboratorio, con resultados muy cer_

canos a los obtenidos en el laboratorio (Figuras 8.3,8.4) '(62) ; esta ecua—

ciSn no es de la forma de Michaelis Menten, y la solución de una ecuación

ya sea la que describe el comportamiento de un tanque agitado o la de una

columna no resulta sencillo.

5. Las condiciones mínimas de seguridad requeridas en una —

planta piloto para la producción de.l 6-APA son:

a) En el área de la producción de la penicilino amidasa en -

cepas de E_. coli. Deberán estar comunicados los tanques

y la centrífuga en donde se cosechen las células, para —

una mejor esterilización y menor contaminación del recin-

to con cepas de E_. coli que contamina fácilmente y puede

perjudicar la salud de los operarios.
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b) Una planta de energía eléctrica propia ya que la interrup

ción de ésta en el proceso le daña considerablemente.

c) Una área específica para el proceso de separación y puri_

ficaci6n del 6-APA, con equipo adecuado para la utiliza-

ción de solventes.

6. El personal que opere la planta no necesita tener estu—

dios especializados y éste podrá obtener un adiestramiento previo/ y ten^

drá que ser dirigido por individuos que conozcan cada una de las áreas -

(microbio" lógos, químicos e ingenieros químicos).

7. Kn el proceso a nivel de la planta piloto se obtuvo sufi^

ciente ácido 6-aminopenicilánico como para poder realizar un estudio pre_

liminar de la viabilidad económica del proceso (Estudio realizado en el

laboratorio por el Ing. Enrique Galindo) tomando como bases: (63).

a) Catalizador: células de É_, coli inmovilizadas en carra-

genina

b) Escalamiento: a partir de los datos obtenidos de la —

planta piloto y algunos estudios del laboratorio.

c) Producción de 10 ton de 6-flPA al año

d) Los precios de las materias primas se concideran los uti^

lizados en la planta piloto .

e) Depreciación lineal a 10 años

f) Gastos financieros; 14% intereses sobre el 75% de la in-

versiSn fija.

g) Planta independiente para la producción del biocataliza-

dor que podrá elaborar hasta 850 Kg/año. Esto es 413% -

de los requerimientos de la planta de hidrólisis.
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En el estudio se observa que el proceso es económicamente -

viable y competitivo con los costos de la vía química tradicional ya que

el costo del Kg de 6-APA producido por vía enzimática es de S 1,544 p e —

sos, mientras que 1 Kg por la vía química es de $ 1,857.00.
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En conjunto los resultados obtenidos en la planta piloto nos

muestran:

1. Que el proceso elaborado en el laboratorio, para la producci5n -.

del ácido 6-aminopenicilánico por hidrólisis enzimatica de la —

penicilina-G, es técnicamente viable a nivel de producción. Su -

elaboración no implica instalaciones especiales ni personal espe_

cializado, su operación es simple, las materias primas requeri—

das están disponibles én el país;" y no necesita de una ubicación

en especial.

2. Que la producción del 6-APA por vía enzimática compite económica^

mente con el proceso químico para la producción del ácido, lo que

que lo convierte en una posible tecnología económicamente viable,

cabe señalar que ésta es totalmente factible de mejorar, ya que

el estudio económico se basó én los datos aportados por la plan-

ta piloto, y dicho experimento se realizó en instalaciones no —

destinadas para ello, por lo que el costo de muchos servicios y

materias primas así como el tiempo invertido para su elaboración

fueron altas.

3. Que la interacción de diferentes diciplinas unidas en un objeti-

vo común, es necesarioa para el desarrollo de diferentes proce—

sos. que puedan ser aplicados dando un beneficio a la sociedad.

4. Que el trabajó realizado en los centros de investigación, brinda

un apoyo fundamental para el desarrollo y mejoramiento de tecno-

logías propias, colaborando de esta forma con la independencia -

tecnológica necesaria para el progreso del país.
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TABLAS Y FIGURAS



- 135 -

FIGURA 3.1 ESQUEMA DE LOS REACTORES ENZIMATICOS UTILIZADOS EN EL LABORA
TORIO —

CONTROL DE pH

'KOH

CONTROL DE

TEMPERATURA

BOMBA
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TABLA 4.1 PRODUCCIÓN DE P.A. EN CÉLULAS DE E_. col i CRECIDAS EN DIFERENTES

MEDIOS DE CULTIVO

Medios de cultivo

M_ (glucosa)

M Cglicerol)

MM

Luria

Glutámico

Se creció E. coli

. . .Unidades

0.0 hrs.

29

29

29

20

20

9637 en medio

Klett

2.30

52

35

61

194

62

(60 min.)

hrs. -3.30

80

37 toda la
noche 197

115

luria durante toda

Actividad enzimática
uM 6-ñPA/mg Prot celu
lar en 2 hrs.

0.271

0.34

0.2

0.80709

0.271

la noche, se diluyo
el crecimiento 1:20 en los siguientes medios de cultivo (tiempo cero):
Mq con glucosa como fuente de carbono, M con glicerol como fuente de
carbono, medio luria y glutámico. Una vez alcanzadas 100 unidades —
Klett de crecimiento, se determinó actividad enzimatica y proteína por
los métodos descritos en metodología general y se calculo la actividad
específica.
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TABLA 4.2 ACTIVIDAD DE PENICILINO-AMIDASA EN CEPAS DE E. COli CRECIDAS

CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GLUCOSA

Concentraciones <3e Actividad
glucosa g/1 específica

2 0.21

1 0.92

0 0.835

" uM 6-APA/mgr Proteína en 2 horas a 37°C

Se creci6 E_. col i 9637, en un medio completo con ausencia de leucina
de Difco (Leucina Assay Médium), buffer NN, 0.2% P/V de ácido fenil-
acético, concentraciones de glucosa de 0, 1, y 2 g/1, a 29OC durante
toda la noche, se cosecho, midi6 actividad enzimática y proteína por
los métodos descritos en metodología general.
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TABLA 4.3 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PENICILINO-AMIDASA EN DIFERENTES CEPAS

DE E_., coli.

Cepa Actividad

específica

ATCC 9637 2.0

ATCC 9637B 4.7

ATCC 11105 6.2

Actividad en uM 6-APA/g proteína en 2 horas.

