TTUTO TECKOLOGICO Y DE ESTUDIOS
SUPERIORES DE MONTERREY

CAMPUS MONTERREY

DIVISION DE AGRICULTURA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE GRADUADOS EN AGRICULTURA

ORTENCION DE CEFALOSPORINA C A PARTIR DE

DIACETILCEFALOSPORINA C CATALIZADA POR LA

O-ACETILTRANSFERASA DE Acremonium chrysogenum
TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRO EN CIENCIAS
CON ESPECIALIDAD EN BIOTECNOLOGIA

POR
MARCELA JUAREZ HERNANDEZ

JUNIO DE 1999



INSTITUTO TECNOLOGICO Y DE ESTUDIOS
SUPERIORES DE MONTERREY

CAMPUS MONTERREY

DIVISION DE AGRICULTURA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE GRADUADOS EN AGRICULTURA

OBTENCION DE CEFALOSPORINA C A PARTIR DE DIACETILCEFALOSPORINA C
CATALIZADA POR LA O-ACETILTRANSFERASA DE Acremonium chrysogenum

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO
ACADEMICO DE MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN
BIOTECNOLOGIA

POR
MARCELA JUAREZ HERNANDEZ

JUNIO 1999




AGRADECIMIENTOS

Al Dr. JesUs Lara y Parra’ por ayudarme a comprender que nuestra presencia en ésta vida no es
mas que una fase transitoria en busqueda de la perfeccion del universo y del individuo.

Al Dr. Marco Antonio Baez Vasquez por fungir como mi asesor y navegar conmigo en ésta travesia
llamada tesis.

Al Professor Arnold L. Demain por el apoyo y confianza depositada.

Al Dr. Jorge Romero Garcia por su participacion en el desarrollo del proyecto y sus palabras de
apoyo cuando los resultados no eran los esperados.

Al Dr. Juan Manuei de la Fuente Martinez por su amable disposicion.
Al Dr. Eleazar Reyes Barraza por el apoyo brindado durante el desarrolio de [a tesis.

A los doctores Rogelio Rodriguez Sotres, Saul Wolfe, Rosamaria Lopez-Franco, Marco A. Rito
Palomares, asi como al Dr. Moreno (Antibidticos, S. A.} y a la Maestra Marta Morgado M. por su
valiosa colaboraciéon durante el desarrollo y conclusién del presente trabajo.

Al Dr. Enrique Aranda Herrera y a su esposa por todas sus atenciones.

A Miguel A. Méndez R. por encontrar la frase adecuada incitandome a continuar en esas largas
noches de desvelo y desesperacion que parecian interminables.

A los jovenes cientificos que depositaron en mi su confianza y amistad motivandome en la
iniciacion de ésta aventura: Miguel A. Méndez R., Argelia Olivos G., Omar D. Mufioz M., Gloria
Aguilar C., Enrique Garcia P., Guillermina Rios C., Julio Hernandez D., Sonia Sanchez, Orlando
Avila P., Ménica Cerro, Gustavo Cruz, Hebe M. Vanegas F., Gabriel E. Cuevas, Mara Bello R.,
Jaime C. Sampedro, Luz Ma. Martinez A., Jesls Sandoval R.

A J. Alejandro Negrete V. por su valiosa labor como amigo e instructor.

A mis amigos por su incesante apoyo: Margarita Serrano T., Bonifacio Vasquez M., Rocio Martinez
M., Octavio Padilla C., Silvia Rodriguez S., Bernard Manriquez C., Ledy S. Ramirez G., Francisco
Aguilar Z., Rosalba Carrillo R., José Juan Hernandez M., Clara Luz Lopezlena M., Carlos
Santacruz O., Trinidad Pluma A., José de Jesus Carrasco C., A. Laura German P., Mario E. Padilla
M., Tania Zarate, Jesus A. Rocha E., Lilian G. Valencia T., Manuel G. Alvarez C., Claudia E.
Solano C., Bernardo Cardenas S., Gilda L. Mena B., Antonio Avilés M., Diana A. Urias L., Eduardo
Rabadan C., Tania M. Gonzalez H., Fernando A. Bovio O., Arlette Audiffred H., Santiago E. Veytia
P., Imilla I. Arias O., Pavel A. Albores B., Ménica S. Narvaez R., Victor H. Ruiz D., I. Anali Gamez
E.., J. Leonardo Carrasco A., Francisco J. Verdugo M., Rubén M. Gonzalez |., Francisco Guevara
C.

A los presentes y a los ausentes, alos vivos y a los que se adelantaron en el viaje", a los que me
brindaron su ayuda y a los que no lo hicieron, a todos los que hé nombrado y & los que por traiciéon
de la memoria hé omitido, a mis profesores y a mis maestros, a mis amigos y a los que no lo son.
Asi como a todos los miembros del Centro de Biotecnologia: profesores, personal administrativo,
auxiliares y estudiantes de la Maestria.

Finalmente para todos

MIL GRACIAS POR ACOMPANARME EN TODO MOMENTO

MARCELA



DEDICATORIA

Al divino maestro por concederme la gracia de existir y compartirme sus sabias
ensefanzas.

A mi mama por todas las noches de desvelo y preocupacidén que ha pasado, por
su infinita ternura y su inmensurable paciencia.

A mi papa por su incesante entusiasmo hacia la superacion.
A mi hermano Urbano por forjar mi caracter y apoyarme en todo momento.

A mi hermano Pedro por transmitirme sus conocimientos y por las reminiscencias
de la infancia.

A mis sobrinitos: Eder, Rosa Oliva, Aldhair e Hirvana por permitirme disfrutar a su
lado de una segunda infancia.

A mis cufiadas: Rosalba y Mayra por todos los momentos compartidos.



A todos los caidos en defensa de sus ideales con la ilusién de vislumbrar un
horizonte de libertad y respeto para todos los individuos, a los jovenes

idealistas y sorfiadores ansiosos por expresar sus inquietudes en la tribuna y
constituir parte del cambio exigido por la sociedad.



INDICE GENERAL

Pagina
L0 T 11 (1] 1 Y 7T Lo OO 1
[} Yo 10 o3 o1 1o Y o TS 1
1.1 Distribucion de los antibidticos f-lactamicos..........cccccciiiiniiiiiiiircnceen. 1
1.1.2 Caracteristicas quimicas de los compuestos f-lactamicos............. 1
1.2 PeniCiliNas ..o e 1
1.3 CefaloSPOorinas.........ccciiirerr s 2
1.3.1 Estructura y quimica de la cefalosporina......cccccceuciiiiiriinciinninnnes 2
1.4 Clasificacion de los antibioticos p-lactamicos........c.cccciiviiiniiinniiennnnnen, 3
1.4 1 TipO PenicCillium ............c.ueueecimiiriniiiiiisictenir et s s e 4
1.4.2 Tipo CephalosSporium............eeeeiiiiieirisereninineiine s s ranees 4
1.5 Cephalosporium acremoniUm .............ccciiirircnvinirinniissssnne s e 4
1.5.1 Morfogénesis en Acremonium chrysogenum ............ccccevverisiicsianens 5
1.5.2 Biosintesis de cefalosporinaC.........cccomiiminiii i, 6
1.5.3 Regulacion de 1a biosintesiS....ccccovcciiciiiiiiinniirr e 7
1.5.3.1 Regulacién por la fuente de carbono.......cccceevveerinceiircriniciinne. 7
1.5.3.2 Regulaciéon por la fuente de nitrégeno .........ccocvivnvnrnenneeeraeennes 7
1.5.3.3 Regulacion por la fuente de fosfato...........cccccciriiiieiinnriicnccnnnn, 7
1.5.3.4 Regulacion por metionina........cccccvimmmmiriicreecimec i e 9
1.6 Conversion de DAC a CC..........ceiicnesin s s s srmsanes 9
T I 3 2= T o2 T T o R 9
1.6.1.2 Caracteristicas de la ACT.......cove i s 9
1.6.1.3 Caracteristicas del gen cef G.......ccccrreriiiiciiniinncn s 1
A = Y 1o o1 = 1 1= T 1
1.7.1 Biocatalisis y finanzas.........ccccvreeriimrerictinnnincssrmemmrm s sereenesasns 12
1.7.1.1 Criterios para realizar la seleccion del sistema. .......c.c.cccciumnennne 13
1.7.1.2 Aplicacion de la biocatalisis a la manufactura industrial de
MOIECUIAS QUITAIES ...coiveiieiieeeieeee s e e s e s e e e sasa s s rne s s s e sen s nmsns 14
1.7.1.3 Enzimas inmovilizadas definicién y clasificacion..................... 15
1.7.1.3.1 Seleccion del acarreador .......ccccccccciiiiiiieciircencssncenc e e 15
1.7.1.3.2 Métodos de inmovilizacion ...........ccvveceeiiiciiimiiiiceias 16
1.7.1.4 Ventajas y desventajas de la inmovilizacion.......cccccceerreeneeennn. 16
1.7.1.5 Aplicaciones practicas de las enzimas inmovilizadas ............ 17
1.7.1.6 Factores que afectan su aplicacion industrial .......ccc.ccoiviinnnnn 17
1.7.1.7 Utilizacion de las enzimas en sintesis organica.......c.ccccueeuunnee 17
CAPITULO DOS......oocereemtrmisesseresesseessessssssasssssssssssssausesssssssssssnsssssssenssessssesssenss 20
MATERIALES Y METODOS .......ccocooeerneeinersnessesesessesssssssssssssssssssssnsssasssssesns 20
2 T 3 =T T 4V 20
2 B L T ¥ T o T 20
2.1.3 CUHIVO. et st e rrea e s e s e st e s s e s e nes 20
2.2 Parte experimental............ccoiiiiniiiiiss i e e s e s e 21

2.2.1 Propagacion de Acremonium chrysogenum.............coevciinisnnenns 21



2.2.1.1 Agar papa-dextrosa (PDA) .........cccociimiiicnennren 21

2.2.1.2 Medio para crecimiento de hongos imperfectos (MCHI).............. 21
2.21.3Medio YM ..o ieiiiessrr s e e e s r e s s s ea s e e s e s anae nrennennana 21
2.2.1.4 Agar de Sabouraud........c...cccoiiiiiiinientn e 21
2.2.1.5 Agar para placas......cc.cccccvviiini it e s 21
2.2.2 Preparacion del medio semilla No. 1 .....cooiiinnniinicceeee 21
2.2.3 Preparacion del medio de fermentacion definido ... 22
2.2.3.1 Crecimiento .......occeci et 22
2.2.4 Condiciones para el analisis por HPLC...........ccoocciciieniicnninnnnnnnnn, 22
2.2.5 Niveles de cefalosporina C..........cceeiiiiiminiiirin s 22
2.2.6 Preparacion de extractos .........c..cecevvrerimmiinniniisnese s enns 22
2.2.6.1 Concentracion de proteina ..........cccivrecmvinitcnnnnnnrc e, 23
2.2.7 INMOVIlIZACION ....cceeiiiii et s e aaa 23
2.2.7.1 Inmovilizacidon con alginato..........ooivieiiiiireeee e 23
2.2.7.1.1Ciclos de reutilizaciéon con alginato............c.cccviviiiiiiinannan, 23
2.2.7.2 Inmovilizacion con agaroSa........cccccureerminiiiisnisiinsissesise e 24
2.2.7.3 Inmovilizaciéon con poliacrilamida.........c.cccoercrimmirrercnceininicenn, 24
2.2.8 Ensayo de actividad de la acetiltransferasa............cc.ccovviereneiciininieenns 24
2.2.8.1 Caracterizacion del sistemalibre ... 24
2.2.8.2 Caracterizacidn de los sistemas inmovilizados. .........cc.ccccceviieeee 24
2.2.9 Analisis MICroSCOPICO....ccccciiiiirecii ittt sm e s s s nnns 25
CAPITULO TRES......coiesieercreineeseretsssesessssssesessssssesesessassisssssssssasssssesssssssassessasssnses 26
RESULTADOS ...ttt rrcc e s s es s sss s s nese s s sases e s ansssssananmsasssenssans 26
3.1 Propagacion de Acremonium chrysogenum.............coceeeerecessensenns 26

3.2 Fermentacion ......ccuieivveiiireemrem i e rre e s e s ssse e mam s 29
3.2.1 Niveles de biomasa ........ccoovevcieneicccnrmmr e e e e 30
3.2.2 Niveles de cefalosporina C .........cccccciriirmiirnrenrenr s, 31

3.3 ENsayos eNZiMAtiCOS ......cuiiireeemiiriiiiesiirc s snenis s s esssss s s resne e nennnssnnanssns 32
3.3.1.1 Seleccion del nivel 6ptimo de proteina..........cccciiiiiiennnnnnneee, 32
3.3.1.2 Seleccién de la concentracion de sustrato .........cccccceeeveeeveceneeenne 35
3.3.1.3 Perfil de la ACT en el sistema libre ..........ccoeeeerrriirrriceiiineereeenen 38

3.3.2 Inmovilizacién: analisis preliminares .......ccccecei i riecceceeccssee e reenne 39
3.3.2.1 Perfil de la actividad enzimatica inmovilizada en alginato.......... 40
3.3.2.2 Perfil de la enzima inmovilizada en agarosa.........cceceecevevreeenrcaann 41
3.3.2.3 Perfil de la enzima inmovilizada en poliacrilamida...................... 42
3.3.4 Analisis del sistema inmovilizado...........cccccoriiiiiiii e 43
3.3.5 Ciclos de reutilizacion del sistema inmovilizado.............cccccueeuuannnne 44
CAPITULO CUATRO ..ot eesisessseaessase s ssestsesesessesesessssssssessssessssssensssasnens 46
DISCUSION DE RESULTADOS .....cooeeueirrecressreseeresessesseesssas s ssrssscsssssenssssnnss 46
CAPITULO CINCO...ouieimieritecricsresassssssesessssssssesssssssssssssssssssesssessssssessssssensanes 52
CONCLUSIONES........ oot crcentenmirtrnsssnris i s s s e rs s e ssr e v snnen e s e mmsnesseresensnessensnaes 52
CAPITULO SEIS ....vericrmtnicrce e evessssssssesesssssssssssessssssssssassessssssssasssssssssesssssnes 53



REFERENCIAS



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.

iINDICE DE FIGURAS

Pagina
Estructura quimica de la cefalosporina 3
Sistemas anulares de la penicilina y la cefalosporina 4
Hifas de Acremonium chrysogenum )
Ruta de biosintesis de la CC en Acremonium chrysogenum 8
Reaccién catalizada por la diacetilcefalosporina C:O-acetiltransferasa 10
Representacion de la acetiltransferasa 10
Arbol de decisién de la biocatalisis 12
Clasificacion de las enzimas inmovilizadas 15
Clasificacion de los métodos de inmovilizacion 16
Caja de Acremonium chrysogenum en agar para placas 27
Micrografia del micelio de Acremonium chrysogenum 28
Niveles de biomasa 30
Niveles de cefalosporina C 31
Niveles de cefalosporina C con diferentes concentraciones de proteina 33
Porcentajes de conversiéon de cefalosporina C con proteina variable 34
Niveles de CC con diferentes concentraciones de sustrato 35
Porcentajes de conversién de cefalosporina C con sustrato variable 36
Grafica de Lineweaver-Burk 37
Perfil enzimatico en el sistema libre 38
Perfil de la ACT en el sistema inmovilizado con alginato 40
Perfil de la ACT en el sistema inmovilizado con agarosa 41
Perfil de la ACT en el sistema inmovilizado con poliacrilamida 42
Perfil enzimatico en los ciclos de utilizacion con alginato 44
Porcentaje de conversion en los ciclos de utilizacion del alginato 45



Tabla 1.
Tabla 2.

Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.

Tabla 7.