Se crecieron las cepas de E_. coli 9637, 9637B, 11105, en medio luria —
con 0.2% P/V de ácido fenilacético a 29°C durante toda la noche se c o —
secharon y se les midió actividad enzimStica y proteína como se descri-
be en materiales y métodos, las muestras se procesaron por duplicado —
presentándose el promedio de los resultados.
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TABLA 4.5 EFECTO DEL ACIDO GLUTAMICO EN LA PRODUCCIÓN DE

LA PENICILINO-AMIDASA Y EL CRECIMIENTO DE

E. coli

Acido glutámico
% PA

0

1

2

3

Actividad esp.*

1.05

0.99

1.24

1.8

Peso seco g/1

1.12

1.17

1.87

1.17

* Actividad esp. = uM 6-APA/mg-prot. en 30 min a 40°C

Las células de E_, coli 11105 se crecieron en 50 mi de me_
dio luria, 0.2% de ácido fenilacético y concentraciones -
de ácido glutámico en % P/V de 0, 1, 2 y 3. Con agita---
ci6n rotatoria, a 29°C durante toda la noce. El inoculo
consistió en 5 mi de células crecidas durante toda la no-
che en medio mínimo a 37°C con agitación; Una vez creci-
das las células se cosecharon, se midiS actividad enzimá-
tica, proteína y peso seco por los•métodos descritos en -
metodología general. Todos los experimentos fueron he-
chos por duplicado, en la tabla se muestra el promedio de
éstos.
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TABLA 4.S PRODUCCIÓN DE LA PENICILINO-AMIDñSA EN CÉLULAS DE E_. coli ~

CULTIVADAS EN UN CULTIVO EN LOTE PETROALIMENTADO

Tiempo de iniciada la fer_
mentación con adición de
medio fresco cada 24 hrs.

pH inicial pH final Actividad esp-
uM 6-APA/mg ~
Prot. 30' a40°C

24

70

94

118

142

166

233

257

281

205

329

• — - " * —

6.81

6.99

7.07

7.01

6.98,

7 . 0

7.07

6.99

7.01

7.05

—

8.32

7.96

8.30

8.53

8.49

8.61

8.52

8.47

8.49 .

8.35

1.15

0.68

0.73

0.56

0.37

0.47

0.45

0.25

0.26

0.13

0.07

Las células de E_. coli 11105 se cultivaron en un fermentador de 14 1.
con 8 litros de medio luria, 0.2% de ácido fenilacé'tico, 29°C, 300 rpm
luum de aereación. Cada 24 horas se vacía el cultivo, dejando 500 mi
de inoculo, y adicionando 7.5 1 de medio luria con ácido fenilacético.
Se determinó el pH inicial y final en cada lote, así como su activi—
dad enzimática y proteína con los métodos descritos en metodología —
general.
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.TABLA 4.8 EL ACIDO FENILACETICO COMO FUENTE DE CARBONO E INDUCTOR EN

EL CRECIMIENTO DE E_. coli V PRODUCCIÓN DE LA PENICILINO-

AMIDASA

CEPA

RR11

REÍ

RR1

REÍ

RR1

EE1

9637

9637

9637

9637

9637

9637

Se

% AFA

0.1

0.2

0.4

0.1

0.2

0.4'

0.1

0.2

0.4

0.1

0.2

0.4

crecieron las

Temperatura de
crecimiento

en °C

29

29

29

37

37

37

29

29

29

37

37

37

cepas de E. coli

Crecimiento en D.O
través del tiempo
0.0 hr.

0.72

0-05

0.06

0.07

0.06

0.06

0.07

0.12

0.022

0.08

0.03

0.042

9637 y RR1

3.5 hr.

0.06

0.04

0.05

0.06

0.05

0.05

0.06

0.1

0.02

0.075

0.025

0.04

K12 en 10

. (540)

23 hr

0.07

0.06

0.06

0.065

0.05

0-05

1.5

1.5

0.16

1.5

0.95

0.8

mi. de

a

48

0.

0.

0.

0.

0.

0.

hr

2

16

01

27

2

2

medio
mínimo con NH Cl como fuente de nitrógeno y concentraciones de —
ácido fenilacetico de 0.1, 0.2, 0.4% P/V como fuente de carbono a -
29 y 37°C, con agitación rotatoria, en matraces nefelomíStricos de -
125 mi. Se midió densidad óptica a 540 um a los 3.5, 23 y 48 horas.
El inoculo provino de una dilución 1; 20 de células de E_. coll ere—
cidas en medio mínimo con glucosa y NH Cl crecidas a 37°C, durante
24 horas.
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TABLA 4.9 CRECIMIENTO DE E. coli EN FENILACETAMIDA

Fuente de carbono D.O a 540 nm.

en el inoculo o horas 24 horas

AFA 0.00 1.0

Glucosa 0.1 0.1

Sé crecieron cepas de E_. coli ATCC 9637 y RR1 en un medio mínimo con lg/1
de glucosa, y lg/1 de AFA durante toda la noche, se tomaron 5 mi se lava-
ron y se crecieron en 20 mi de un medio mínimo con fenilacetamida como —
único puente de carbono y nitrógeno. Se midi6 D.O a 540 nm.
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TABLA 4.10 CRECIMIENTO DE E_. col i CON ACTIVIDAD ENZIMATICA

DE PENICILINO-AMIDASA, EN DIFERENTES AMINOÁCIDOS

COMO PUENTE DE NITRÓGENO

Fuente ele nitrógeno D.O. (550 mm.) A través del tiempo
0 hrs. 23 hrs. 45 hrs.

0.13 " 0.08Leucma

Arginina

Acido glutámico

Histidina

Prolina

0.23

0.21

0.19

0.12

0.20

0.1

1.2

0.6 0.34

La cepa E. coli 9637 se cultivó en 10 mi. de medio mínimo
con 2 g/1 de glucosa como fuente de carbono y 2 g/1 de —
cada aminoácido, en matraces nefelomé'trieos de 125 mi, a
37°C con agitación rotatoria.

El inoculo provino de una dilución 1:20 de un cultivo cre_
cido durante toda la noche en medio mínimo con glucosa y
HH^Cl como fuentes de carbono y nitrógeno.