Anexo uno
Anexo dos
Anexo tres
Anexo cuatro
Anexo cinco
Anexo seis
Anexo siete
Anexo ocho

iINDICE DE TABLAS

Pagina
Aplicacion de las enzimas inmovilizadas a los procesos quimicos 18
Medios de cultivo utilizados para la propagacioén y activacion de
Acremonium chrysogenum 26
Caracteristicas morfolégicas de Acremonium chrysogenum en agar
para placas 27
Niveles de cefalosporina C y porcentajes de conversion con
diferentes concentraciones de sustrato 35
Porcentajes de conversién y niveles de CC al realizar la inmovilizacion
de extracto en tres variantes diferentes en alginato 37

Niveles de CC y porcentajes de conversion al realizar la inmovilizacién 39
de extracto con tres variantes

Niveles de CC y porcentajes de conversion de los diferentes soportes 43
utilizados para la inmovilizacién

iINDICE DE ANEXOS

Pagina
Curva de Calibracién de Bradford 58
Curva de Calibracion para cefalosporina C 59
Secuencia de la ACT 60
Esfera de alginato 61
Esferas de agarosa 62
Gel de poliacrilamida 63
Medios de cultivo 64
Niveles de productividad 65



LLD-ACV
ACVS
AcCoA
ACT
D-Aaa
7-ACA
7-ADCA
6-APA
ADN
AMP
ATP
atm
BSA
CccC
Kcat
Km
CSTR
DAC
DAOC
DTT
L-DOPA
kDa

i.e
PMSF
°C

g
HPLC
h
IUPAC
IPN

It

A
MCHI

i

ul

mL
mm
mM
min

M

nm
PDA
ppm
Pen N
r.p.m.
TEMED
Vmax
YM

ABREVIATURAS

LLD-acetilcisteinilvalina
Acetilcisteinilvalinil sintetasa
Acetilcoenzima A
Acetiltransferasa
D-a-aminoadipil

Acido 7-aminocefalosporanico
Acido 7-aminodesacetoxicefalosporanico
Acido 6-aminopenicilanico

Acido desoxirribonucleico
Adenosin monofosfato

Adenosin trifosfato

Atmosfera

Bovin serum albumine
Cefalosporina C

Constante de catalisis
Constante de Michaelis
Continuous stirred tank reactors
Diacetilcefalosporina C
Diacetoxicefalosporina C
Ditiotreitol

Dopamina

Kilodaltones

Ejemplo

Fenilmetitsulfonil fluoruro
Grados centigrados

Gramo

High performance liquid chromatography
Horas

International Union Pure and Applied Chemistry
Isopenicilina N

Litro

Longitud de onda

Medio de cultivo para hongos imperfectos
Micras

Microlitro

Mililitro

Milimetro

Milimolar

Minutos

Molaridad

Nanémetros

Papa-dextrosa agar

Partes por millébn

Penicilina N

Revoluciones por minuto
N,N,N",N’-tetrametiletilendiamina
Velocidad maxima

Yeast media



RESUMEN

La acetilcoenzima A-diacetilcefalosporina C:O-acetiltransferasa es la enzima que
cataliza el paso final en la biosintesis de cefalosporina C a partir de
diacetilcefalosporina C en Acremonium chrysogenum. Al realizar la caracterizacion
catalitica parcial de la enzima se observo un comportamiento tipico de acuerdo al
modelo Henry-Michaelis-Menten, con un valor de Vmax=8.56 mol.lt".min",
Km=3.43 x 10 mol.It" y Kcat=2.21 min™'. Para analizar su catalisis tanto en el
sistema libre como inmovilizado, la enzima en forma de extracto fue inmovilizada
por atrapamiento en tres diferentes soportes: alginato, agarosa y poliacrilamida, de
los cuales se obtuvieron los siguientes niveles de actividad enzimatica en
comparacion con los del sistema libre a) alginato 26-45%, b) agarosa 12-18%, y ¢)
con poliacrilamida unicamente se detectd actividad después de haber duplicado la
concentracion de la proteina (116.8 ng), con ésta variante se obtuvieron niveles de
actividad del 17.6-21.62%. El alginato fue el soporte que generd mayores niveles
de actividad enzimatica y fue el sistema elegido para estudiar la factibilidad de la
reutilizacion de las bioparticulas de alginato-enzima, obteniendo a lo largo de los
ciclos una actividad enzimatica del 44.5-61.0%. Factores tales como la influencia
directa de los efectos difusionales, tamafno de poro, viscosidad y peso molecular
del polimero, parecen encontrarse estrechamente relacionados con los niveles de
actividad de la enzima observados, sin embargo estos deben ser caracterizados
en detalle antes de poder inferir una dependencia estricta.



CAPITULO UNO

INTRODUCCION

Los antibidticos p-lactamicos contindan ocupando el primer lugar en utilizacién y
ventas alrededor del mundo. Las ventas de antibiéticos B-lactamicos en 1997 por
parte de Zeneca ascendieron a $1.8 billones de doélares en Estados Unidos, mientras
que en el mundo superaron los $4.2 billones de doélares. La amplia y continua
utilizacion de estos farmacos radica en su amplio espectro y eficiencia para tratar
afecciones causadas por organismos Gram positivos y Gram negativos. Las
penicilinas y las cefalosporinas constituyen los grupos representativos mas
importantes de los antibioticos p-lactamicos, dado que pese a tener el mismo nicleo
y actividad bactericida similar, las cefalosporinas pueden ser utilizadas como
medicamentos alternativos cuando el tratamiento con penicilina es ineficiente o bien
cuando el paciente presenta alergias a ésta. La obtencion de antibidticos pB-
lactamicos se realizaba por métodos de fermentacién seguido de transformaciones
quimicas. A la fecha poco se ha efectuado en el area de las bioconversiones, la
utilizacion de enzimas en éste rubro es muy importante para obtener productos con
mayor rendimiento, reduciendo las reacciones colaterales y la formacion de
subproductos, como resultado de la amplia estereoespecifidad de las enzimas.

1.1 DISTRIBUCION DE LOS ANTIBIOTICOS [3-LACTAMICOS

Los antibidticos p-lactamicos son sintetizados por un escaso numero de
microorganismos, principalmente por organismos filamentosos no relacionados
taxonomicamente. Donde se incluyen desde hongos verdaderos (eucariotes) hasta
estreptomicetos (procariotes) (Lemke et al., 1972).

1.1.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LOS COMPUESTOS -LACTAMICOS

Las penicilinas y las cefalosporinas son moléculas que contienen en su estructura un
sistema anular B-lactamico de cuatro miembros, que no se encuentra con frecuencia
en los sistemas bioldgicos y es dificil de construir quimicamente. A la fecha se ha
reportado la sintesis organica completa tanto de la penicilina como de la
cefalosporina (Sheehan et al., 1959; Woodward et al, 1966) pero los niveles
alcanzados no compiten con los obtenidos por sintesis microbiana, dado que
actualmente en el caso de la fermentacion de Penicillium chrysogenum se alcanzan
niveles de 70000 -100 000 unidades (una unidad de penicilina es equivalente a
aproximadamente 0.6 ng de ésta) (Pefalva et al., 1998).

1.2 PENICILINAS

La era de los antibiéticos se inici6 en 1929, cuando Alexander Fleming observé
antibiosis entre un penicilio y cultivos bacterianos adyacentes (citado en Brakhage,
1998); afios después se demostré que la inhibicion del crecimiento se debia a la
penicilina (citado en Brakhage, 1998). El contaminante fungico del experimento
original de Fleming fue Penicillium notatum y posteriormente se determiné que otras



especies de Penicillium también producen penicilina (Lemke et al.,, 1972), siendo
seleccionado para la produccion comercial de la penicilina (Raper et al., 1944)
Penicillium chrysogenum, que produce en forma natural la cadena alifatica lateral de
la penicilina K, F, y dihidro F, ademés del acido 6-aminopenicilanico (6-APA) y la
isopenicilina N (IPN). La utilizacion de los antibidticos para su uso clinico inicié con
el descubrimiento de la eficiencia de éste compuesto B-lactamico, posiblemente el
descubrimiento mas importante en la historia de la Medicina. El empleo de
antibioticos en el tratamiento de infecciones ha salvado mas vidas que cualquier otro
farmaco en el area médica (citado en Brakhage, 1998). La penicilina es el antibiético
con mayor historia en el tratamiento de malestares infecciosos y es reconocido como
el progenitor de los agentes terapéuticos mas importantes desarrollados durante los
Ultimos treinta afios, su estructura fue elucidada en 1945 por Hodgkin y Low,
quienes demostraron por cristalografia de rayos X la presencia de una estructura p-
lactamica (Woodward et al., 1966).

1.3 CEFALOSPORINAS

Al finalizar la década de los 40s, Guiseppi Brotzu aisld el hongo Cephalosporium
acremonium de una alcantarilla en Cagliari, Italia (citado en Brakhage, 1998).
Estudios iniciales mostraron que éste hongo producia penicilina N (Pen N), y
posteriormente se identificd otro compuesto en el caldo de fermentacion, siendo la
estructura de éste ultimo ligeramente diferente a la de la Pen N (Woodward et al.,
1966), por lo cual se pens6 que se trataba de un contaminante y fue nombrado
cefalosporina. Abraham y Newton en 1961 establecieron su estructura y la
confirmaron por cristalografia de rayos X (Woodward et al., 1966; Sweet et al.,
1970). La estructura quimica difiere con respecto a la de la Pen N en la substitucion
del anillo de tiazolidinio y en la presencia de un grupo acetoxi unido al carbono del
grupo metilo en el carbono 3 del sistema anular de la cefalosporina, (Figura 1)
(Woodward et al., 1966). Este compuesto posee gran actividad antibiotica contra
bacterias Gram negativas, mientras que contra bacterias Gram positivas su actividad
es débil, alrededor de un décimo de la actividad de la bencilpenicilina (Sweet et al.,
1970). La cefalosporina y compuestos analogos son producidos por especies de
Cephalosporium acremonium (Woodward et al, 1966) y por dos especies de
Streptomyces (Nagarajan et al., 1971): S. lipmanii y S. clavuligerus. Ademas de
haber sido descrita la biosintesis de compuestos p-lactamicos en hongos y bacterias
también se ha encontrado en plantas superiores, como Pachysandra terminalis,
donde se encontraron dos alcaloides esferoidales (Lemke et al.,1972).

1.3.1 ESTRUCTURA Y QUIMICA DE LA CEFALOSPORINA

Todas las cefalosporinas poseen un residuo 6-D-a-aminoadipil 0 una cadena lateral
derivada por transformacion bioquimica de éste grupo. En contraste con la
produccién de Pen N, donde la cadena lateral puede ser inducida por la adicién de
derivados de acidos carboxilicos al medio de fermentacidn, la produccién de
cefalosporina C (CC) no puede ser inducida ni por la adicion de derivados de acidos
carboxilicos al medio de cultivo ni por el acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA)
(Onions et al., 1977).



Los estudios estructurales de la CC fueron facilitados por el conocimiento de las
propiedades de la Pen N, puesto que la CC comparte propiedades quimicas con
ésta. Se encontré que la CC se comporta como un acido monoamindicarboxilico y
tiene un residuo §-D-a-aminoadipil unido por su grupo &-carboxilo al resto de la
molécula. El espectro de infrarojo de la sal de sodio muestra una fuerte banda a
1782cm” caracteristica del carbonilo p-lactamico, similar a la frecuencia de
relajacion del carbonilo de las penicilinas (Bycroft et al., 1977).

Los espectros de resonancia magnética nuclear y de ultravioleta muestran que la
estructura de la cefalosporina no es un sistema anular p-lactama-tiazolidinio, sino
que es un sistema anular dihidrotiazina (Woodward et al., 1966; Sweet et al., 1970;
Onions et al., 1977). La estructura propuesta concuerda con las propiedades fisicas
y quimicas determinadas por rayos X (Onions et al., 1977).
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Figura 1. Estructura quimica de la cefalosporina

1.4 CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS [3-LACTAMICOS

Los antibidticos B-lactdmicos son derivados de un sistema anular biciclico, todos
ellos excepto el 6-APA y el 7-ACA, tienen un grupo acilo unido en forma de cadena
lateral al grupo amino del nucleo heterociclico. El sistema anular de la penicilina
contiene un anillo B-lactamico de cuatro miembros fusionado con un anillo de
tiazolidinio de cinco miembros, mientras que en el sistema anular de la
cefalosporina, el anillo p-lactdmico esta fusionado con un anillo insaturado de
dihidrotiazina de 6 miembros (Lemke et al., 1972). Las diferencias mencionadas
anteriormente son U(tiles para distinguir quimicamente a las penicilinas y las
cefalosporinas y pueden observarse en la Figura 2.
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Figura 2. Sistemas anulares de la penicilina y la cefalosporina

1.4 1 TIPO Penicillium

El grupo de las penicilinas comprende una amplia gama de compuestos que difieren
en la estructura dependiendo de la cadena lateral N-acilo unida al anillo B-lactamico,
ésta cadena incluye desde acido L-a-aminoadipico hasta algun derivado de un acido
carboxilico (Lemke et al., 1972). La biosintesis de penicilinas es sensible a la
adicion de precursores especificos de la cadena lateral al medio de cultivo,
especialmente derivados de acidos carboxilicos, como el acido B-y-hexenoico, el
acido caproico, el acido octanoico, el acido fenilacético, el acido p-hidroxifenilacético
y el acido fenoxiacético (Lemke et al., 1972). Todos los organismos productores de
penicilinas son eucariotes y Penicillium chrysogenum se considera como el
organismo representativo (Bycroft et al., 1977).

1.4.2 Tipo Cephalosporium

Todas las cefalosporinas tienen una cadena lateral D-a-aminoadipil. En contraste
con la fermentacion de penicilina, la de cefalosporina es insensible a la adiciéon de
precursores de la cadena lateral. Las cefalosporinas son producidas tanto por
organismos eucariotes (i.e. Cephalosporium acremonium, Paecilomyces persinicus)
como procariotes (i.e. Streptomyces clavuligerus, Nocardia lactamdurans) (citado en
Brakhage, 1998) y se tiene a Cephalosporium acremonium como el organismo
representativo de los productores de cefalosporinas.

1.5 Cephalosporium acremonium

El nombre Cephalosporium acremonium fue introducido por Corda en 1839 (Onions
et al., 1977) para designar mohos incoloros con conidiéforos simples y sin ramificar,
con células conididégenas compartiendo en la punta un grupo o cabeza de conidias
unicelulares, a partir de las cuales se deriva el nombre (Onions et al., 1977). Gams
en 1968 reexamindé especimenes del material original de  Cephalosporium
Acremonium y redescribid el género a partir de cultivos vivos aislados recientemente
de estas especies (Onions et al., 1977). El aplico éste nombre a los hongos hialinos
que forman numerosas conidias a partir de células conididgenas erectas en



conidioforos ramificados e incluyen la mayoria de las especies a las que agrupaba
Cephalosporium. Acremonium chrysogenum pertenece a la clase Hyphomycetes del
género deuteromicotina u hongos imperfectos y se reproduce por estructuras
vegetales asexuales, la forma vegetativa es conocida como la forma anamorfica,
mientras que la forma ascospoérica o sexual es constituye el teleomorfo (Onions et
al., 1977).