- 147 -

TABLA 4.11 PRODUCCIÓN DE PENICILINO-AMIDASA EN DI-

FERENTES AMINOÁCIDOS COMO PUENTE DE —

CARBONO

Fuente de nitrógeno Fuente de carbono

Actividad específica

AFA Glucosa

NH Cl 1.98* 0.33

Prolina . 1.47 0.91

Arginina 1.51 0.67

Acido glutámico 1.28 0.71

* Actividad específica = uM 6-APA/rag proteína —
30 min 40 °C

Se crecieron cepas de E_. coli 9637 en 10 mi de me
dio mínimo con 1 g/1 de glucosa 6 1 g/1 de ácido
fenilacético y 2 g/1 de las diferentes fuentes de
nitrógeno (ácido glutámico, prolina, arginina) y
0.8 g/1 de NH Cl, en matraces nefelontétrieos de -
125 ral, a 29°C con afitación rotatoria. El inócu.
lo provino de una dilución 1:20 de un cultivo —
crecido durante toda la noche a 37°C en medio mí-
nimo con NH Cl y glucosa como fuentes de nitróge-
no y de caroono.

Las cepas se crecieron durante 24 horas, se cen—
trifugaron, se determina actividad enzimática y -
proteína como se describe en metodología general.
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TABLA 4.12 EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE FOSFATOS EN LA PRODUCCIÓN

• DE E. coli 9637

Concentración de D.O. (540.nm) Actividad específica*
KH PO g/1 0 hrs. 17 hrs. 23 hrs. 23 hrs. 39 hrs.

1.97 3.341.4

3 . 5

7 . 0

13.6

0.15

0.15

0.15

0.15

0.49

0.16

0.15

0.16

0.77

0.18

0.17

0.16

* Actividad específica = uM 6-APA/mg de proteína en 30 min. a 40°C

Se crecieron cepas de 33. coli 9637 en matraces Erlenmeyer de —
125 mi. con 50 mi de medio mínimo, 2 g/1 de ácido fenilacético co-
mo fuente de carbono, 8 g/1 de KH Cl como fuente de nitrógeno, con
centraciones de KH PO en g/1 de 1.4, 3.5, 7.0 y 13.6, a 29°C, —
con agitación rotatorxa. El inoculo provino de cepas crecidas en
el mismo medio con 13.6 g/1 de KH PO a 29°C. Se tomaron 5 mi de
muestra, se les midió D.O. a 540, se centrifugaron y se les deter-
minó actividad enzimática y proteína como se describe en metodolo-
gía general. El experimento se hizo por duplicado, mostrándose el
promedio de los resultados.



FIGURA 4.1 PRODUCCIÓN DE PENICILINO AMIDASA EN CÉLULAS DE E_. coli
CRECIDAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACIDO FENIL
ACÉTICO

1.5

0.5

0.1 0.2 0.3 % A F A

células de la cepa de E. coli 9637 se crecieron en un medio luria
a 28°C con concentraciones de ácido fenilacético de 0, 0 .1 , 0.2,
0.25, 0.3, 0.35% P/V. {El inoculo provino de una dilución de las
bacterias crecidas en el mismo medio a 37°C) una vez crecidas las
células se consecraron, se les midió actividad enzimática y proteí
na por los métodos descritos en metodología general.



FIGURA 4 , 2 PRODUCCIÓN DE PENIClLINO AMIDASA EN CELUUlS DE E. COl i

CRECÍPAS A nlFERENTES TBMPEEATUIWS

IB 30
a0 Temperatura C

procedió a cosechar, medir actividad eníimStica y protelna por
a métodos descritos en metodología general.
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FIGURA 4.3 PRODUCCIÓN DE PENICILINO AMIDASA EN CELULflS DE E. coli
CRECIDAS EN MEDIO RICO

1.4

1.3

1.2

l.l
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0.2

0.1

60 120 180 240 300 360 420 480

TIEMPO EN HORAS

Se creci6 la cepa de E_. col i 11105 en medio lur ia con 0.2% P/V de aci_
do fenilacético a 29"c con agitación, en matraces Eclenroeyer de
250 mi. con 100 mi, Se medio.

El inoculo provino de la misma cepa crecida en las mismas condiciones
durante toda la noche.

Se muestren, y se determino D.O. a 540 nm y actividad enzimática esp£
cífica por la metodología descr i ta en materiales y métodos.

El experimento completo se real izó por t r ip l icado, obteniéndose en —
cada uno de e l los resultados s imilares .
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ÍTGURA 4 . 4 PEÍESENCIñ DE UN PLASMIDO EN CEPAS DE E . c o l i PRODUCTORA DE
PENICII.INO ñMXDASA

n^r <'
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FlGTOft 4 . 5 PRODUCCIÓN DE LA HKCXUIIO «HXDaSA EN CSLUU.S DE B-

CRECIDAS EN.MEDIO MÍNIMO

coli

0 t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12
• tiempo en horas

Se crecieron cepas de E. col i en un ferjnentador de 14 1. con 10 1. 3e me-
dio mínimo con O.2% de ácido fumilacético como fuente de carbono y 0.89/1
de NH^Cl como fuente de nitrógeno a 29°C con agitación y aireación. Se -
muestreo cada hora durante 12 horas y se determinó actividad enzimática -
específica y D.O a 540 nía.



- 154 -

TABLA 5.1 INFLUENCIA DEL CURTIDO CON GLUTAKALDEHIDO EN
LA ESTABILIDAD DE MEMBB&HAS BE COLAGEHA CON
CÉLULAS INHOVIUl&ftDAS E_. coli CON ACTIVIDAD
DE PENICILINO AMIDASA.