1.5.1 MORFOGENESIS EN Acremonium chrysogenum 7

Las células de Acremonium chrysogenum son morfolégicamente heterogéneas en
cultivo sumergido (Onions et al., 1977). La maxima velocidad de la sintesis de
antibioticos durante la fermentacion esta asociada con la diferenciacion de los
flamentos de las hifas en fragmentos altamente septados y ensanchados
(artrosporas). En trabajos de investigacion realizados por Bartoshevich et al., (1990),
se han encontrado cuatro tipos diferentes de células de Acremonium chrysogenum:
hifas, artrésporas, conidias y conidias germinadas. Estas células fueron separadas
por centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa y las fracciones fueron
evaluadas por su potencial para sintetizar antibidticos. Las fracciones que contenian
artrésporas fueron 40% mas eficientes para la sintesis que las fracciones que
contenian cualquier otro tipo de células, de ésta manera, se ha implicado a las
artrésporas como las celulas de Acremonium chrysogenum que participan mas
activamente en la sintesis de antibiodticos (Bartoshevich et al., 1990).
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Figura 3. Hifas de Acremonium chrysogenum (Bycroft et al., 1977).



1.5.2 BIOSINTESIS DE CEFALOSPORINA C

La cefalosporina C es un metabolito secundario, derivado de la condensacion de los
siguientes aminoacidos: acido L-a-aminoadipico, L-cisteina y L-valina, todos ellos
constituyentes del metabolismo celular. El acido L-a-aminoadipico es un
intermediario para la sintesis de la lisina en hongos verdaderos. La CC tiene un
atomo de azufre derivado de la L-cisteina. En los hongos el metabolismo del azufre
involucra ya sea la reduccion de sulfato o la ruta de trans-sulfuracion reversa, en
Acremonium chrysogenum el azufre para la CC se deriva de la ruta de trans-
sulfuracion reversa (Bycroft et al., 1977). Se ha establecido que la L-valina es el
precursor directo para las penicilinas y las cefalosporinas. El primer paso en la
biosintesis de la cefalosporina en los hongos es la conversion de piruvato a
acetolactato por la acetohidroxiacido sintetasa. Esta enzima es sensible a la
inhibicion por retroalimentaciéon con L-valina, y la acumulacion de valina endbdgena
puede influenciar aparentemente el nivel de produccion de B-lactamas (Bycroft et al.,
1977).

La ruta biosintética de la cefalosporina mostrada en la figura 4 involucra 6 etapas:
1.-Formacion del tripéptido LLD-ACV por condensacion del &cido 6-L-D-a-
aminoadipico, L-cisteina y L-valina (la cual es epimerizada durante la reaccién a la
forma D). Esta condensacion es catalizada por la ACV sintetasa, enzima codificada
por el gen pchAB. Compuestos como ATP, Mn*? o Mg* facilitan ésta reaccién
(Aharonowitz et al., 1993).

2 .-Ciclizacion oxidativa del tripéptido LLD-ACV a isopenicilina N (IPN) por la
isopenicilina N sintasa (ciclasa), enzima codificada por el gen pcbC. La actividad de
la ciclasa es estimulada por el Fe*?, ditiotreitol (DTT) y ascorbato, asi como también
por oxigeno (Sawada et al., 1980; Kupka et al., 1983).

3.-La IPN es isomerizada a Pen N por la IPN epimerasa, que isomeriza la cadena
lateral L-a-aminoadipil de la IPN a la configuracién de la Pen N. La epimerasa de
Acremonium chrysogenum es estabilizada en cierto grado por fosfato de piridoxal
(LUbbe et al., 1986; Konomi et al., 1979; Jayatilake et al., 1982; Baldwin, 1981); ésta
enzima es codificada por el gen cef D.

4 -Expansion oxidativa del anillo de la Pen N a diacetoxicefalosporina C (DAOC) por
la DAOC sintetasa (expandasa). La reaccion de expansion del anillo requiere Fe*?,
ascorbato, oxigeno (Hook et al., 1979; Sawada et al., 1979), y a-cetoglutarato (Baez-
Vasquez et al., 1999; Espeso et al., 1993; Kupka et al., 1983; Kupka (a) et al., 1983).
La enzima es codificada por el gen cef EF.

5.-Hidroxilacion de la DAOC a diacetilcefalosporina C (DAC) por la DAOC
hidroxilasa. Las enzimas expandasa y la hidroxilasa estan codificadas en el gen cef
EF. Ambas actividades enzimaticas requieren oxigeno, a-cetoglutarato y Fe*?, y son
estimulados por DTT y ascorbato. La 3 -hidroxilacion de DAOC a DAC (Kupka (a) et
al., 1983; Turner et al., 1978; Fujisawa et al., 1977; Scheiddeger et al., 1984) es
especifica para DAOC.

6-Acetilacion de DAC en Acremonium chrysogenum por la acetil coenzima A-DAC-
acetiltransferasa (ACT). la acetil coenzima A (AcCoA) actua como donador del grupo
acetilo ésta enzima es codificada por el gen cef G (Matsuyama et al., 1992; Gutiérrez
et al., 1992; Matsuda et al., 1992; Mathison et al, 1993; Scheiddeger et al., 1985).



1.5.3 REGULACION DE LA BIOSINTESIS

La produccion de antibidticos p-lactamicos opera con mayor potencial bajo
condiciones de desbalance de nutrientes y a bajas velocidades de crecimiento
(Martin et al., 1987). Este desbalance puede ser provocado por limitacién de las
fuentes de carbono, nitrbgeno o fosforo. En adicién a estos factores, aminoacidos
tales como la lisina y la metionina ejercen efectos drasticos en la produccién de
penicilinas y/o cefalosporinas en algunos microorganismos. En el caso especifico de
la CC, la metionina actia como inductor de la fragmentacion de las células de
Acremonium chrysogenum (Martin et al., 1987), aumentando los niveles producidos
durante la fermentacion de ésta.

1.5.3.1 REGULACION POR LA FUENTE DE CARBONO.

Las fuentes de carbono que favorecen el crecimiento rapido (glucosa, glicerol y
maltosa), ejercen un fuerte efecto negativo en la produccién de p-lactamas,
observandose que entre mayor sea la concentracion de una fuente de carbono
supresiva como la glucosa, menor sera la produccion de antibiéticos (Martin et al.,
1987).

La formacién de CC por Acremonium chrysogenum esta sujeta a control metabdlico
por parte de la fuente de carbono (Zanca et al., 1983). Zanca en 1983 desarrollo uno
de los primeros medios de cultivo para éste proceso, y contenia 27 g/lt de glucosa
para el crecimiento y 36 g/It de sacarosa para la formacion del antibiético; el
disacéarido no se utilizaba hasta que la glucosa se consumia totalmente, apareciendo
Pen N extracelular asociada al crecimiento, mientras que la CC sodlo se acumulaba
después de que el crecimiento habia cesado (Behmer et al., 1983).

1.5.3.2 REGULACION POR LA FUENTE DE NITROGENO

Las concentraciones de amonio mayores a 100 mM interfieren con la producciéon de
CC en Acremonium chrysogenum, mientras que la L-asparagina y la L-arginina son
mejores fuentes de nitrégeno para la formacion de antibidticos (Shen et al., 1984).
La adicion de un agente quelante, como el fosfato de magnesio tribasico a las
fermentaciones con alto nivel de amonio ocasiona la disminucién del nivel de
nitrégeno, induciendo la actividad de la expandasa y ocasionando un marcado
incremento en la sintesis de B-lactamas, especialmente de cefalosporinas (Zanca et
al., 1983).

1.5.3.3 REGULACION POR LA FUENTE DE FOSFATO

Kienzi en 1980 encontrd la existencia de una relacidn directa entre las altas
concentraciones de fosfato y la velocidad de consumo de glucosa, causando una
disminucion en la produccion de CC, Martin et al., (1984) reporté que el fosfato
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Figura 4. Ruta de biosintesis de la cefalosporina C en Acremonium chrysogenum.



interfiere con la produccion de CC y Pen N en ausencia de glucosa, disminuyendo el
flujo total hacia la biosintesis de CC (Revilla et al., 1984, Komatsu et al., 1977). Por
otro lado Zhang et al., (1988) reportd que altas concentraciones de fosfato no
incrementan la velocidad de consumo de glucosa, pero suprimen fuertemente la
produccion de B-lactamas y la formacion de las tres sintetasas examinadas —ACVS,
ciclasa y expandasa- siendo la formacion de la expandasa la mas sensible a la
represion.

1.5.3.4 REGULACION POR METIONINA

La metionina ejerce una marcada estimulacioén en la formacién de la Pen N y de la
CC en Acremonium chrysogenum (Komatsu et al., 1977). Drew et al., (1976)
encontrd que la metionina no es un precursor de la cadena lateral D-Aaa de las p-
lactamas ni un donador de azufre (Drew et al., 1976), pero es un eficiente precursor
del 4tomo de azufre de la CC, el cual es incorporado dentro del antibidtico por la
ruta de trans-sulfuracion reversa (Shen et al., 1984). Uno de los hallazgos mas
interesantes sobre el impacto de la metionina en la biosintesis de p-lactamas es el
efecto morfolégico que ocasiona (Drew et al., 1976; Bartoshevich et al, 1990;
Queener et al., 1975; Zanca et al., 1983). Niesch en 1973 encontrd que la cisteina,
homocisteina vy cistationina producen micelios filamentosos, mientras que con
metionina se obtienen hifas abultadas, septadas y fragmentadas (artrésporas)
(Zanca et al., 1983). Drew y Demain en 1975 sugirieron que la metionina actia como
un efector regulatorio de la biosintesis de la CC, por induccién de una o mas
sintetasas p-lactamicas.

1.6 CONVERSION DE DAC A CC

Esta reaccion tiene lugar hacia el final de la ruta biosintética de CC en Acremonium
chrysogenum, detalles tales como las caracteristicas de la enzima y aspectos
genéticos se discutiran en las secciones posteriores.

1.6.1 REACCION

El paso final en la ruta de biosintesis de la CC es la conversion de DAC a CC
catalizado por la ACT ( E.C. 2.3.1.-), la cual utiliza AcCoA como donadora del grupo
acetilo (citado en Velasco et al., 1999).

1.6.1.2 CARACTERISTICAS DE LAACT

Fujisawa en 1975 fue el primero en detectar la actividad de la ACT en el caldo de
fermentacidon de Acremonium chrysogenum, la presencia de ésta en células
permeadas fue detectada posteriormente. La enzima fue parcialmente purificada por
Scheidegger y colaboradores en 1985, quienes propusieron una masa molecular de
7015 kDa. Matsuyama et al., (1992) purific6 la enzima estimando su peso molecular
en 55 kDa por filtracion en gel. Hasta ése momento la estructura de la enzima no
habia sido elucidada completamente, puesto que mientras Scheidegger y
Matsuyama proponian que la enzima era un heterodimero de dos subunidades -27 y
14 kDa- no explicaban la composicion de la enzima nativa, dado que un simple
heterodimero (27 + 14 kDa) no era suficiente para explicar la masa molecular
observada de 55 kDa.
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Figura 6. Representacion globular tridimensional de la ACT de mitocondria humana.
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1.6.1.3 CARACTERISTICAS DEL gen cef G

La clonacion del gen cef G responsable de la actividad de la ACT y la secuenciacion
del mismo, ha sido realizada por grupos independientes: Gutiérrez et al., (1992),
Matsuda et al., (1992), Mathison et al., (1993). Cada grupo propuso un tamafio
diferente del gen basandose en la seleccion de tres diferentes codones de inicio
(ATG) para la traduccion en el marco de lectura abierta. De éste modo Gutiérrez et
al., (1992) propuso que el tamario del gen es de 444 nucleétidos, situando el inicio
de la transcripcion en el primer ATG del marco de lectura abierta; por otro lado
Matsuda et al., (1992) propuso que el gen inicia en el tercer ATG del marco de
lectura abierta, por tanto el tamafio del gen era de 385 nucledtidos; mientras que
Mathison et al., (1993) propuso que el gen iniciaba en el segundo ATG del marco de
lectura abierta, originando una proteina de 399 nucledtidos (44 kDa). Trabajos
posteriores realizados por Velasco et al., (1999) demostraron que la proteina tiene
un peso molecular de 55 kDa, resultado que concuerda con los obtenidos por
Matsuyama et al, (1992), pero no encontraron evidencias para demostrar que la
proteina esta formada por un heterodimero. No se tienen reportes sobre la
estructura tridimensional de la enzima, por tanto no se conocen ni los residuos
involucrados en el sitio activo ni aquellos que participan en la catélisis, asi como
tampoco el mecanismo de accion de la ACT. La realizacibn de estudios
cristalograficos de la enzima contribuira a elucidar estas interrogantes.

1.7 BIOCATALISIS

Las técnicas convencionales de fermentacion y sintesis organica para la produccion
de farmacos, estan siendo reemplazadas actualmente por el area de la biocatdlisis o
bioconversiones, donde se conoce tanto al sustrato como al producto y a la entidad
enzimatica capaz de realizar esa transformacion. En las bioconversiones el sustrato
y la enzima se someten a reaccidn para obtener el producto deseado y dada la
amplia especificidad de las enzimas el producto obtenido es de mayor grado de
pureza comparado con el obtenido por sintesis organica. De ésta manera las
reacciones colaterales asi como la formacidon de subproductos se reducen,
facilitando la remocién del producto y minimizando los factores de riesgo y
contaminacion al disminuir la utilizacion de solventes. En la Figura 7 se presenta el
arbol de decision de la biocatalisis, donde se observan las diferentes modalidades
en las cuales puede ser explotada ésta area ya sea utilizando células completas o
enzimas, las variantes de cada uno de estos casos contemplan dos sistemas

generales: libre e inmovilizado.
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Figura 7. Arbol de decision de la biocatalisis mostrando las opciones para realizar la
seleccion del biocatalizador y las configuraciones del bioreactor.

1.7.1 BIOCATALISIS Y FINANZAS

Hacia el inicio de la década, los ejecutivos de las principales compafias productoras
de penicilinas y antibioticos obtenidos por fermentacion, consideraban a la sintesis
biocatalitica como un area totalmente independiente a sus empresas. La obtencion
de CC se realizaba cominmente por fermentacién y después se modificaba
quimicamente para obtener el 7-ACA, precursor de las cefalosporinas semisintéticas
como cefazolin®, cefotaxime® y cefuroxime axetil®. Sin embargo, desde 1994 la
compafiia italiana ANTIBIOTICOS realiza la conversién de CC a 7-ACA mediante
una ruta enzimatica, junto con la ruta tradicional de sintesis organica. Esta compaiiia
es la mayor productora de 7-ACA en el mundo y realiza investigaciones para
reemplazar la planta de sintesis quimica por una planta de sintesis enzimatica
(McCoy, 1999).

Por otro lado, DSM invertira $130 millones de délares para construir una planta
productora de acido 7-aminodesacetoxicefalosporanico (7-ADCA) mediante
fermentacion, utilizando penicilina como material de partida para la obtencion del 7-
ADCA, el cual es un precursor para la sintesis de otras cefalosporinas como
cephalexin® y cefadroxyl®. Al igual que en el caso anterior, el objetivo es producir
mediante biocatalisis un precursor de la cefalosporina hasta el momento obtenido
por sintesis organica. En DSM el uso de la biocatalisis es un proceso cuesta abajo y
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las cefalosporinas semisintéticas son producidas generalmente por reaccion quimica
del 7-ACA o 7-ADCA.

En DSM la produccién de antibioticos y otros quimicos constituian elementos
independientes, hasta que el Presidente de Investigacién observé la sinergia
existente entre ambas areas y planea utilizar recursos conjuntos para desarrollar
rutas biocataliticas para otros antibioticos producidos quimicamente hasta ahora, asi
como para desarrollar otros productos quimicos. En ANTIBIOTICOS se estan
utilizando técnicas tales como la tecnologia del ADN recombinante y la ingenieria
metabolica para la optimizacion de la fermentacion y de la catalisis enziméatica.

1.7.1.1 CRITERIOS PARA REALIZAR LA SELECCION DEL SISTEMA
Las enzimas utilizadas en las biotransformaciones son sintetizadas por células de
organismos vivos. Dependiendo de su nivel de especializacion, cada célula produce
tipos especificos de enzimas, las cuales se encuentran en concentraciones grandes
0 pequefias dependiendo de la naturaleza de la enzima, el tipo de célula, y la etapa
de desarrollo. Cabe aclarar que dentro de la celula no solamente se produce una
enzima Unica, sino que existe un complejo multienzimatico encargado de realizar
todas las reacciones necesarias para la supervivencia de la célula, y es dentro de
este complejo, donde se encuentra la (s) enzima(s) de interés académico y/o
industrial (Roberts, 1995).
A simple vista pudiera parecer sencilla la seleccion del sistema a emplear durante la
biotransformacion. Habiendo establecido ya algunas de las bondades mas notables
de los sistemas enzimaticos, todo pareceria indicar que la Unica alternativa para
realizar las biotransformaciones la constituyen las enzimas, pero la eleccion del
sistema dependera de las caracteristicas de la enzima per se, especialmente cuando
la enzima de eleccion es intracelular. Bajo estas circunstancias los siguientes
factores deben ser considerados antes de elegir un sistema enzimatico sobre un
sistema de células completas:

1. Varias enzimas potencialmente Gtiles son relativamente inestables fuera de su
ambiente celular normal, por tanto, tienen poco valor como biocatalizadores si
son extraidos de la célula. En términos moleculares, la enzima pierde su
estructura tridimensional, ocasionando la perdida de su actividad catalitica.

2. Muchas enzimas intracelulares potencialmente utiles son susceptibles a sufrir
ataque hidrolitico por otras enzimas - especialmente proteasas — liberadas
durante la ruptura celular.

3. Varias enzimas son dependientes de cofactor (i.e. mono-oxigenasas,
oxidoreductasas, ligasas, etc). Tales cofactores son reciclados por
complementariedad en las reacciones catalizadas por diferentes enzimas en las
células vivas.

4. La preparacion de extractos de enzimas intracelulares puede ser costosa en
términos de tiempo y recursos, dado que los pasos necesarios en la extraccién y
purificacion de las enzimas a partir de las células, frecuentemente son laboriosos
y arrojan bajos rendimientos de la preparacion de la enzima activa.

Tomando en cuenta estos factores, la eleccion de un sistema para la
biotransformacion dependera de las caracteristicas intrinsecas de la enzima, asi
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como de las herramientas y/o recursos disponibles para el proceso de purificacion
(Roberts, 1995).

1.7.1.2 APLICACION DE LA BIOCATALISIS A LA MANUFACTURA INDUSTRIAL DE MOLECULAS
QUIRALES

La utilizacion de catalizadores biolégicos (i.e. enzimas o células completas) ha ido
mas alla de las fronteras de los tubos de ensayo en el laboratorio, para llevarse al
nivel industrial. Ejemplos palpables se observan en la agricultura, en el area
alimenticia para la manufactura de alimentos y bebidas, y en la preparacion y
limpieza de textiles. Por otro lado, los catalizadores biologicos juegan un papel muy
importante en quimica analitica, donde las enzimas son utilizadas para estimar los
niveles de metabolitos en el diagndstico y terapia de las enfermedades (Weetall,
1973; Mazid, 1993; McCoy, 1999).

En la industria quimica la biocatalisis se concibe como el medio para obtener ya sea
pequefias moléculas Opticamente activas o quirales que sean productos
farmacéuticos o intermediarios en la sintesis de farmacos. Grandes moléculas tales
como antibioticos y proteinas terapéuticas también son producidas biolégicamente
(McCoy, 1999).

En la produccion de moléculas pequefas, dos tipos principales de biocatalizadores
son utilizados: transformacion de las moléculas dentro de celulas completas (las
cuales pueden ser vivas o muertas) y conversion de moléculas con enzimas
aisladas. Ambos procesos utilizan enzimas, en el primero las enzimas permanecen
en el interior de las células, mientras que en el segundo, éstas son separadas y
purificadas (McCoy, 1999).

Estas reacciones enzimaticas se agrupan en dos amplias categorias: aquellas que
resuelven mezclas racémicas y las que dan derivados asimétricos a partir de
precursores proquirales o racémicos. Generalmente las resoluciones enzimaticas
son realizadas con enzimas aisladas, mientras que la sintesis asimétrica requiere la
presencia de cofactores, haciendo que se tienda al uso de células completas. Las
resoluciones de los racematos basadas en enzimas aisladas son simples y su curso
es similar al de las reacciones con los catalizadores tradicionales. Entre las
desventajas podemos citar el bajo rendimiento y el escaso avance de la sintesis
total. Ejemplos de resolucion en la industria farmacéutica incluyen la producciéon por
DSM Andeno de intermediarios para diltiazem y captopril. ChiroTech produce un
isomero del ibuprofen y la (-)lactama para el abacavir, mientras que BASF produce
aminas Opticamente activas usando a la lipasa en solventes organicos (McCoy,
1999).

La utilizacion de células completas constituye un proceso mas complejo, cuyo
proposito dual es introducir quiralidad y realizar una sintesis de multietapas. La
compania Zeneca produce un intermediario quiral para que Merck produzca la droga
dorzolamida contra el glaucoma, mientras que NSC Technologies realiza la
produccién de L-fenilalanina para productos diversos (McCoy, 1999).

La introduccion de quiralidad es un factor que se encuentra asociado a las
cualidades de las biotransformaciones, pero también existen casos en donde lo
importante es producir moléculas aquirales porque su sintesis quimica seria muy
dificil. Un ejemplo lo constituye la conversion de 2,5-dimetilpirazina a acido 5-metil-2-
pirazincarboxilico, intermediario de la glipizida, usando un microorganismo que crece
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en p-xileno. En otro proceso se esta produciendo acido 5-hidroxipirazincarboxilico en
un solo microorganismo que realiza dos pasos quimicos, éste compuesto es un
intermediario para la sintesis de una droga contra la tuberculosis que aun se
encuentra en estudios clinicos (McCoy, 1999).

1.7.1.3 ENZIMAS INMOVILIZADAS DEFINICION Y CLASIFICACION

De acuerdo a lo establecido en la Primera Conferencia sobre Ingenieria Enzimatica
(1971), las enzimas inmovilizadas son enzimas que se encuentran fisicamente
confinadas o localizadas en un microambiente con retencidbn de sus actividades
cataliticas y que pueden ser utilizadas en forma repetida y continua (van Beybum,
1980; Kennedy et al., 1988; Chibata, 1978). Por lo tanto las enzimas modificadas a
una forma insoluble en agua bajo técnicas especificas satisfacen ésta definicion.

‘ Enzimas

mo{iif{cadas naﬁivas

enzimas inmovilizadas

atrapadas enlazadas
I r |
matriz microencapsuladas absorbidas enlazadas covalentemente

Figura 8. Clasificacion de las enzimas inmovilizadas (Chibata, 1978).

En ésta reunion no solamente se establecié la definicién de enzimas inmovilizadas,
sino que también se propuso su clasificacion, tal como se muestra en la Figura 8.
Para que las enzimas sean consideradas en la practica como catalizadores se deben
considerar tres formas: 1) forma soluble, 2) forma soluble inmovilizada y 3) forma
insoluble inmovilizada. Los dltimos dos términos se agrupan en otro denominado
enzima inmovilizada (Chibata, 1978).

1.7.1.3.1 SELECCION DEL SOPORTE

Los componentes que integran un sistema enzimatico inmovilizado son la enzima, el
soporte y el método de union, pero factores tales como pH, viscosidad, fuerza idnica,
presion, agitacion, cofactor, sustrato y remocién del producto, pueden afectar su
eficiencia catalitica. La evaluacion del sistema final debera realizarse en funcién de
la suma del costo de las contribuciones del componente individual contra el valor de
la eficiencia del sistema. Al realizar la seleccion del soporte, propiedades tales como
la morfologia, contribuciones de superficie, composicion y regeneracion deben ser
asignadas, puesto que todas ellas contribuyen de manera sinérgica en la actividad
enzimatica (Sharma et al., 1982; Cao et al., 1996).

N
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1.7.1.3.2 METODOS DE INMOVILIZACION

Se han utilizado una amplia variedad de materiales como soportes, principalmente

sélidos en forma de esferas, asi como también membranas y fibras. En algunos

casos, también se han utilizado soportes solubles en agua como el dextrano

(Sharma et al., 1982; Cao et al., 1996; Mosbach, 1980, Mazid, 1993; Chibata, 1978).

Usualmente las enzimas se encuentran inmovilizadas en estos soportes por

cualquiera de las cuatro formas siguientes:

a) unién covalente;

b) atrapamiento dentro de un gel o (micro)-encapsulacion dentro de membranas
semipermeables;

¢) adsorcion, incluyendo enlazamiento hidrofébico o de afinidad;

d) enlaces a agregados insolubles.

Métodos de inmovilizacidn enzimatica

enlazadas al soporte entrecruzamiento atrapamiento

J

qurcién enllﬂe enla;IE maerz microcapsula

ionico covalente
CLECS

Figura 9. Clasificacion de los métodos de inmovilizacién (Chibata, 1978).

1.7.1.4 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA INMOVILIZACION

Dentro de las ventajas de las enzimas inmovilizadas podemos mencionar el alto
periodo de vida media, facilitando la posibilidad de utilizarlas repetidamente (debido
en parte a su estabilidad creciente), ausencia de contaminacion del producto final
con el catalizador, posibilidad de aplicar procesos de flujo continuo, reduccion de
desechos y disminucion de los costos de energia y mano de obra, factores que
favorecen la adopcién e implementacion de ésta tecnologia por parte de las
empresas (Cao et al., 1996). Dentro de las desventajas se encuentran la disminucién
de la actividad enzimatica, cambios en la especificidad del sustrato, y baja
transferencia de masa como resultado de los fendmenos de difusién causados por
las caracteristicas propias del polimero (Kennedy et al., 1988).
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1.7.1.5 APLICACIONES PRACTICAS DE LAS ENZIMAS INMOVILIZADAS

A la fecha existen varios procesos industriales que utilizan la tecnologia de enzimas
inmovilizadas para la produccién a gran escala de productos como la glucosa, jarabe
fructosado, L-aminoacidos y el anillo penicilanico utilizado como base para la
produccion de penicilinas semisintéticas (Weetall, 1973; Chibata, 1978).

1.7.1.6 FACTORES QUE AFECTAN SU APLICACION INDUSTRIAL

Antes de utilizar un sistema inmovilizado en la industria (enzimatico o celular), deben
considerarse los siguientes factores: 1) costo de los soportes o reactivos para la
inmovilizacion de enzimas o células microbianas; 2) actividad de la enzima
inmovilizada y rendimiento comparado con la enzima nativa o células intactas; 3)
estabilidad de la enzima inmovilizada o células inmovilizadas durante la operacion;
4) regeneracion de la enzima inmovilizada deteriorada o de células microbianas
después de largos periodos de operacion; 5) coinmovilizacion de cofactores en caso
necesario, 6) compatibilidad de la enzima o célula con el soporte, y el efecto
hidrodinamico del medio de reaccion sobre las particulas inmovilizadas (Chibata,
1978).

1.7.1.7 UTILIZACION DE LAS ENZIMAS EN SINTESIS ORGANICA

Hacia el inicio de la década de los 70’s, el empleo de reacciones catalizadas por
enzimas (biotransformaciones) en sintesis organica habia recibido poco interés, ya
fuera a nivel de investigacion o industrial. La tendencia cambi6 considerablemente
hacia 1980, por factores tales como la creciente disponibilidad de una amplia gama
de enzimas y el conocimiento de que varias familias de enzimas son capaces de
transformar desde sustratos naturales hasta sustratos sintéticos (Kennedy et al,
1988). Asi, la utilizacion de enzimas en sintesis organica puede ser ventajosa por
varias razones:

1.- Catalizan las reacciones bajo condiciones de reaccion suaves (i.e. temperatura
37° C, presion 1 atm, pH 7.0). Las transformaciones son energéticamente eficientes
al compararlas con los procesos quimicos.

2.- Son promotoras de reacciones altamente quimioselectivas, regioselectivas y
estereoselectivas, y por su naturaleza de catalizadores quirales, son capaces de
generar compuestos opticamente activos. Caracteristicas que permiten satisfacer las
demandas de los mercados farmaceutico y agroquimico por productos épticamente
activos (evitando toxicidad innecesaria y/o dafio ecolégico)

3.- Son capaces de realizar reacciones que son dificiles o imposibles de realizar bajo
esquemas ordinarios de sintesis organica. De éste modo las reacciones enzimaticas
pueden dar lugar a nuevos intermediarios quirales o acortar una ruta de sintesis en
una secuencia sintética conocida.

4 .- Catalizadores naturales.

5.- Versatilidad para trabajar en diferentes medios de reaccion.

La sintesis organica es un area estrechamente relacionada con la tecnologia
enzimatica, ademas de su utilizacion en la resolucion de mezclas racémicas de
aminoacidos y en transformaciones de esteroides, se espera que se desarrollen mas
procesos a pequefa y gran escala para la preparacion de quimicos.
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En la tabla 1 se listan las aplicaciones de los sistemas enzimaticos inmovilizados
basada en la clasificacion de las reacciones enzimaticas, establecida por la comision
de enzimas de la IUPAC y de la Union Internacional de Bioquimica en 1972

(Chibata, 1978).

REACCION CATALITICA

ENZIMA INMOVILIZADA

PROCESC QUIMICO

Oxido-reduccion

L-aminoacido oxidasa
[-tirosinasa

A-hidrogenasa
flavoprotein oxidasa

Produccion de D-aminoacidos
Produccion de L-DOPA
Produccion de L-tirosina
Produccidn de prednisolona
N-oxidacion de drogas

Transferencia de grupos

dextransucrasa

fosforilasa
polinucledtido fosforilasa
carbamato cinasa

Produccién de fructosa rica en
dextrano

Polimerizacion de glucosa
Produccién de polinucledtidos
Regeneracion de ATP

(reacciones en sintesis asimetrica)

aspartasa
triptofanasa
D-oxinitrilasa

Hidrélisis ribonucleasa Sintesis de trinucledtidos
w-amilasa Produccion de glucosa
glucoamilasa Produccion de glucosa
celulasa Produccion de glucosa
invertasa Produccion de azicares invertidos
leucin aminopeptidasa Resolucion optica de DL-

aminoéacidos
carboxipeptidasa Resolucion dptica de DL-
aminoéacidos
papaina Hidrolisis de caseina
penicilin amidasa Produccion de 6-APA
Sintesis de penicilinas y
cefalosporinas
aminoacilasa Resolucion optica de DL-
aminoacidos
o AMP deaminasa Produccion de acido 5'-inosinico
Liasas

Produccion de acido L-aspartico
Produccion de L-triptofano
Produccion de D-mandelonitrilo

Isomerizacidn

glucosa isomerasa

Produccion de fructosa

Tabla 1. Aplicacién de las enzimas inmovilizadas a los procesos quimicos (Chibata,
1978).