Temperatura de Vida media en días de membranas de
almacenamiento colágena con células de E. coli

°C
Sin curtir con Curtidas con
glutaraldehido glutaraldehido

4 28 40

29 23.9 40

37 19.5 40

Se inmovilizo penicilina amidasa unida a células de -
E. coli en colágena, como se describe en Materiales y
Métodos en la Secci6n de Ingeniería Enzimática. Una -
parte del catalizador, se curtió con 0.5% de glutaral-
dehido durante 15 minutos, y la parte restante se dej6
sin curtir. Se pesaron 0.1 g y se colocaron en tubos
de ensaye con 5 mi de buffer de fosfatos 0.03M pH 8,0.
Se realizó la reacci6n de hidrólisis de la penicilina-
G-K a 45°C con 18 g/1 de penicilina, durante 8 horas -
después de las cuales se determinó el 6-APA producido,
se lavó el catalizador y se almacenó a temperaturas de
4, 29 y 37°C, durante toda la noche. Esta rutina se -
realizó durante 50 días al cabo de las cuales se cal cu
lo la vida media del catalizador.
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TABLA 5.2 EFECTO DEL TIEMPO DE CURTIDO CON GLUTARALDEHIDO
SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PENICILIMO
AMIDASA EN CÉLULAS DE E. col i INMOVILIZADAS EN
COLÁGENA

Tiempo de curtido
en minutos

Actividad enzimática incial*

15

30

45

161.5

161.5

145.0

Actividad enzimática expresada como uM de 6-APA/g de ca-

talizador durante 1 hora a 40°C, pH 8.0 sin agitaci6n.

Se pesaron 0.1 g de catalizador, y s e curtieron con glu-
taraldehido al 0.5% P/V a temperatura ambiente, durante
15, 30 y 45 minutos, se lavaron las membranas con agua -
destilada, y se colocaron con 5 mi. de buffer de fosfa—
tos 0.03M pH 8.0, se añadió penicilina-G potásica (18 9/1)
y se dejó reaccionado durante 1 hora a 40°C sin agita
ci6n. Se tomaron 0.2 mi. de muestra y se añadi6 la can-
tidas de Scido 6-aminopenicilánico.



- 156 -

TABLA 5.3 EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE GLUTARALDEHIDO SOBEE'
LA ACTIVIDAD ENZIMATIGA DE LA PENICILINO AMIDASA .
UNIDA A CÉLULAS DE E_. col! INMOVILIZADAS EN COLAGE_
KA

Concentración de Actividad
glutaraldehido enzimatica

% P/V inicial

% de Actividad enzimática
retenida a través del

tiempo (días)**

2

1.5

1.0

0.5

268

251

357

304

5.6 7.3 8.3 12.3 13.2

75 66 66 66 66

64 49 49 56 50

60 49 49 49 45

68 57 57 56 52

* Actividad enzimática expresada como uM de 6-APA/g de sopor

te en 1 hora a 45°C, pH 8.0, 18 g/1 de penicilina G-K.

La actividad enzimática se midió cada 24 horas, y las con-

diciones de reacción fueron las antes mencionadas, cada 24

horas se cambiaba la mezcla de reacción.

Se tomaron 0.09 ;- 0.1 g de membrana y se curtieron con con-
centraciones de glutaraldehido de 0.5, 1, 1.5 y 2% P/V» —
durante 30 minutos se lavaron con agua destilada y se coló
carón en 5 mi de buffer de fosfatos 0.03 B pH de 8 con —
18 g/1 de penicilina G-K, a 45*C a la hora se tomaron 0.7
mi. de muestra y se midió la producción del ácido 6-amino-
penicilánico por el método descrito en metodología general.
Las muestras se dejaron reaccionando durante 13 días tomári
dose muestras cada 24 horas y cambiando la mezcla de reac-
ción. Los experimentos se realizaron con controles de mem
branas en ausencia de penicilina, y la mezcla de reacción
sin membranas, se trataron de la misma forma, que las mue£
tras, no detectándose formación del ácido 6-aminopenicilá-
nico.
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TABLA 5.4 CAPACIDAD DE LA COLÁGENA PARA ATRAPAR CÉLULAS

DE E_. coli COH ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PENl-

CILIHO AMIDASA

Relación en peso seco Actividad enzimática* a través
células/catalizador, (%) del tiempo (días)

33 918 1070 948 815 867

42 844 1008 929 797 853

* Actividad enzimática - uM de 6-APA/g de soporte en —
24 h a 45°C

Se inmovilizo y curtió penicilino amidasa unida a célu
las de E. coli en colágena como se describe en Materia
les y Métodos en la sección de Ingeniería Enzimática,
variando la relación de células con respecto al catali
zador (colágena-células-penicilino amidasa), en un 33%
42% y 50%. Se pesaron 0.1 g d̂ e cada catalizador, y se
colocaron en tubos de ensaye con 5 mi. de buffer de —
fosfatos 0.03M pH 8,0. Se realizo la reacción de h i —
drólisis de la penicilina-G-K, a temperatura de 45°C -
con 18g/l de penicilina. Se.determino el 6-APA. produ-
cido en 24 horas durante 8 días. El catalizador se -
lavo cada 24 horas con agua destilada.

Las determinaciones se hicieron por duplicado.
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TABLA 5.5 ESTABILIDAD DE ALM&CEK&MIHUTO DE LA PENICILINO AMIDñSA
DNIDA A CÉLULAS DE E. coli INMOVILIZADAS EH COLÁGENA

Temperatura de
almacenamiento

4°C

Temperatura ambiente

37°C

% de actividad enzimática**

15

99

75

79

través

días

.5

del tiempo

1 mes

35.7

33.4

29.4

retenida a

3 meses

31.6

34.5

22.7

* Almacenamiento de membranas secas

** Actividad medida a temperatura 40°C, pH 8 en 30 min.

Se pesaron 0.15 g de catalizador y se pusieron en 15 mi de buffer
de fosfatos 0.03 M pH 8 en un matraz Erlenmeyer de 125 mi. y se -
midió producción del ácido 6-aminopenicilánico por el método des-
crito en metodología general, a 40°C. Con una concentración de -
penicilina G-K de 1.8 g/1 con agitación rotatoria durante 30 minu-
tos, se lavo con agua destilada y se almaceno a temperaturas de -
4, 37°C y temperatura ambiente, volviéndose a medir la actividad
enzimática a los 15 días. 1 y 3 meses desechándose las muestras —
después de cada determinación. Todas las determinaciones se rea-
lizaron por duplicado mostrándose en la tabla el promedio de los
resultados.
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TftHLft 5.6 MSFLOENCIA DEL J>H EN IA PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMINO PENICI-
LANICO

Producción de 6-APA Producción de 6-APfi 2 - 1
mM de sin control de pH con control de pH uM de 6-APA

Penicilina G-K (en uM) (en uM)

25 319 372 53

50 206 328 122

100 . . 367 • • 502 135

200 192.5 341.3 149

Sé prepararon lotes de 0.5 g de catalizador (Enzima unida a células iri
movilizadas en colágena) y se colocaron en matraces Erlenmeyer de
125 mi con 25 mi de buffet de fosfatos 0.03M, pH 8.0 y concentraciones
de penicilina de 25, 50, 100 y 200 mM, con agitación magnética a tempe_
ratura de 45°C, se tomo muestra cada hora y se midió la producción de
acido 6-amino penicilánico, como se menciona en Metodología General en
Materiales y Métodos, y pH, ajustándose éste a 8 unidades con sosa —
0.1 M. a un grupo de matraces. El experimento.se realizo por duplica-
do mostrándose en la tabla el promedio después de 6 horas de reacción
y corrigiendo el volumen final por la adición de sosa.
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TABLA 5.7 PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-ñMINOPEKICILANICO EN UNA COLUMNA EMPA-
CADA COH PENICILINO AMIDASA UNIDA A CÉLULAS INMOVILIZADAS EN
COLÁGENA CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SUBSTRATO

Concentración de Tiempo
Penicilina-G-K g/1 en hrs.

Producción % de conversión Velocidad
6-APA de 6-APA inicial
(uM/ml) (uM 6-APA/

ml/hr.

5

12

24
control

5

5

10

9.695

17.3

17.27

72

53,7

26.8
0 . 0

2.44

3.36

1.98

Se empacó una columna- de 1.6 cm de diámetro interno, 40 cm de altura y
40 mi de volumen, con 13.2 g de catalizador (peso seco), penicilinoamida-
sa unida a células inmovilizadas en colágena). Cortando en cuadros de —
1 cm x 1 en. Se llevo a cabo la reacción de hidrólisis a un pH constante
de 8, con 0.5 1 de volumen, concentraciones de penicilina de 5, 12 y 24 -
g/1. Se tomo una muestra por duplicado durante cada hora, y se midió pro
ducción de ácido 6-aminopenicillínico como se describe en Metodología Gene-
ral en la sección de Materiales y Métodos. Se calculó el % de conversión
con respecto a la penicilina en el reactor. El control consistió en una
solución de penicilina sin catalizador, y el catalizador en buffer en au-
sencia de penicilina. En la Tabla se muestra el promedio de cada una de
las corridas con diferente concentración de penicilina realizada por tri-
plicado.
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TABLA 5.8 PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO EN UN TANQUE
AGITADO, EMPACADO CON PENICILINO AMIDASA UNIDO A CELU_
LAS DE E. coli INMOVILIZADAS EN COLÁGENA

No. de
experimento

1

2

3

4

uM 6-APA en
el reactor
en 8 hrs

11375

10200

9380

8210

% Conversión
relativa

100

89.6

82.0

71.2

% Conversión
de 6-APA

42

38

35

31

En un recipiente de 1.1. se empacó con 5 g de penicilino amida_
sa unida a células de E_. coli inmovilizadas en colágena por el
método descrito en Materiales y Métodos en la Sección de Inge-
niería Enzimatica. Se realizó la reacción de hidrólisis de la
penicilina-G-K para la producción de ácido 6-aminopeniciláni-
co, con un volumen de 500 mi de.buffer de fosfatos con una cori
centración de penicilina de 20 g/1 a un pH constante de 8.0, y
una temperatura de 45°C con agitación magnética. La reacción
duró ocho horas tomándose muestras por duplicado durante cada

hora, para la determinación del 6-APA. En la tabla se mués
tras el promedio de las determinaciones. Después de cada exps_
rimento se descargó el reactor y se lavó el catalizador con -
agua destilada.
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TABLA 5.9 PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO EN UNA COLUMNA COK
RECTRCOLACION EMPACADA CON PENIC1LINO AMIDASA UNIDA A CELU-
las de E. coli INMOVILIZADAS EN MEMBRANAS DE COLÁGENA

Tiempo en hrs,No. de
experimento

1

2

uM 6-APA
en el reactor

8385

11150

% conversión

30.5

41.4

Una columna de farmacia modelo R-25 -26 con 2.5 cm de diámetro interno
longitud de 400 cm., se empaco con 11.7 g de penicilino amidasa unida a
células de E_. coli inmovilizadas en colágena como se describe en Mate—
ríales y Métodos sn la Sección de Ingeniería enaimática. Se realizo la
reacción de hidrólisis en buffer de fosfatos 0.03 M a pH de 8 constante/
en un volumen de 500 mi, de los cuales 180 se encontraban en la columna
y el resto en un recipiente.conectado a esta, ambos a tempratura de
45°C. Se tomaron muestras por duplicado durante cada hora para la d e —
terminación del 6-APA producido. En la tabla se muestra el promedio de
las determinaciones. Después de cada experimento se descarga el reac—
tor y se lava el catalizador.



FIGURA 5.1 INFLUENCIA DEL FLUJO EN LA PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMINO
PENICILRNlCO EN ÜNñ COLUMBA CON RECIRCULACION, CON PENI_
NICILIHC AMIDñSA UNIDA A CÉLULAS INMOVILIZADAS EN COLÁ-
GENA

15

10

10 20 30 40 50 Flujo ml/h

Se inmovilizó y se curtió, penicilino amidasa unida a células de
E. coli en colágena, por el método descrito en Materiales y Méto_
dos, en la sección de Ingeniería Enzimática. Se pesaron 6 g del
catalizador y se introdujeron, enrollados, en una columna de vi-
drio con 5 cm de diámetro interno y 30 cm de largo. Se realizó -
la reacción de hidrólisis de la penicilina-G-K, a 45°C, con pH -
inicial de-8.0. en buffer de fosfatos 0.03M, una concentración de
penicilina- de 20 g/1, volumen de 52 mi y flujos de 5, 11.4,
21.6 y 48.4 ml/h., durante 38 horas como máximo. Se muestreo dii
rante cada hora para determinar la cantidad de 6-APA producida -
por la metodología descrita en Metodología General. La reacción
se paró una-vez que la producción de 6-APA comenzó a descender -
En la figura se muestra la producción máxima alcanzada.
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FIGUKfl 5.2 PERFIL DE TEMPERATURA PñEfl Lñ PENICILINO JIMIDASS UNIDA ft
CELÓLAS DE E. colí INMOVILIZADAS EN COLÁGENA