El ultimo paso para la conversiébn de penicilinas y cefalosporinas a compuestos
farmacologicamente activos se realizaba por la ruta tradicional de sintesis organica.
A finales de 1994 algunas compafiias productoras de antibidticos decidieron
incorporar dentro de sus esquemas de produccion a las biotransformaciones, i.e
utilizacién de sistemas inmovilizados celulares (Baez-Vazquez y Demain, 1999) o
enzimaticos para realizar la sintesis de un compuesto especifico a partir de un
sustrato determinado; incrementando los niveles de rendimiento del compuesto
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deseado y eliminando las reacciones colaterales y formacién de subproductos,
elementos indeseables caracteristicos de las sintesis organicas. La inmovilizacion
del biocatalizador facilita la remocion del producto y permite su utilizacion en
procesos continuos. La biocatalisis ha explorado diferentes areas y al igual que los
métodos de inmovilizacion sus aplicaciones son multiples. Para el caso de la ACT se
ha descrito la extrema labilidad de la enzima (Fujisawa et al., 1977; Scheiddeger et
al., 1984; Matsuyama et al., 1992; Gutiérrez et al., 1992; Matsuda et al., 1992;
Mathison et al., 1993; Scheiddeger et al., 1985), pero no se ha estudiado su
actividad al ser inmovilizada en soportes poliméricos con el objetivo de conferirle
estabilidad y aumentar la vida media activa de la enzima, y menos aun se tienen
referencias sobre el aumento o disminucion de sensibilidad a factores intrinsecos y
extrinsecos del medio de reaccion.

En base a los antecedentes el presente trabajo propone investigar las caracteristicas
cataliticas de un sistema inmovilizado de ACT en diferentes soportes poliméricos,
con los siguientes objetivos:

Objetivo general.- Obtencion de cefalosporina C a partir de diacetilcefalosporina C
catalizada por la O-acetiltransferasa de Acremonium chrysogenum.

Obijetivos especificos

1.- Evaluacion de la actividad enzimatica en un sistema libre (in vitro).
2.- Evaluacion de la actividad enzimatica en sistemas inmovilizados.
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CAPITULO DOS

MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS

Acetil coenzima A sal trilitiada.3H,0, ditiotreitol (DTT), L-asparagina, DL-metionina,
NaS04.10H20, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), almidén, albumina sérica
bovina (BSA), alginato, polietilenimina, N,N,N",N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y
BaCl, fueron adquiridos a Sigma-Aldrich Chemical Company (Missouri, USA), el
fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF) fue comprado a Boehringer, el CaCO; fue
obtenido de Mallinckrodt Chemical Inc, (Kentucky, USA), CaCl,.2H,0 fue de Merck
Company (Germany). El reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate) fue adquirido de Bio-Rad Laboratories (CA, USA). El agar
bacteriologico, extracto de levadura, peptona de caseina, agar de sabouraud y agar
papa-dextrosa fueron de BIOXON (Estado de México, Méx); el medio YM broth fue
adquirido de DIFCO Laboratories (Michigan, USA). La sacarosa y la dextrosa fueron
adquiridas a CTR (Monterrey, Méx); KyHPQO,4, KH;PO4 KCI, MgS04.7H20,
FeS0,.7H,0, NaNO3;, MnSQ4.H,O, CaCOj; y persulfato de amonio fueron adquiridos
de PQM (Monterrey, Méx). A menos que otra cosa se especifique, todos los
reactivos utilizados en éste trabajo fueron de grado analitico. El nitrégeno liquido se
compré de Praxair (Monterrey, Méx). La agarosa de bajo punto de fusion y la
poliacrilamida, al igual que el agua (grado HPLC) para los analisis cromatograficos
fue adquirida a Fischer Chemical (New Jersey, USA). Los estdndares de
Diatilcefalosporina C y cefalosporina C fueron donados amablemente por
Antibidticos, S. A. (Leoén, Espafia).

21.2 EquipO

Centrifuga GS-15R, Beckman (California, estados Unidos). Balanza electronica
TP4KD, OHAUS + 0.01 g. Balanza analitica Mettler —Toledo. Potenciémetro 050,
Beckman. Liofilizador Freeze dry system/freezone 4.5, Labconco. Microscopio
estandar 25, Carl Zeiss. Bomba de vacio GP110-120, SAVANT Instruments Inc.
Parrilla de calentamiento Cimarec 2, Thermolyne. Vortex Genie 2 G-560, Scientific
Industries Inc. Incubadora-agitadora Innova 4000, New Brunswick Scientific
Company Inc. Cromatégrafo de liquidos HP 1100 (Alemania). Columna C18 (Luna 2)
5 p. Espectrofotometro DUMR series 600, Beckman (California, Estados Unidos).
Microcentrifuga Eppendorf 5415 C. Congelador de -80C “Ultima” 700, Revco
Scientific Inc. Congelador de —20°C Isotemp, Fisher Scientific Co. Refrigerador de
4°C lIsotemp, Fisher Scientific Co. Esterilizadora eléctrica 25X, all american
sterilizers, Wisconsin Aluminium Foundry Company, Inc. Microscopio biolégico
Vanox AHBS3.

2.1.3 CuLTIVO ' .
La cepa de Acremonium chrysogenum ATCC 48272 (Cephalosporium acremonium

C10) fue donada amablemente por el Profesor Arnold L _Demain del Fermentation
Research Laboratory, Departament of Biology, MIT, Cambridge MA, USA.
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2.2 PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1 PROPAGACION DE Acremonium chrysogenum.

Con el objetivo de mantener viable la cepa de Acremonium chrysogenum, se realizd
su propagacion en diferentes medios de cultivo, la forma de preparacion de los
medios asi como las condiciones de incubacion se listan a continuacion:

2.2.1.1 AGAR PAPA-DEXTROSA (PDA)

9.25 g de PDA disueltos en 250 mL de agua, esterilizacion a 15 psi durante 15 min y
subsecuente vaciado de cajas en condiciones estériles. Las cajas se inocularon bajo
condiciones estériles con 40 ulL de la suspension de Acremonium chrysogenum y se
incubaron a 37°C por 5 dias.

2.2.1.2 MEDIO PARA CRECIMIENTO DE HONGOS IMPERFECTOS (MCHI)

Dextrosa 0.1 g, extracto de levadura 0.1 g, agar 1.9 g disueltos en 100 mL de agua
destilada, esterilizacion a 15 psi durante 15 min y subsecuente vaciado de cajas
Petri en condiciones estériles. Las cajas se inocularon bajo condiciones asépticas
con 40 ulL de la suspension de Acremonium chrysogenum y se incubaron a
temperatura ambiente por 5 dias.

2.2.1.3 Mepio YM

2.1 g de medio YM disueltos en 100 mL de agua destilada, se esterilizaron a 15 psi
durante 15 min. A matraces de 250 mL con 50 mL del medio se adicionaron 45 plL
de la suspension de Acremonium chrysogenum y se incubaron a 27°C y 180 r.p.m.
durante 5 dias.

2.2.1.4 AGAR DE SABOURAUD

6.5 g de medio disueltos en 100 mL de agua se esterilizaron a 15 psi durante 15 min
y el vaciado de las cajas se realizd en condiciones estériles; bajo éstas condiciones
las cajas Petri se inocularon con 40 ul. de la suspension de Acremonium
chrysogenum y se incubaron a temperatura ambiente por 5 dias.

2.2.1.5 AGAR PARA PLACAS

Se prepard acorde a las condiciones descritas por Shen et al., (1986) (ANEXO SIETE),
después de 10 dias de incubacion a 25°C los tubos y las cajas Petri mostraron un
crecimiento apropiado. Se detuvo la incubacién y fueron guardados a 4°C hasta ser
empleados para el desarrollo del medio semilla.

2.2.2 PREPARACION DEL MEDIO SEMILLA NO. 1

En el medio semilla No. 1 modificado de Shen et al., (1986) (ANEXO SIETE) se redujo
la concentraciéon de almidon del 3% al 1% vy fue utilizado para desarrollar el
preinoculo para las fermentaciones en medio definido. El desarrollo del medio
semilla se inicié inoculando 70 mL de éste, en un matraz erlenmeyer de 500 mL con
una colonia de Acremonium chrysogenum cultivada en el agar en placa. La
incubacion fue realizada a 25°C en una incubadora con agitacién a 200 r.p.m.
durante 72 horas.
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2.2.3 PREPARACION DEL MEDIO DE FERMENTACION DEFINIDO

Se utilizo la composicion descrita por Shen et al., (1986) (ANEXO SIETE) el desarrollo
de éste medio se realizd por transferencia de 10 mL de medio vegetativo a 300 mL
de medio de fermentacion definido en un matraz erlenmeyer de 1000 mL. Los
matraces fueron incubados a 25°C en una incubadora con agitacion a 200 r.p.m.
durante seis dias

2.2.3.1 CRECIMIENTO

El crecimiento fue estimado por peso hiumedo. Para ello se tararon previamente
tubos eppendorf en balanza analitica, y se tomd una alicuota de 1 mL de los
matraces de fermentacion desde el inicio hasta el final de la etapa de produccion a
intervalos de 24 h, los tubos se centrifugaron a 14000 r.p.m. por 15 minutos, el
sobrenadante se descartd y los tubos se pesaron nuevamente. Por diferencia de
pesos se obtuvieron los valores que permitieron estimar el crecimiento de
Acremonium chrysogenum a medida que transcurria la fermentacion.

2.2.4 CONDICIONES PARA EL ANALISIS POR HPLC

Todos los analisis reportados en el presente trabajo fueron realizados en un sistema
de Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) Hewlett Packard equipado
con una columna Luna 5u C18 (2) (250 x 4.6 mm). Diacetilcefalosporina C y
cefalosporina C fueron usados como estandares para construir una curva de
calibracién (ANEXO D0S), utilizando como fase movil acetato de sodio 10 mM-acido
acético (pH 4.7), con un flujo constante de 1.3 mL/min a 25°C y A2s4. El volumen de
inyecciéon para todas las muestras fue de 20 pul. Ambos compuestos fueron
identificados por coelusién con muestras puras proporcionadas por Antibidticos, S.A.
Lesn, Espana.

2.2.5 NIVELES DE CEFALOSPORINA C

La produccion de CC durante la fermentacion fue monitoreada tomando una alicuota
de 1 mL de los matraces de fermentacion desde el inicio hasta el final de la etapa de
produccion a intervalos de 24 h. Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 r.p.m.
por 20 minutos y analizadas por HPLC para determinar la cantidad de cefalosporina
C producida durante la fermentacion.

2.2.6 PREPARACION DE EXTRACTOS

Los cultivos de Acremonium chrysogenum fueron incubados durante 6 dias en el
medio de fermentacion definido (Shen et al., 1986), las células se colectaron por
centrifugacion a 10,000 r.p.m. por 20 minutos a 4°C, seguido de dos lavados con
una solucion de NaCl 0.9% (Gutierrez et al., 1992) y la biomasa obtenida se congeld
a -80°C. El micelio fue liofilizado en un sistema de secado-congelado al vacio por 20
h, posteriormente fue macerado en presencia de nitrégeno liquido hasta obtener un
polvo fino que fue disuelto en el menor volumen posible de buffer. El buffer fue una
modificacion del descrito por Matsuyama et al., (1992) usando PMSF como inhibidor
de proteasas en vez de p-amidinfeniimetanosulfonilfluoruro cloruro y omitiendo Ila
adicion de 7-ACA. Los restos celulares fueron removidos por centrifugacion a 21 000
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r.p.m. a 2°C por 30 minutos, el sobrenadante fue dividido en alicuotas de 1 mL en
tubos eppendorf y almacenado a —80°C hasta su uso.

2.2.6.1 CONCENTRACION DE PROTEINA

La concentracion de proteina en los extractos celulares fue medida por el metodo de
Bradford (1976), utilizando como estédndar para la construccion de la curva de
calibracion (ANEXO UNO) albumina sérica bovina fraccion V.

2.2.7 INMOVILIZACION

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad del soporte y el extracto libre de células
conteniendo a la ACT, se procedié a inmovilizar el extracto con actividad de la ACT
en tres diferentes polimeros como se indica a continuacion:

2.2.7.1 INMOVILIZACION CON ALGINATO

La inmovilizacion con alginato se realizé en tres modalidades diferentes: 1) extracto
crudo (58.4 pg) inmovilizado en alginato al 2%, 2) extracto crudo (68.4ng) y AcCoA
inmovilizados en alginato al 2%, 3) extracto crudo (116.8 ug) y AcCoA inmovilizados
en alginato al 2%. No obstante las variantes mencionadas anteriormente, se utiliz6 el
mismo protocolo de inmovilizacién para todos los casos. Una solucién de 400 ulL de
alginato 2% se mezcld con la solucién formada por la mezcla de 150 uL de extracto
y 50 pL de AcCoA 2.5 mM. La mezcla se cargd en una jeringa de insulina de 1 mL,
con una aguja de 29 G y la formacién de las esferas se realizé6 goteando la solucion
del polimero en una solucion endurecedora en agitacién que contenia BaClz 2% con
polietilenimina 1% (aditivo utilizado para evitar que los poros se cierren durante el
proceso de endurecimiento, su utilizacion asegura que por lo menos un porcentaje
del 70-80% de los poros se mantenga abierto después de haber curado las
particulas y de ésta forma haya una difusion adecuada de los componentes de la
mezcla de reaccion) (Park et al., 1995). El tiempo de curado fue de 3 horas. Bajo las
condiciones descritas anteriormente se obtuvieron en promedio 30 esferas de
alginato, con un diametro aproximado de 3-5 mm y un contenido de proteina de 1.95
ug/esfera.

2.2.7.1.1 CICLOS DE REUTILIZACION CON ALGINATO

Se siguio el protocolo de inmovilizacién descrito en el apartado 2.2.7.1, la mezcla de
extracto (58.4 nug) y AcCoA 2.5 mM (50 uL), se inmovilizé en 400 uL de alginato al
2% vy las esferas se sometieron a reaccion bajo condiciones estandares (2.2.8.2)
deteniendo ésta después de 1 h de incubacion (un ciclo de actividad = 1 hora de
reaccion). El producto fue retirado de la mezcla y las esferas se lavaron dos veces
con agua destilada, antes de ser agregadas nuevamente a otro tubo eppendorf y
realizar otro ciclo bajo las condiciones descritas previamente (2.2.8.2). El producto
de reaccion de cada corrida experimental se analizé por HPLC, hasta completar un
numero total de 8 ciclos.
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2.2.7.2 INMOVILIZACION CON AGAROSA

Una mezcla de 150 plL de extracto (58.4 pg) y 50 pL de AcCoA 2.5 mM, fue
inmovilizada en 400 uL de agarosa de bajo punto de fusion, utilizando aceite de
cartamo para facilitar la formacion de las esferas; mismas que fueron separadas del
aceite por centrifugacion a 4°C y 800 r.p.m. y lavadas dos veces con agua destilada
hasta eliminar el exceso de éste. Se obtuvieron en promedio 120 esferas de 1-2 mm
de diametro con un contenido de proteina de 0.48 pg/esfera.

2.2.7.3 INMOVILIZACION CON POLIACRILAMIDA

Una mezcla de 150 uL (58.4 npg) de extracto y 50 puL de AcCoA 2.5 mM, fue
inmovilizada en 1 mL de poliacriiamida. La mezcla se purgd con nitrébgeno y
posteriormente se le agregdé persulfato de amonio y TEMED para iniciar la
polimerizacion. Una vez obtenidos los geles (la concentracidén de poliacrilamida fue
del 10%), estos se cortaron en cuadros pequefios de aproximadamente 3 mm por
lado, obteniendo 106 cuadros de 3x3 mm en promedio con un contenido de proteina
de 0.547 ug /cuadro.

2.2.8 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA O-ACETILTRANSFERASA

2.2.8.1 CARACTERIZACION DEL SISTEMA LIBRE

La actividad enzimatica fue cuantificada modificando el ensayo descrito por Gutiérrez
et al., (1992), utilizando 58.4 ng de proteina, 50 uL de buffer de fosfatos 50 mM (pH
7.0), 25 uL de MgS0O4 5 mM, 50 puL de AcCoA 5 mM, 50 pL de DAC a dos niveles
diferentes (2.5 mM=960 ppm y 5 mM=1920 ppm) segtin el caso, temperatura 37 °C y
tiempo de reaccion de 30 min. La mezcla de reaccion fue enfriada a 4°C por 10
minutos y centrifugada a 14 000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se
analizo por HPLC. El volumen total de la reaccion fue de 325 ul.