O-Sistema en Colágena

• Células libres

35 40 45 50 60 Temperatura *C

Se creoieron células de £. coli 11105 en 61. de medio luria, se cosecha-
ron y SG resuspendieron en 100 rol de solución salina fisiológica, de es-
ta solución se tomaron 1.5 Wl y se llovó a un volumen de 5 mi con baífer
•Je fosfato 0.03 M, pH 8.0 o« matraces Erlewneyer de 50 mi. Se inmovili-
zo y curtid penicilino amidosa unida a células de E_¡_ col i 11105 orí colEvge
PA, como so menciona en Materiales y Métodos en la SecciSn de Ingeniería
EnzimStica, se posaron 0.15 g del soporte seco y se colocaron en matio—
eos Erlenmeyec de 135 mi con 15 mi de buffor de fosfatos 0.03 M pH 8.0.

Tanto para las células sin inmovilizar como para las ironovi.1 izadas se Eea
lizó la reacción de hidrólisis con 18 g/1 de penicílina-G/K, aqitaciSn -
rotatoria de 100 rpm y teropraturas de 30, 35, 40, &0, 55 y 6O"C en SO —
min. Se determinS e-RPA. El euperimento se realizó por duplicado, mos-
trándose en la figura el promedio de estos.
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FIGURA 5.3 PERFIL DE pH PARA Lñ PENICILIWO AMIDASfi UNIDA A CÉLULAS DE
E. coli INMOVILIZADAS EN COLÁGENA

1.5

OCélulas Inmovilizadas en coiáciena
•Células libres

0.5 ..

6.0 7.0 8.0 8.5 9.0

Se crecieron células de E. coli en 6 1. de medio Luria, se cosecharon y
resuspendieron en 100 mi de solución salina fisiológica. De esta solu-
ción se tomaron 1.5 mi y se llevó a un volumen de 5 mi con buffer de —
fosfatos 0.03 M en un rango de pH de 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, y 9.0 en.
matraces Erlenmeyer de 50 mi. Se inmovilizo y curtió penicilino amida-
sa unida a células de E_. coli 11105 en colágena, como se menciona en Ma_
teriales y Métodos en la Sección de Ingeniería Enzimática. Se^pesaron
0.15 g de soporte seco y se colocaron en matraces Erlenmeyer de 125 mi
con 15 mi de buffer de fosfatos 0.03 M con un rango de pH de 6.5, 7.0,
7.5, 8.0, 8.5, 9. Para amobs sistemas se llevó a cabo la reacción de -.
hidrólisis con 18 G/l de penicilina-G-K, agitación rotatoria de 100 rpm,
temperatura de 40°C en 30 min. Se determinó la cantidad de 6-APA produ_
cido. El experimento se realizó por duplicado, mostrándose en la figu-
-ra el promedio.
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TABLA 6.1 EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE GLUTARALDEHIDO EN
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PEKICILINO AMIDfiSA
UNIDA A CÉLULAS DE E¿_ coli INMOVILIZADAS EN
CARRAGENINA

Concentración de Actividad enzimática
glutaraldehido % P/V de P. A.*

2.0 378

1.5 470

1.0 478

0.5 439

* Actividad expresada como uM de 6-APA/g de soporte en 30
minutos a 40°C.

Se inmovilizó la penicilino amidasa unida a células de -
E_. col i como se describe en Materiales y Métodos en la —
Sección de Ingeniería enzimática, el catalizador se cortó
en cuadros de aproximadamente 0.5 c m x 0.5 cm. y se cur—
tieron variando la concentración de glutaraldehido en 0.5,
1.0, 1.5, y 2% P/v, se lavaron con KC1 0.3M hasta obtener
una solución de lavado transparente. Se colocaron trozos
de catalizador pesados, en matraces Erlenmeyer de 125 mi
y se realizó la reacción de hidrólisis en 15 mi de buffer
de fosfatos 0.03 M a pH de 8.0 inicial, 40°C, con agita—
ción rotatoria de 100 rpm y 8 g/1 de penicilina-G-K, du-
rante 30 minutos* Se determinó la producción de 6-APA. -
El experimento se realizó por duplicado mostrándose en la
tabla el promedió de los resultados.

.i \
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TABLA 6.2 RESISTENCIA A LA AGITACIÓN DE LA CARRAGENINA CON CE-
LULAS DE E. coli CON ACTIVIDAD DE PENICILINO AMIDñSA

Relación en peso seco
células/catalizador

Resistencia a
la agitación

50%

66%

75%

Se inmovilizaron células de E_. coli con actividad enzimática
de penicilino amidasa, y se curtió como se describe en Materia
les y Métodos en la Sección de Ingeniería Enzimá€ica. En la -
inmovilización se varió la relación células en peso seco y ca-
talizador en un 50, 66 y 75%. Una vez curtido el catalizador
se lavó y se colocó en matraces Erlenmeyer con 20 mi de buffer
de fosfato, 0.03 M pH 8.0, en agitación rotatoria de 120 rpm -
durante 24 horas. El experimento se realizó por duplicado.
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TABLA 6.3 ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DE LA PENICILINO
AMIDASA UNIDA A CÉLULAS DE E_. coli INMOVILIZA-
DAS EN CAKRAGENINA

Temperatura de Actividad Enzimática retenida
almacenamiento (°C) a través del tiempo

4

temperatura

37

ambiente

15 días

100

100

100

• 1 mes

100

85

100

4 meses

100

70

69

Se pesaron lotes de 0.7 g (peso húmedo) de catalizador y
se colocaron en matraces Erlenmeyer de 125 mi con 15 mi
de buffer de fosfatos 0.03 M pH de 8.0. La reacción de
hidrólisis se realizó a 40°C, con 18 g/1 de penicilina -
G-K y una agitación rotatoria de 100 rpm durante 30 minu_
tos. Se determinó la producción del 6-APA. Se lavó el
catalizador con KC1 0.3 M y se almaceno a temperatura de
4, 37°C y ambiente (en KC1 .3 M ) ; volviendo a realizarse
la reacción a los 15 días 1 y 3 meses, desechándose la -
muestra en cada determinación. Todo el experimento se -
realizó por duplicado mostrándose en la tabla el prome—
dio de las determinaciones.
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TABLA 6.4 PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-ñMIN0PENICILANIC0 EN UN TANQUE AGI_
TADO, CON PENICILINO AMIDASA UNIDA A CÉLULAS DE E. coli
INMOVILIZADAS EN CAERAGENINA, CON DIFERENTES CONCENTRACIO
NES DE SUBSTRATO.