2.2.8.2 CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS INMOVILIZADOS

Se realiz6 modificando el ensayo descrito por Gutiérrez et al., (1992), utilizando 200
uL de buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0), 50 pL de AcCoA 2.5 mM, 25 uL de MgSO;,
5 mM, 50 pul de DAC 2.5 mM, y 58.4 ng de concentracion total de proteina en los
respectivos sistemas inmovilizados, a una temperatura de 37 °C, el tiempo de
reaccion fue de 1-5 h. La mezcla de reaccion fue enfriada a 4°C por 10 minutos y
centrifugada a 14,000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se analizé por
HPLC. El volumen total de la reaccién fue de 325 ul. Para cada uno de los sistemas
se corrid en paralelo un lote con el sistema libre.
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2.2.9 ANALISIS MICROSCOPICO

Con el objetivo de analizar las caracteristicas microscopicas del micelio y de los
sistemas inmovilizados, se disefid un analisis para observar las caracteristicas de
ambos sistemas. Para todos los casos, la muestra en cuestion (i.e. esfera de
alginato, esferas de agarosa, cuadro de poliacrilamida o micelio de Acremonium
chrysogenum) se puso en contacto con una gota de glicerol y se observd al
microscopio utilizando la Optica de Nomarski, util para analizar objetos transltcidos.
Los analisis se realizaron utilizando un microscopio biologico Vanox AHBS3, con el
objetivo de 40X.
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CAPITULO TRES

RESULTADOS

3.1 PROPAGACION DE Acremonium chrysogenum.

Con el objetivo de realizar la propagacion y activacion de la suspension de
Acremonium chrysogenum, |la siembra del microorganismo se realizd en diferentes
medios de cultivo, los resultados se muestran en la Tabla 2.

‘MEDIO ~|CONDICIONES INCUBACI6N  |[DESARROLLO
|Agar papa-dextrosa® ~ [5diasa 37°C + ]
Medio MCHI® 3 dias a 25°C E

'Medio YM (liquido) |3 diasa 25°Cy 200 r.p.m. + )}
Agar de Sabouraud® ~ |3diasa 25°C | 44+ B
|Agar dextrosa-peptona” — [3diasa 26°C 44+ -

| Agar para placas’ ~ |6diasa25C - ]

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados para evaluar la éptima propagacion y
activacion de Acremonium chrysogenum.

° Desarrollo lento.

Desarrolio alto.
“El crecimiento de las colonias alcanzo6 en promedio 3-7 mm,
® El crecimiento observado por las colonias fue de 13-15 mm.

Los resultados de la tabla anterior muestran que los medios que permiten una
adecuada propagacion del hongo son el agar dextrosa y peptona, el agar de
Sabouraud y el agar para placas. En la tabla 2 se indican las caracteristicas
morfologicas del crecimiento del hongo en agar para placas, mientras que en la
Figura 10 se aprecia la morfologia del hongo en caja Petri previamente descrita.
En la Figura 11 se muestra una micrografia de Acremonium chrysogenum tomada
con un Microscopio Olympus Vanox AHBS3 utilizando la 6ptica de Nomarski.
Acremonium chrysogenum presenta un crecimiento caracteristico en los medios
de cultivo suministrados con metionina, la cual favorece la formacién de
artrésporas mismas que han sido implicadas con los maximos niveles de
produccién de B-lactamas. En ésta fotografia puede apreciarse el engrosamiento e
hinchamiento  del micelio, fendbmeno asociado a los cambios morfoldgicos
desarrollados durante la produccion de p-lactamas, la fotografia fue tomada al
micelio cultivado en el medio de fermentacion definido (ANEXO SIETE) durante seis
dias.
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|Forma Circular irregular

‘Tamano T ~ | Didmetro aproximado 15 mm

‘Color Marfil

e : DerEiE

Superficie B Rugosa

Aspecto - Seco - |
Luz transmitida Opaca _
'Cuz refiejada Mate - _
"Elevacion Convexa R
'Consistencia Dura B

Tabla 3. Caracteristicas morfologicas de Acremonium chrysogenum en agar para
placas. Las cajas Petri con Acremonium chrysogenum fueron incubadas por 10
dias a 25°C, después de éste periodo la colonia presenta forma circular e irregular,

con superficie rugosa y elevacion convexa.

Figura 10. Caja de Acremonium chrysogenum cultivada en agar para placas. La
incubacién se realizd por 10 dias a 25°C, al cabo de los cuales se observa una
colonia de superficie rugosa y convexa con didmetro aproximado de 15 mm.
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Figura 11. Micrografia del miceiio ae Acremonium chrysogenum cultivado por seis
dias en medio de fermentacion definido a 25°C y 200 r.p.m. (Nomarski 40X).
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3.2 FERMENTACION

Desde su descubrimiento como productor de CC, Acremonium chrysogenum ha
sido objeto de numerosos estudios en el desarrollo de medios de cultivo, que
permitan incrementar los niveles de produccion de CC, y en el caso de estudios
enzimaticos, obtener los mayores niveles de la enzima en estudio. De éste modo,
los avances realizados con herramientas de Biologia Molecular como los hechos
en el &mbito de fermentacion, han permitido establecer el medio, condiciones de
cultivo y el periodo de incubacién optimo en la fase de fermentacion para
encontrar los maximos niveles de |la enzima deseada.

Los niveles de CC maximos detectados por Mathison et al., (1993) al realizar la
fermentacién de Acremonium chrysogenum fueron de 0.625 mg/mL, mientras que
los obtenidos en éste trabajo fueron de 0.153 mg/mL, con un tiempo de incubacion
de 144 h (6 dias), siguiendo las condiciones descritas por Shen et al., (1986)
(ANEXO SIETE).

En el caso especifico de la ACT, reportes previos (Matsuyama et al., 1992;
Gutiérrez, et al., 1992) indican haber encontrado diferencias en la actividad
catalitica de la ACT detectada a partir de las 96 h de fermentacién. Los niveles de
actividad reportados por Matsuyama fueron de 25.7 unidades totales, mientras que
los reportados por Gutiérrez fueron de 1.85 unidades totales. El nivel maximo de
actividad encontrado en el trabajo fue de 4.069 x 107 unidades totales, dichos
valores podrian ser el resultado de la inestabilidad de la enzima asi como de la
impureza del extracto que contiene a la ACT. :
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BIOMASA (g) (w/w)

3.2.1 NIVELES DE BIOMASA

La determinacién de los niveles de biomasa se realizd acorde a la forma descrita
en la seccion de materiales y métodos (2.2.3.1), y los resultados se aprecian en la
Figura 12.

0.16
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0.12

0.1
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TIEMPO (h)

Figura 12. Niveles de biomasa producidos durante la fermentacién de
Acremonium chrysogenum.
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3.2.2 NIVELES DE CC

Con el objetivo de analizar la correlacion entre el crecimiento (1) y los niveles de
CC producidos durante la fermentacion de Acremonium chrysogenum, ambas
determinaciones se evaluaron de manera paralela, la cuantificacion de los niveles
de CC se realizoé por HPLC'. En la Figura 13 puede apreciarse el aumento en los
niveles de CC conforme transcurria el tiempo de fermentacién, obteniendo un nivel
maximo de CC de 153.12 ppm a 144 h de cultivo. Este incremento coincide
perfectamente con la fase estacionaria del cultivo (idiofase), la cual indica una
productividad mayor de CC como resultado de la presencia de la ACT en la ruta
de biosintesis correspondiente; quedando manifiesta la naturaleza de metabolito
secundario o idiolito por parte de ésta al ser producida durante la fase estacionaria
de crecimiento del hongo.

1580

140
120

100

CC (ppm)

80
&0

40

0 20 40 G0 80 100 120 140 160 180

TIEMPQ (h)

Figura 13. Niveles de CC producidos durante la fermentacion de Acremonium
chrysogenum.

" En todos los casos, las muestras de CC se identificaron por coelusién con un estandar y la cantidad
producida se calcul6 utilizando la curva de calibracién (ANEXO DOS) correspondiente.
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3.3 ENSAYOS ENZIMATICOS

De manera tradicional los procesos para la produccion de antibidticos B-lactamicos
continlian realizandose por fermentacién, seguidos de transformacién quimica
ulterior. En las secciones siguientes se describen las formas bajo las cuales se
realizd la determinacion de la actividad de la ACT.

3.3.1.1 SELECCION DEL NIVEL OPTIMO DE PROTEINA

Por ser la ACT una enzima limitante en la conversion de DAC a CC, su actividad
ha sido estudiada desde multiples enfoques y se tienen descritas diferentes
condiciones para la realizaciéon de los ensayos de actividad de ésta. El analisis se
inicio siguiendo las condiciones reportadas por Gutiérrez et al., (1992), pero antes
de proceder a la realizacién de los ensayos como tal, se determind la
concentraciéon de proteina presente en el extracto (2.2.6.1), y se realizd la
seleccion de la concentracion de proteina bajo fa cual se alcanzaban los niveles
mas altos de produccién de CC.

Para realizar la selecciéon de la concentracién de proteina éptima, se realizaron
ensayos enzimaticos utilizando las siguientes condiciones de reaccion: buffer de
fosfatos 50 mM (pH 7.0), sulfato de magnesio 5 mM, AcCoA 5 mM, DAC 5§ mM y
una concentracién de proteina variable desde 0 hasta 58.6 pg.

En la Figura 14 se observa el perfil de produccién de CC con diferentes
concentraciones de proteina, bajo las condiciones descritas en el parrafo anterior
los maximos niveles de CC fueron producidos al utilizar una concentracion de
proteina total de 58.412 ug, misma que se utilizd en los experimentos posteriores,
incluyendo los de inmovilizacion. En la Figura 15 se observan los porcentajes de
conversién para las diferentes concentraciones de proteina. Los niveles maximos
de CC y de porcentajes de conversion fueron obtenidos al utilizar una
concentracion total de proteina de 58.4 pug.
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Figura 14. Niveles producidos de CC a diferentes concentraciones de proteina
(ACT en el extracto).
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Figura 15. Porcentajes de conversion de CC variando las concentraciones de
proteina (ACT en el extracto).
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CC (ppm)

3.3.1.2 SELECCION DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

La seleccion de la concentracion optima de sustrato (Tabla 4) se realizd tomando
como base los resultados obtenidos sobre los niveles de actividad enzimatica.
Definiendo como unidad enzimatica la cantidad de enzima necesaria para realizar
la conversion de 1 umol de DAC a CC por minuto en las condiciones estandares
de reaccion (2.2.8.1). Los resultados se analizaron en funcién de los niveles de CC
producida v de los porcentajes de conversion.

[ SUSTRATO (mM) [  CC(ppm) | CONVERSION (%) |
25 | 11092 L 11.%2
5.0 | 14178 | 7.62
15 171.57 6.14
100 | 19563 5.256
| 125 @ | 21517 4626 |

Tabla 4. Niveles de CC y porcentajes de conversion con diferentes
concentraciones de sustrato.

240

160 .

1] 2 4 1] 8 10 12
DAC (mM)

Figura 16. Niveles de CC producidos por la ACT con diferentes concentraciones
de sustrato.
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Como puede observarse en la Figura 16, la actividad catalitica de la ACT es
dependiente de la concentracion de sustrato (DAC 0-12.5 mM) y los niveles de CC
ascienden gradualmente conforme se incrementa la concentracion de sustrato.

No obstante los maximos niveles de CC se alcanzan con la concentracion mas
alta de sustrato utilizada (DAC 12.5 mM), como puede verse en la Figura 17, el
mayor porcentaje de conversidén se obtiene con la concentracion mas baja de
sustrato (DAC 2.5 mM) (Figura 18 y Tabla 4), y decrece conforme aumenta la
concentracion de sustrato, presentando un perfil totalmente opuesto al de los
niveles de CC. A lo largo del trabajo, la concentracion de sustrato utilizada fue de
2.5 mM, concentracion responsable de los niveles mas altos de conversién de
DAC a CC.

&1
. | conve S por on di
0 .
25 5 75 1d 12.5

DAC (mM)

CONVERSION (%)

£~

%]

Figura 17. Porcentajes de conversion de CC producidos por la ACT con diferentes
concentraciones de sustrato.
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En la Tabla 5 se muestran los datos de los reciprocos de las velocidades y de las
concentraciones de sustrato, para calcular los parametros cinéticos del sistema
libre con variaciéon en la concentracion de sustrato. En la Figura 18 se presenta la
grafica de Lineweaver-Burk para el mismo sistema. Los datos experimentales
generaron los siguientes parametros cinéticos: Vmax=8.56 mol.it".min”’,
Km=3.43x10" mol.lt", Kcat=2.21 min™ y especificidad de 643.23 min™.

S S | A—
e - 1{ R

02 L@_ I
0133 . Joars I
0.1 o - 10.153

10.08 B - 10.139

Tabla 5. Reciprocos de la concentracion de sustrato y velocidad para calcular la
velocidad maxima y la Km utilizando la ecuacion de Lineweaver-Burk.

0.3

-0.5 0.4 0.3 0.2 01 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
-0.08
175

Figura 18. Grafica de Lineweaver-Burk con sustrato variable y concentracion de
proteina constante.
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3.3.1.3 PERFIL DE LA ACT EN EL SISTEMA LIBRE

La caracterizacion de la ACT con el sistema libre se realizé bajo condiciones
estandares de reaccién (2.2.8.1), obteniendo los siguientes parametros cinéticos:
velocidad maxima aparente Vmaxp)=5.89x10° mol.lt ".min" y Kcat=0.757 min™", al
analizar la Figura 19 observamos el perfil enzimético de la ACT en el sistema libre,
mismo que sigue el clasico comportamiento descrito por el modelo de Michaelis-
Menten, alcanzando la velocidad maxima al cabo de las tres horas de reaccion.

400

CC (ppm)

200

100

0 1 2 3 4 5
TIEMPO (h)

Figura 19. Perfil de la actividad enzimatica de la ACT en el sistema libre a
diferentes periodos de incubacion.
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3.3.2 INMOVILIZACION: ANALISIS PRELIMINARES

Para evaluar la funcionalidad y compatibilidad del soporte y el extracto libre de
células conteniendo a la ACT, se procedid a inmovilizar el extracto con actividad
enzimatica en tres diferentes polimeros como se indica (2.2.7.1, 2.2.7.2, 2.2.7.3).
En forma preliminar se procedié a evaluar el efecto de la coinmovilizacion del
extracto conteniendo a la ACT en presencia de AcCoA sobre los niveles de
actividad catalitica de ésta, empleando alginato como soporte polimérico. La
inmovilizacion se realizd en tres modalidades diferentes: 1) extracto crudo
inmovilizado en alginato al 2%, 2) extracto crudo y AcCoA (2.5 mM) inmovilizados
en alginato al 2%, 3) extracto crudo (proteina 116.8 ng) y AcCoA (2.5 mM)
inmovilizados en alginato al 2%. Los resultados se observan en la Tabla 6, los
mayores niveles de CC se obtuvieron al coinmovilizar el extracto con una
concentracion de proteina de 116.8 pg con la AcCoA, produciendo 105.96 ppm y
un porcentaje de conversion de 11.39%, superando apreciablemente los
resultados obtenidos al inmovilizar Unicamente el extracto.

[SISTEMA | CC (ppm) | CONVERSION (%) |
|Extracto (A) | 7345 B L B
Extracto (B) AcCoA | 81.77 o 879 4‘
Extracto (C) + AcCoA | 105.96 - |11.39 -

Tabla 6. Niveles de CC y porcentajes de conversion al realizar la inmovilizacion de
extracto con tres variantes diferentes en alginato como soporte. Donde A y B=58.4
ng, C=116.8 pg.
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3.3.2.1 PERFIL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA INMOVILIZADA EN ALGINATO

El alginato fue el primer polimero analizado durante el presente estudio. Los
parametros cinéticos obtenidos para éste sistema son V=5.359x10° mol.it"*.min"’ y
Kcat=0.687 min'. Se observa un perfil descendente al transcurrir el tiempo de
reaccion en la Figura 20, donde se aprecia como los niveles de CC tienden a
mantenerse constantes a lo largo de la reaccién, no obstante la disminucién
presentada en algunos puntos.
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Figura 20. Perfil de la ACT en el sistema inmovilizado con alginato.
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CC (ppm)

3.3.2.2 PERFIL DE LA ENZIMA INMOVILIZADA EN AGAROSA

La agarosa fue otro de los polimeros utilizados durante el presente estudio, la
reaccion se realizd bajo condiciones estandares, los parametros cinéticos
obtenidos para éste sistema son V=2.18 x 10° mol.lt*.min" y Kcat=0.28 min™. En
la Figura 21 se observa el perfii enzimatico para el extracto inmovilizado en
agarosa a pesar de que existen fluctuaciones en los niveles de CC a lo largo de la
reaccion, el perfil de la enzima se estabiliza conforme transcurre el tiempo de
reaccion.

60 L

40

20

0 1 2 3 4 5
TIEMPO (h)

Figura 21. Perfil de la ACT en el sistema inmovilizado con agarosa.
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3.3.2.3 PERFIL DE LA ENZIMA INMOVILIZADA EN POLIACRILAMIDA
A diferencia de los otros sistemas, en reacciones efectuadas con
microcroparticulas de poliacrilamida no se detect6 CC inmovilizando 58.4 ug de
proteina, por lo cual los niveles de proteina se tuvieron que duplicar (116.8 ng). En
la Figura 22 se aprecia como ésta dosis de proteina muestra una actividad muy
notoria que incrementa linealmente a partir de la segunda hora de incubacién y
continda aumentando mas alla de las cinco horas de incubacién. Los parametros
cinéticos obtenidos fueron V=3.68x10°mol.Ilt ".min™" y Kcat= 0.473 min™".

CC (ppm)

40
30

20

] 1 2 3 4 5
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Figura 22, Perfil de la ACT en el sistema inmovilizado con poliacrilamida.
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3.3.4 ANALISIS DEL SISTEMA INMOVILIZADO

Al analizar los niveles de CC obtenidos con los diferentes soportes utilizados para
la inmovilizacién, se selecciond al alginato como el polimero a emplear para la
realizacion de experimentos de reutilizacion. Puesto que fue en éste donde se
detectaron los mayores niveles de CC a lo largo de la reaccion (133.46 ppm valor
maximo), en contraste con los obtenidos con agarosa (60.32 ppm valor maximo) y

poliacrilamida (91.78 ppm valor maximo).

CC (ppm) Conversion (%)
Tiempo (h)

L G P* L G P*
1 13346 5449 6479 1435 585 6.96
2 12029 47.37 7135 1293 5.09 767
3 12246 5446 7748 1316 585 8.33
4 109.60 5526 84.56 11.78 594 9.09
5 114.04 60.32 91.78 1226 648 9.86

Tabla 7. Niveles de CC y porcentajes de conversion de los diferentes soportes
utilizados para la inmovilizacion; donde L=Alginato, G=Agarosa y P =Poliacrilamida

(proteina 116.8 ng).
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3.3.5 CICLOS DE UTILIZACION DEL SISTEMA INMOVILIZADO EN ALGINATO AL 2%

El alginato fue el sistema seleccionado para realizar estudios sobre el perfil de la
enzima realizando ciclos de reutilizacion® (2.2.7.1.1). El perfil enzimatico para el
sistema se muestra en la Figura 23, mientras que en la Figura 24 se observan los
porcentajes de conversion. Al finalizar el experimento se detectaron porcentajes
de actividad del 44.5-61 %.

0 1 2 3 4 5 f T &

NUMERO DE CICLOS

Figura 23. Ciclos de utilizacion del sistema inmovilizado en alginato.

2 3e siguié el protocolo de inmovilizacion descrito en el apartado 2.2.7.1, la mezcla de extracto
(58.4 ug) y AcCoA 2.5 mM (50 nL), se inmovilizd en 400 pL de alginato al 2% y las esferas se
sometieron a reaccién bajo condiciones estandares (2.2.8.2) deteniendo ésta después de 1 h de
incubacion (un ciclo de actividad = 1 hora de reaccién). El producto fue retirado de la mezcia y las
esferas se lavaron dos veces con agua destilada, antes de ser agregadas nuevamente a otro tubo
eppendorf y realizar otro ciclo bajo las condiciones descritas previamente (2.2.8.2). El producto de
reaccion de cada corrida experimental se analizé por HPLC, hasta completar un nimero total de 8
ciclos.

44



CONVERSION (%)

35

2
2 I I
1
0 I . . -
1 2 3 4 2 6 7 8

NUMERO DE CICLOS

n

[

(%]

=]

[4.]

Figura 24. Porcentajes de conversion en el sistema inmovilizado en alginato.

No obstante la labilidad descrita para la acetiliransferasa, se detectd actividad
enzimatica en los dos sistemas utilizados en la investigacion. Para el caso de la
inmovilizacién de la enzima en diferentes soportes poliméricos, existen algunas
explicaciones postuladas sobre las causas de los altos o bajos niveles de actividad
enzimatica en dichos sistemas.
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CAPITULO CUATRO

DISCUSION DE RESULTADOS

La bioconversion de DAC a CC es la ultima reaccién en la biosintesis de CC en
Acremonium chrysogenum y ésta reaccidon es catalizada por la ACT. Fujisawa en
1975 fue el primero que detecté su actividad en extractos de Acremonium
chrysogenum mientras que los primeros estudios bioquimicos sobre ia purificacion
y caracterizacion parcial de la enzima fueron reportados por Scheiddeger et al.,
(1985) y posteriormente Matsuyama et al., (1992) purificé la enzima de una cepa
de utilizacion industrial realizando también algunos ensayos enzimaticos.

Tomando en cuenta estos antecedentes y la escasa investigacion realizada para
describir su comportamiento a nivel de extracto en diferentes sistemas de
reaccion, en el presente trabajo se ha investigado y contrastado el
comportamiento catalitico de la enzima en un sistema libre y en un sistema
inmovilizado empleando diferentes soportes poliméricos para el atrapamiento de la
enzima.

A lo largo de la investigacion se trabaj6é con extracto y en la reaccién se mantuvo
constante la concentracion de proteina (58.4 ug) y la concentracién de sustrato
(2.5 mM) para ambos sistemas. Para realizar la seleccion del nivel 6ptimo de
proteina, la reaccién se efectud variando fa concentracion de proteina desde
19.126 pg hasta 58.6 pg manteniendo constante la concentracion de sustrato
(DAC 5.0 mM) y seleccionando como valor éptimo una concentracion de proteina
de 58.412 pg, concentracion que produjo los mayores niveles de CC (176 63 ppm)
y porcentajes de conversién (9.5%).

La caracterizacion parcial de la enzima (Figura 16) y la seleccion de la
concentracion de sustrato se realizaron de manera paralela, en éste experimento
se utilizaron concentraciones de DAC de 2.5-125 mM y los volimenes de la
mezcla de reaccion se mantuvieron constantes a lo largo de la reaccion: buffer de
fosfatos (50 mM, 50 puL y pH 7.0), MgSO4 5 mM (25 pl) y concentracion de
proteina (58.4 ng), las muestras se incubaron a 37°C por 30 minutos. El nivel de
sustrato productor de los mayores niveles de conversion fue DAC 2.5 mM (930

ppm), concentracion utilizada para el resto de los experimentos incluyendo los de
inmovilizacion. Bajo eéstas condlc:lones se obtuvieron los siguientes parametros
cinéticos: Vmax=8.56 mol.It *.min” Km= 34»37X1O3 mollt!, Kcat=2.21 min™ y
especificidad Kcat/Km=668.57 mol.lt .min”', estos parametros sugieren que la
enzima sigue el comportamiento clasico descrito por la ecuacion de Michaelis-
Menten, comportamiento que coincide con el descrito previamente por Matsuyama
et al., (1992).
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El valor de la constante de Michaelis es pequefio, parametro indicativo de la
afinidad de la ACT por el sustrato (DAC), los valores obtenidos para la constante
de catalisis no fueron de la magnitud esperada (i.e arriba de 10° o mayores), factor
que puede encontrarse en asociacion con un bajo numero de colisiones entre el
sitio activo de la enzima y el sustrato, haciendo que la formacién de los complejos
enzima-sustrato sea esporadica y no con la frecuencia y rapidez que pudiera
esperarse. Factores determinantes en los valores de las constantes cinéticas de la
enzima fueron: su extrema labilidad fuera del ambiente celular y el propio sistema
in vitro ya que se esta tratando de simular el microambiente en el cual se
encuentra inmersa la enzima en condiciones naturales.

Partiendo estrictamente del objetivo de la investigacion, la conversion de DAC a
CC es una reaccion unimolecular porque Unicamente se involucra una especie
dentro de los reactantes (DAC) para llegar a la obtencién del producto (CC),
siendo una reaccion de primer orden con respecto a la concentracion de DAC. Sin
embargo, tomando en cuenta las caracteristicas de la reacciéon, la AcCoA es la
entidad quimica donadora del grupo acetilo y por tanto la velocidad de reaccion
también se encuentra asociada a la velocidad de formacién primero del complejo
enzima-AcCoA y después del complejo enzima-AcCoA-DAC durante el cual se
debe realizar la reaccion de transferencia del grupo acetilo de la AcCoA hacia el
sustrato (DAC). De éste modo la reaccibn podria ser de segundo orden
considerando que las dos especies (DAC y AcCoA) tienen influencia directa en la
velocidad de reaccion.

El mecanismo de acciéon de la ACT asi como los aminoéacidos que conforman los
sitios activos involucrados en catalisis no se han reportado hasta la fecha, existen
estudios sobre las caracteristicas de la acetilcolinesterasa, enzima que realiza una
funcién de transferencia del grupo acetilo (similar al de la ACT) de la AcCoA a la
colina. Estableciendo una analogia basados en lo anterior, la histidina podria
encontrarse en el sitio activo de la enzima y ser la responsable de una catalisis del
tipo acido-base de la siguiente manera: la ACT realiza la transferencia del grupo
acetilo proveniente de la AcCoA a la DAC en presencia de un cofactor como el
magnesio, cuya funcion es estabilizar la estructura terciaria de la enzima,
facilitandole la adopcién de la conformacion adecuada para realizar ésta funcion y
de un buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0) para mantener constante la fuerza idnica
del medio de reaccion, evitando cambios conformacionales de la proteina durante
el transcurso de la reaccion. El grupo acetilo con carga negativa proveniente de la
AcCoA realiza un ataque electrofilico sobre el grupo metileno de la DAC,
desplazando al grupo hidroxilo con carga negativa, ésta carga negativa es
estabilizada al unirse a uno de los nitrdgenos del grupo imidazol de la histidina.
lones metalicos presentes en el medio de reaccion tales como el magnesio,
estabilizan las cargas negativas como la del hidroxilato, fenémeno que se conoce
como catalisis electrofilica.

La inmovilizacién de enzimas forma parte del desarrollo de una nueva tecnologia
en la produccion de diversos compuestos de interés farmaceutico, sin embargo no
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existen trabajos de investigacidon previos donde se haya descrito el
comportamiento de la ACT en sistemas inmovilizados. La seleccién del soporte
polimérico se realizd6 tomando como base las caracteristicas de cada método de
inmovilizacion, decidiendo inmovilizar por el método de atrapamiento con alginato,
agarosa y poliacrilamida como soportes. En éste método la enzima se encuentra
confinada en una matriz polimérica que se entrecruza formando redes y canales, a
través de los cuales se realiza la difusion del sustrato hacia el interior de la
particula.

El primer polimero utilizado para éste estudio fue el alginato y se realizaron
experimentos preliminares al inmovilizar extracto crudo en tres diferentes
modalidades (seccion 2.2.7.1). Resultados positivos fueron obtenidos al detectar
diferentes niveles de CC en cada uno de los tres sistemas analizados: el sistema
extracto-alginato gener6é 73.45 ppm y un porcentaje de conversion de 7.89%, el
sistema extracto-AcCoA gener6 81.77 ppm y un porcentaje de conversion de
8.79%, mientras que el tercer sistema (extracto con proteina 116.8 nug) generd
105.96 ppm y un porcentaje de conversion de 11.39%. Un hecho interesante fue la
observacion de que los niveles de CC producida fueron mayores en el sistema
extracto + acetilcoenzima A inmovilizado en alginato y también en él sistema
extracto (proteina 116.8 ug) + acetilcoenzima A inmovilizado en alginato con
relacion al sistema extracto-alginato. Matsuyama et al., establecio en 1992 que el
grupo acetilo proveniente del acido 7-aminocefalosporanico ejerce efectos
estabilizantes sobre la enzima mediante la donacién del grupo acetilo. Un
fenomeno similar puede presentarse en éste caso, donde la AcCoA puede donar
el grupo acetilo a la enzima y estabilizarla, explicando de ésta manera los mayores
niveles de actividad en dichos sistemas. A lo anterior puede aunarse la mayor
homogeneidad existente en los sistemas, donde la coinmovilizacién del extracto
crudo con actividad de la ACT y la AcCoA se realizé6 mezclando previamente estos
componentes antes de realizar la inmovilizacidon en alginato. El procedimiento
anterior podria facilitar la reduccion de problemas difusionales por parte de la
AcCoA que generan bajos niveles de actividad. Sin embargo éste mecanismo aun
no ha sido comprobado y necesitan realizarse més estudios al respecto. No
obstante la labilidad descrita para ésta enzima, se detectd actividad enzimatica
con el sistema inmovilizado en alginato por atrapamiento, para cada una de las
variantes analizadas.

La seleccion de la variante utilizada para los experimentos de inmovilizacion
posteriores se realiz6 tomando como base los niveles de cefalosporina
producidos, si bien fueron obtenidos mayores niveles con el tercer sistema
(seccion 2.2.7.1), la optimizacion de reactantes llevo a la seleccion del segundo
sistema como modelo para los experimentos subsecuentes. Bajo condiciones
estandares de reaccion, se efectuaron las reacciones con extracto-AcCoA
inmovilizado en alginato (2%) variando el tiempo de reaccion de 1-5 h. Al analizar
el perfil de la enzima en éste sistema, se detect6 actividad enzimatica del 26-45%,
obteniendo mayores niveles de CC durante los primeros 60 min de la reaccién
(Figura 20). Los niveles de produccion presentan variaciones minimas a lo largo
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de los diferentes tiempos de reaccion, tendiendo a mantenerse constantes durante
el transcurso de la misma. Este fendmeno puede ser indicador de la estabilidad
del sistema, tal como puede apreciarse al analizar los resultados de productividad
del sistema libre e inmovilizado (ANEXO OCHO), donde los sistemas inmovilizados
generaron mayores niveles de productividad (alginato 13.27 ppm/min, agarosa
14.59 ppm/min y acrilamida 14.42 ppm/min) que el sistema libre (10.506 ppm/min),
demostrando que la estabilidad de la enzima es mayor en sistemas inmovilizados
que en el sistema libre; donde el tiempo de reaccion constituye un factor
determinante sobre los niveles de produccion, como lo podria constituir la
disponibilidad del sustrato y de cofactores en el medio de reaccidon. Explicando asi
los altos niveles de actividad enzimatica detectados al inicio de la reaccion donde
tanto el sustrato como ios cofactores se encuentran en exceso; contrastando con
los niveles inferiores detectados conforme transcurria la reaccién causados por la
asociacién del sustrato y cofactores a la enzima, para realizar la formacién de
producto mediante la formacidn de complejos del tipo enzima-sustrato-cofactor.