Penicilina (g/1) Tiempo (Hrs) Conversión (%) Velocidad

uH 6-APA/ml hr.

10 5

20 8.5

30 10.25

40 10

50 11.75

Se inmovilizó y curtió penicilino amidasa unida a células de E_. coli
en carragenina como se describe en Materiales y Métodos en la Sección
de Ingeniería Enzimática. Se pesaron 10.95 g (peso seco) de catali-
zador y se colocaron en un termentador de 1.51 de capacidad. Se rea_
lizó la reacción de hidrólisis en 1 litro de buffer de fosfatos
0.03 M, pH 8.0 constante, temperatura de 40°C, agitación de 320 rpm
y concentraciones de penicilina de 10, 20, y 50 g/1. Se midió el —
6-APA producido como se describe en metodología general, cada 30 mi-
nutos, hasta obtner la máxima cantidad de 6-flPA producida momento en
que se paró la reacción y se lavó el catalizador con KC1 0.3 M.

97

97

67

65

58

. 8

.7

.53

(10)

(20)

(30)

(40)

(50)

6.14

6 . 8

7 . 4

7.12

7 . 7
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TABLA 6.5 PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO EN UNA CO
LUMNA CON RECIRCULACION, CON PENICILINO AMID&SA —
UNIDA A CÉLULAS DE E_. COli INMOVILIZADAS EN CARRA-
GENINA

Penicilina (g/1) Tiempo (Hrs) Conversión (%)

6 4 97.7

12 6.5 85

24 7.5 54.6

48 • 9.5 47.7

Se inmovilizó y curtió penicilino amidasa unida a células de
13. coli en carragenina, como se describe en Materiales y Mé-
todos en la Sección de Ingeniería Enziíaática. Se pesaron -
23 g de catalizador (peso seco), se empacó una columna de far
macia modelo R 25/26, de 2.5 cm de diámetro interno, longi—
tud de 40 cm. 10 mi de capacidad. Se realizó la reacción de
hidrólisis de la penicilina~G-K, con 500 mi de buffer de fos_
fato's 0.03 M, pH. 8.0 constante, 40°C y concentraciones de pe_
nicilina de 6, 12, 24, y 48 g/1. Se determinó la producción
del 6-APA como se describe en metodología general, por dupl¿
cado cada 30 minutos hasta obtener la máxima producción de -
'6-APA. El catalizador se lavó con KC1 0.3 M después de cada
experimento-
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TABLA 6.6 PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO EN UNA CO-
LUMNA CON RECIRCULACION, CON PENICILINO AMIDASA —
UNIDA A CÉLULAS DE E_. Coli INMOVILIZADAS EN CARRAGE
NINA

Penicilina (g/1) Tiempo [Hrs) Conversión (%)
de 6-AFA

10

20

30

50

Se inmovilizó y curtió penicilino amidasa unida a células de -
E_. coli en carragenina, como se desoribe en Materiales y Méto-
dos en la Sección de Ingeniería Enzimática. Se pesaron 53.9 g
de catalizador (peso seco), y se empacó en una columna de v i —
drio con 5 cm. de diámetro y 67 cm de largo con una capacidad
de 1.1001. Se realizo la reacción de hidrólisis en 1.4 1 de
buffer de fosfatos 0.03 M pH de S.O constante, 40°C y concen—
traciones de penicilina de 10, 20, 30 y 50.g/1. Se determinó
la producción de 6-APA por la metodología descrita en Metolo—
gía General, por duplicado ca'da 30 minutos, hasta obtener la -
máxima producción de 6-APA. El catalizador se lavó con KC1 —
0.3 M después de cada experimento.

1 .

3 .

6

9 .

5

5

25

99

90

86

83

.7

. 8



174 -

FIGURA 6.1 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIÓN DE GLUTARALDEHIDO EN LA
PENICILINOAMIDASA UNIDA A CÉLULAS DE E_. col X INMOVILIZA-
DAS EN CARRAGENINA

100

f: 75
o
<t

>
t-
" 50

0.5 1,0 |,5

GLUTARALDEH1D0 (% p/v)

2.0

Se inmovilizo penicilino amidasa unida a células de E. coli en-caxrage-
nina. Para el curtido se utilizaron concentraciones de glutaraldehido
de 0.5, 1.0, 1.5 y 2% P/V/ se lavo con KC1 0.3 M hasta que la solución
de lavado fuese transparente. Se realizó la reacción de hidrólisis de
la penicilina-G-K, en matraces Erlenmeyer de 125 mi con 15 mi de buffer
de fosfato 0.03 M pH 8.0 inicial, con agitación de penicilina de 18 g/1,
después de tres horas de reacción se determino la cantidad de 6-APA pro_
ducida por el método descrito en Materiales y Métodos en Metodología —
General. El experimento se realizó por duplicado mostrándose en la fi-
gura el promedio de los resultados.
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FIGURA 6.2 PERFIL DE pH DE LA PENICILINO MUDABA UNIDA A CELTJLfiS DE

E. coli INMOVILIZADAS EN CARR&GEHINA
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Se inmovilizo y se curtió penicilino amidasa unida a células de E_. coli
en carragenina, como se describe en Materiales y Métodos en la Sección
de ingeniería Enzimática- Se pesaron aproximadamente 0.54 g del catali_
zador (peso húmedo) y se colocaron en matraces Erlenmeyer de 125 mi con
15 mi de fcmffer de fosfatos 0.03 M pH de 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 y 9.0.
Se realizó la reacción de hidrólisis de la penicilina-G-K, con 18 g/1 -
de penicilina a 40°C y agitación rotatoria de 100 rpm, durante 30 minu-
tos y se determinó la producción de 6-APA. El experimento se realizo -
por duplicado, en la figura se muestra el promedio de los resultados.
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FIGUKA 6.3 PEBFIL DE IBHPERATURft DE LA PENICILINO AMIDASA UNIDA A CELU