En el anexo cuatro se encuentra la micrografia de una esfera de alginato donde se
observa la morfologia externa de ésta, su analisis permite apreciar el contorno
circular de la particula asi como la presencia de una membrana externa que la
circunda en forma total, esta barrera puede ser resultado de la unién de los iones
Ba* con el alginato durante el proceso de endurecimiento y curado de la particula;
detalles sobre las caracteristicas de la red y el tamafio de poro (el promedio
general de los poros de alginato es de 15 nm) vy la existencia o ausencia de
canales que permitan una difusién adecuada del sustrato no pueden apreciarse en
ésta fotografia, por tanto estudios de microscopia posteriores seran necesarios
para permitir el analisis de las caracteristicas de la red. La estabilidad mostrada
por el sistema crea expectativas para la utilizacibn de procesos biocataliticos
inmovilizados con alginato para la produccion de CC.

Acorde a lo descrito por Seifert et al., (1997), factores tales como la viscosidad,
peso molecular y contenido de acido poligulurénico contribuyen a incrementar o
disminuir los niveles de actividad enzimatica al utilizar alginato como soporte; dado
que un polimero de alta viscosidad y elevado contenido de &cido poligulurénico
forma %eles rigidos y densos en presencia de cationes divalentes como el Ca*? y
el Ba'™, causando un incremento en la resistencia difusional de sustrato y
cofactores, generando la deteccion de bajos niveles de actividad enzimatica. La
viscosidad juega un papel importante en cuanto a la formacion de la esfera se
refiere, dado que a mayor viscosidad es mas dificil obtener esferas de diametro
pequefio (1-2 mm), incrementando las barreras difusionales para el sustrato y los
cofactores. Como parte del primer estudio realizado bajo ésta modalidad, la
caracterizacion de la ACT en el sistema inmovilizado en alginato se realizé con un
polimero de alta viscosidad (14000cps). Es necesario efectuar estudios
subsecuentes donde el objetivo sea analizar el efecto de un solo soporte con
diferentes caracteristicas al inmovilizar a la ACT.

Continuando con los estudios sobre inmovilizacion de la ACT con diferentes
soportes, el siguiente polimero en estudio fue la agarosa de bajo punto de fusién.
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El extracto en éste sistema permitié detectar actividad enzimatica en porcentajes
del 12-18%, en relacidon con el sistema libre. Al igual que en el sistema
inmovilizado con alginato, los niveles de produccion presentan una variacion ligera
a lo largo de la reaccion, factor indicativo de la estabilidad de la enzima
inmovilizada en éste sistema (Figura 21). En contraste con el alginato, los niveles
de produccién en agarosa son menores y estos tienden a incrementar
minimamente conforme transcurre el tiempo de reaccion, la presencia de mayores
barreras difusionales en contraste con el alginato podria proporcionar una
explicacion al respecto. En el anexo cinco se observa una micrografia de la
morfologia externa de las esferas de agarosa, las cuales tienen forma elipsoidal,
sin embargo, detalles tales como la red formada por el polimero no pudieron ser
observados, para ello se necesitara la realizacion de estudios de microscopia
posteriores que analicen a detalle tanto el tipo de red formada como la presencia o
ausencia de canales, para optimizar la difusion del sustrato y cofactores hacia el
interior de la esfera. Al igual que el alginato, éste sistema es muy estable a lo largo
de los diferentes tiempos de reaccién.

No se detectaron niveles de CC al inmovilizar una concentracion total de 58.4 ug
de proteina en poliacrilamida, éste hecho pudo haber sido causado por la
ausencia de disponibilidad de la enzima o del sustrato. En un experimento
subsecuente, se inmovilizé el doble de la concentracion de proteina (116.8 pg),
detectando niveles de actividad del 17.6-21.62% con relacion al sistema libre. A
diferencia de los otros sistemas, el perfil enzimatico de la poliacrilamida (Figura
22) es ascendente conforme transcurre el tiempo de reaccion, lo cual indica que la
velocidad de formacion de los complejos enzima-sustrato es muy activa
reflejandose en los altos niveles de actividad. En el anexo seis se observa una
micrografia de la apariencia externa de una particula inmovilizada en
poliacrilamida, un corte sagital de ésta permite distinguir en la superficie central de
la particula la presencia de zonas verticales tipo canal. Sin embargo se requiere la
realizacion de mayores estudios de microscopia para caracterizar la red formada
por la poliacrilamida, tamafio de poro y presencia o ausencia de canales.

ldealmente todas las reacciones son equimolares, una molécula de sustrato
reacciona para dar lugar a la formacion de una moléecula de producto; en la
practica raras veces se cumple ésta relacion, fendbmeno que podemos apreciar al
analizar los datos sobre velocidad maxima y numero de recambio obtenidos para
la ACT en el sistema libre e inmovilizado. Los resultados obtenidos para el calculo
de los parametros cinéticos se obtuvieron bajo las condiciones estandares de
reaccion: buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0) 200 uL, MgSOs 5 mM (25 L),
AcCoA 2.5 mM (50 pL), DAC 2.5 mM ( 50 pl) y una concentracién de proteina de
58.4 ng, con un tiempo de incubacién de 1-5 h y temperatura de incubacién de
37°C. Las velocidades maximas aparentes obtenidas fueron para el sistema libre
de 5.89x10°° mol.It".min™", con a|%inato 5.35x10® mol.It".min"", agarosa 2.18x10°®
mol.min™", poliacrilamida 3.68x10™° mol.lt.min™ (el valor fue obtenido doblando la
cantidad de proteina inmovilizada 116.8 ng). La Kcat de la enzima para cada uno
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de los sistemas fue la siguiente: sistema libre 0.757 min™, alginato 0.687 min™,
agarosa 0.28 min™', acrilamida 0.473 min™ (obtenido con 116.8 g de proteina).
Estos resultados permiten apreciar que la mayor velocidad se alcanza al trabajar
con el sistema libre, donde la enzima realiza con mayor rapidez la conversion de
sustrato en producto dada la ausencia de barreras fisicas como las causadas por
la inmovilizacién. En el caso de los sistemas inmovilizados, la mayor velocidad se
obtiene en el sistema inmovilizado con alginato y en orden descendente agarosa y
poliacrilamida.

Se realizd el analisis de actividad del sistema inmovilizado mediante ciclos de
reutilizacion, para ello se seleccion6 al soporte que genero los niveles maximos de
actividad durante los experimentos anteriores. El alginato fue el sistema elegido
para realizar estos experimentos, ofreciendo un mayor nivel de actividad
enzimatica (26-45%) comparado con el 12-18% generado por la agarosa y el 17.6-
21.62% obtenido con la poliacrilamida. El sistema inmovilizado se sometid a ciclos
continuos de reaccion bajo condiciones estandares (seccion 2.2.8.1), variando el
tiempo de reaccién de 1-8 h. Los niveles de actividad detectados en el sistema
produjeron niveles de CC del 44.5-61%, con tendencia creciente conforme
transcurria el tiempo de reaccion (Figura 23), pero con inflexiones a lo largo de los
diferentes tiempos de reaccion, asociado a una posible saturacion del sistema.

Es importante aclarar que la dependencia estricta entre los fenémenos de difusion
causados por las caracteristicas intrinsecas (viscosidad, peso molecular,
composicion quimica) y extrinsecas (pH, fuerza idnica, temperatura,
concentracion) del polimero, que afectan a la enzima no han sido estudiados, por
tanto estas interacciones deberian ser sujeto de mayor investigacion antes de
poder correlacionar dichos efectos.

51



CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES

Se realizo6 el disefio y estudio de un sistema con actividad para la acetiltransferasa
a base de extracto en dos sistemas diferentes libre e inmovilizado, por
atrapamiento en alginato, agarosa y acrilamida. En ambos sistemas se identifico la
actividad de la acetiltransferasa mediante la conversién de DAC a CC, realizando
la deteccion de los niveles de CC mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucidbn y corroborando la identidad del compuesto por coelusion con
estandares.

Los ensayos enzimaticos realizados con el sistema libre permitieron detectar la
actividad de la ACT en el medio de reaccién y establecer que la enzima sigue el
comportamiento descrito por la ecuacidén de Michaelis-Menten.

Diferentes niveles de actividad enzimatica se detectaron al inmovilizar a la
acetiltransferasa en tres polimeros diferentes, donde los mayores niveles de
actividad en el sistema inmovilizado se obtuvieron al trabajar con alginato. Estos,
son bajos comparados con los del sistema libre, sin embargo, en términos de
productividad los sistemas inmovilizados generaron mayores niveles que el
sistema libre, mostrando la enzima mayor estabilidad al encontrarse inmovilizada
que al estar libre. Al parecer en los bajos niveles de actividad del sistema
inmovilizado se encuentran implicadas caracteristicas intrinsecas del polimero
utilizado como el tipo de red, tamafio de poro y presencia de canales, pero no se
tienen evidencias que permitan aseverar estas afirmaciones.

No obstante los diferentes niveles de actividad obtenidos en los sistemas
inmovilizados, la enzima muestra un perfil estable a lo largo de la reaccion, éste
factor podria ser aprovechado para realizar el escalamiento y posterior
implementaciéon de los procesos enzimaticos en sistemas inmovilizados para la
produccion de CC a nivel industrial.

La actividad de la acetiltransferasa fue evaluada en un sistema catalitico in vitro,
mediante la utilizacion de dos sistemas de reaccion, la deteccién de diferentes
niveles de actividad en cada uno de los soportes poliméricos utilizados para la
inmovilizacion, permite establecer un método alternativo a la fermentaciéon y
transformacion quimica para la obtencion de CC haciendo uso de la biocatalisis
enzimatica.

52



CAPITULO SEIS

RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACION FUTURA

Seria de gran utilidad investigar el perfii catalitico de la enzima con
transferasas de diferentes organismos eucariotes y procariotes.

El analisis de las caracteristicas de la particula en los niveles de actividad debe
ser evaluado en funcién de las caracteristicas del polimero, factores tales como
tamafo de poro, grado de entrecruzamiento y caracteristicas intrinsecas de la
red deberan estudiarse para correlacionar como éstas caracteristicas afectan
los niveles de actividad enzimatica.

En el caso particular del alginato es necesario realizar estudios de actividad
catalitica con varios tipos de alginato, con diferente contenido de cadenas de
acido poligulurdnico, baja viscosidad y grado de porosidad del gel formado.

Se sugiere investigar las caracteristicas morfoldgicas del soporte polimérico,
asi como la realizacion de estudios complementarios apoyados en técnicas de
microscopia y videomicroscopia.

Continuando con la caracterizacién de la enzima es necesario realizar estudios
bioquimicos de inhibicién, variando la concentracion de sustrato y reactantes, y
analizando el tipo de inhibicion dependiendo de los andlogos de sustrato
utilizados.

Es muy importante continuar con la caracterizacion de los sistemas
inmovilizados dado que constituye un punto de amplio interés en el area de
biocatélisis, y también lo es conocer el grado de variacion catalitica de la
enzima al encontrarse libre e inmovilizada que permita describir las
condiciones mas favorables para realizar un escalamiento a nivel industrial.
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ABSORBANCIA hses

ANEXO UNO

CURVA DE CALIBRACION DE BRADFORD
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AREA mal *s

ANEXO DOS

CURVA DE CALIBRACION PARA CC
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ANEXO TRES

SECUENCIA DE LA ACT REPORTADA POR Mathison et al., 1993.

MLPSAQVARLKPDPFPPSLSPIPHGAVTFAALAPCHNLPIFSSRQMLRDSLTYSHT
SPTMSPQIANRFEASLDAQDIARISLFTLESGVILRDVPVAYKSWGRMNVSRDNC
VIVCHTLTSSAHVTSWWPTLFGQGRAFDTSRYFIICLNYLGSPFGSAGPCSPDPD
AEGQRPYGAKFPRTTIRDDVRIHRQVLDRLGVRQIAAVVGASMGGMHTLEWAFF
GPEYVRKIVPIATSCRQSGWCAAWFETQRQCIYDDPKYLDGEYDVDDQPVRGLE
TARKIANLTYKSKPAMDERFHMAPGVQAGRNISSQDAKKEINGTDSGNSHRAGQ
PIEAVSSYLRYQAQKFAASFDANCYIAMTLKFDTHDISRGRAGSIPEALAMITQPAL

HICARSDGLYSFDEHVEMGRSIPNSRLCVVDTNEGHDFFVMEADKVNDAVRGFLD
QSLM
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ANEXO CUATRO

ESFERA DE ALGINATO TOMADA CON EL MICROSCOPIO VANOX AHBS3
UTILIZANDO LA OPTICA DE NOMARSKI 40 X
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ANEXO CINCO

ESFERAS DE AGAROSA TOMADA CON EL MICROSCOPIO VANOX AHBS3
UTILIZANDO LA OPTICA DE NOMARSKI 40X
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ANEXO SEIS

GEL DE POLIACRILAMIDA TOMADO CON EL MICROSCOPIO VANOX AHBS3
UTILIZANDO LA OPTICA DE NOMARSKI 40X
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ANEXO SIETE

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS PARA LA PROPAGACION Y
FERMENTACION DE Acremonium chrysogenum.

Componente  Agar para placas | Medio semilla No.1 [ Medio de
(%)’ ! (%) . fermentacion
: definido (%)°

Sacarosa P 20 ] [ 36

Glucosa B [ 10 27
K-HPO4 005 T _ o
KH.PO. : 005 | B [ i
KCI 4 005 ;P_____ﬁ__ '
FeS0. 7H,0 0.001 | ' - |
‘NaNOs; T o3 Ot ]
'CaCO; e w95 1 |
‘Hidrolizadode | T T30 N
‘maiz P - l B . |
Extracto de 0.4 ] - | T
levadura . . |! o _J
Peptona 04 ; | -
‘Almidon N 30 - 1
‘DL-metionina T N 0.32 |
L-asparagina = I B 1.2 |
Agar 2.0 . - e s,
‘Sales No. 1* - e r __-'____BﬁmL_J’lt_ ___f
SalesNo.2* | T T 1aamuit |

" Tiempo de esterilizacion 20 minutos.

“ pH inicial 7.0, tiempo de esterilizacion 20 minutos.

* pH inicial 7.4, tiempo de esterilizacion 20 minutos.

*Sales No. 1: sulfato de amonio ferroso.6H,0, 2¢/100 mL.

*Sales No. 2: K,HPO, 104 g, KH2PO4 102 g, NaS04.10 H20 11.5 g, MgS04.7H20
2.4 g, ZnS04.7H20 200 mg, MnSO4.H20 200 mg, CaS04.5H,0 50 mg, CaCl,.2H:0
500 mg disueltos en 900 mL de agua destilada.

Tomados de Shen et al., (1986).
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ANEXO OCHO

PRODUCTIVIDAD DE LOS SISTEMAS UTILIZADOS PARA LA
CARACTERIZACION DE LA ACT

[ Tiempo | Sistemalibre |
1h 10.506 ppm/min |
~ 2h 4.39 ppm/min |
3h 272 ppmimin |

T 4h | 2.00 ppmimin
5h 166 ppm/min ‘

B I

Alginato [ Agarosa | Acrilamida |
13.27 ppp/min | 14.59 ppm/min | 14.42 ppm/min |
6.74 ppm/min | 7.35ppm/min | 7.15 ppm/min |
4.48 ppm/min | 4.86 ppm/min | 4.73 ppm/min

" 341ppmimin | 3.64 ppm/min | 3.52 ppm/min
271 ppmimin | 2.89 ppm/imin | 2.79 ppm/min |
S | |
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