LAS DE E. COÜ INMOVILIZADAS EN CARRAGEHINA
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Se inmovilizó y curtió penicilino amidasa unida a células de E_. col i en -
carragenina, como se describe en Materiales y Métodos en la Sección de —
Ingeniería enzimática. Se pesaron aproximadamente 0.7 g (peso húmedo) —
del catalizador y se colocó en matraces Erlenmeyer de 135 mi con 15 mi de
buffer de fosfato 0.03 M pH de 8.0. Se realizó la reacción de hidrólisis
de la penicilina -rG-K, con 18 g/1 de penicilina, agitación rotatoria de
100 rpm, y temperatura de 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60°C durante 30 minu—
tos. Se determinó la producción de 6-APA. El experimento se realizó por
duplicado, en la figura se muestra el promedio de los resultados.
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FIGURA 6.5 PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMINOPBNICILANICO EN UNA COLUMNA CON
RECIRCULACION, CON PENICILINO AMIDASA UNIDA A CÉLULAS DE —
E. coli INMOVILIZADAS EN CARRAGENINA
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FIGURA 6.6 PRODUCCIÓN DEL ACIDO 6-AMINOPENICILANICO EN UNA COLUMNA CON
RECIRCULACION, CON PEWICILINO AMIDASA UNIDA A CÉLULAS DE —
E. coli INMOVILIZADAS EN CARRAGENINA
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FICTO* 7.1 PRODUCCIÓN DE PESICILDiO M1IMS» EN CEUJLRS VE E. co l l EN

0.1

Figura 7 . 1 . Se Crecieron cepas de E. cu l i , MCC 9637, en un fomentador
Se 250 i . con 160 I- de wedío mínimo con 1.4 g ele íoufato da potasio mo-
$obS«lco, 2 g/1 ele acidci CenilacStico «uso fuente a o carbono a inductor
y 0-8 g/1 3e RB4C1 copo fuente de nitrógeno (ver Apéndice de medio de —
cultivo) a 27"- 29"C,con una aeiaac±6n do 1 WM. Ge inoeulS con 6.SI de
B. ep l l A'TCC 9637 croaidas en e l toísna sedlo de cultivo durante toda la
noche. Se muestreS cada dos horas durante 24 lloras y se determinó o.O a
¡¡550 na. y actividad aspeclfica (durante l w prinerae 10 horas y al fi—
nal de la fcnsenWcion.



- J.B1

JISJMfc 7-2 PKHX1CCIOH DS 6"*» W* "» «E*CK)R CTzlKMICO EB PLftMTA
- PILO»

50

6 . 6

flujo «•*!*&!• «otro 1 « «l/*in y fcoo *I/»in
Flujo wodtant* de 600 «1/BÍH.

Figuras 7.2 y 7.3.Se innewUliS panicilino mnldasa unida a c6luUs de —
Z, coll RtCC 9637, en c&ctagoaina y oa curt iS. Se pesaron i®rintiiEaa»jaeEî
te 1.3 Kg idtel ca ta l iudor y B« ei»p«c6 UOA eolumn» d« Pharroacia de ¡0 l i -
tro» de capacidad (vot Metodología en Planta piloto) . Se realifcS la reac_
olSn de hldréliaia co» 25 y 50 g/1 i e panieillna, y COÍI un flajo variable
gtio cxsilí entre 140 ml/oin. y 600 mi/min, S« tomaron muestras aáci hora,
y so hicieron daterminacionna poe d5;v,llc«3o do 6-AP,\_ La operación del -
reactor »o dotuwo cmnflíi no bul» sayos prodiwcife tia 6-ftPft.
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FIGURA 8:2 EQUIPO PARA INMOVILIZAR CÉLULAS DE E_. coli
EH CARRAGENINA

TANQUE DE MEZCLADO
COK CHAQUETA

CUCHILLA
PARA CORTAR

PISTÓN

TAPADERA
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FIGURAS 8.3, 8.4 CINÉTICA DE LA HIDROISIS DE LA PENICILINA-G POR LA

PEKICILINO AMIDASñ
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II
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II
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P c i - • = ,
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APÉNDICE

MEDIO DE CULTIVO

Medio Mínimo iti 9

6 g.
¿. i

KH_PO. 3 g.
2 4

NaCl . 0.5 g.

NH Cl 0.008 g/1

Añadir 10 mi. de una solución de CaCl 0.01 M después de autoclavear

más 1 mi. de una solución de MgSO 7 H 0 1 M en un litro.

Glucosa 4 g/1

Glicerol 4 g/1

MEDIO, BASE (g/1)

NN + 4. g/1 de medio completo sin leucina (Difco)

1 g/1 de glucosa 0.008 g/1 NH Cl

MEDIO MÍNIMO

KH2PO4 13.6 g.

MgSO4- 7 H 0 0.2 g.

K2SO4 . 2.6 g.

CaCl 0.1 g.. N_H_

FeSO. 6 H O .0.005 g.

Agua 1,000 mi.

pH 7.4

Fuente de Nitrógeno NH4Cl 0.008 g/1 por cada 100 mi. de medio,

Glucosa 2 g/1
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REQUERIMIENTOS CEPA E. coli K12 (RRl)

MEDIO LB

L~leucina

L-isoleucina

L-valina

Vitamina B

Prolina

0.05

0.05

0.2

0.2

200

g/i

g/i

g/i

mg/ml

mg/ml

Extracto de levadura 5 g.

Bacto triptona 10 g.

NaCl 10 g.

Agua 100 mi.

pH 7.0

MEDIO L-Glu

MEDIO L.C

Extracto de levadura 4 g..

Acido glutámico 15 g.

Agua 100 mi.

pH 7.0

Triptona 10 g.

NaCl 10 g.

Extracto de Levadura 5 g.

CaCl2 0.275 g.

Agar 7.5 g.

Agua 1000 mi.

pH 7.0
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MEDIO LCTG

LCT:

Glucosa

Tiamina

Agar

Agua

2 g.

0.025 gr.

15 gr.

1000 mi.

MEDIO DE ABSORCIÓN

MgSO 1.2 g

CaCl 0.55 g.

Agua 1000 mi.
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