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RESUMEN

La acetilcoenzima A-diacetilcefalosparina C:O-acetiltransferasa es Ia enzima que
cataliza el paso final en Ia biosmntesis de cefalasporina C a partir de
diacetilcefalasparina C en Acremonium chrysogenum. Al realizar Ia caracterización
catalitica parcial de Ia enzima se abservO un campartamiento tIpico de acuerdo al
modelo Henry-Michaelis-Menten, can un valor de Vmáx=8.56 mol.1f1.min1,
Km3.43 x 1O~ mal.lf1 y Kcat=2.21 min1. Para analizar su catálisis tanto en el
sistema libre coma inmavilizada, Ia enzima en forma de extracto fue inmovilizada
par atrapamienta en tres diferentes sapartes: alginato, agarosa y poliacrilamida, de
los cuales se obtuvieron los siguientes niveles de actividad enzimática en
camparaciOn con las del sistema libre a) alginato 26-45%, b) agarosa 12-18%, y c)
can paliacrilamida ünicamente se detectO actividad después de haber duplicado Ia
cancentraciOn de Ia proteIna (116.8 ~.1g), con ésta variante se obtuvieron niveles de
actividad del 17.6-21.62%. El alginata fue el soporte que genera mayores niveles
de actividad enzimática y fue el sistema elegido para estudiar Ia factibilidad de Ia
reutilizaciOn de las bioparticulas de alginata-enzima, obteniendo a Io larga de los
ciclos una actividad enzimática del 44.5-61.0%. Factores tales coma Ia influencia
directa de las efectos difusionales, tamaño de paro, viscosidad y peso molecular
del pollmero, parecen encontrarse estrechamente relacionados can los niveles de
actividad de Ia enzima abservados, sin embargo estos deben ser caracterizados
en detalle antes de poder inferir una dependencia estricta.



CAPITULO UNO

INTRODUCCION

Los antibioticos p-lactamicas continUan ocupando el primer lugar en utilización y
ventas alrededor del mundo. Las ventas de antibiOticos 13-lactámicas en 1997 par
parte de Zeneca ascendieron a $1 .8 billones de dOlares en Estados Unidos, mientras
que en el munda superaron los $4.2 billones de dolares La amplia y continua
utilizaciOn de estos férmacos radica en su amplio espectra y eficiencia para tratar
afecciones causadas por arganismas Gram positivos y Gram negativos. Las
penicilinas y las cefalosporinas constituyen los grupos representativos mas
importantes de los antibiOticas lactamicos dada que pese a tener el mismo nücleo
y actividad bactericida similar, las cefalosporinas pueden ser utilizadas como
medicamentas alternativos cuando el tratamiento con penicilina es ineficiente a bien
cuando el paciente presenta alergias a ésta. La obtenciOn de antibióticos B-

Iactámicos se realizaba par métodas de fermentaciOn seguido de transformaciones
qulmicas. A Ia fecha poco se ha efectuado en el area de las bioconversiones, Ia
utilizaciOn de enzimas en éste rubro es muy impartante para obtener productos con
mayor rendimiento, reduciendo las reacciones colaterales y Ia formaciOn de
subpraductos, coma resultado de Ia amplia estereoespecifidad de las enzimas.

1.1 DISTRIBUCION DE LOS ANTIBIOTICOS 3-LACTAMICOS
Los antibiOticos 3-Iactémicos son sintetizados por un escaso numero de
microorganismos, principalmente par organismos filamentosos no relacionados
taxanOmicamente. Donde se incluyen desde hongos verdaderos (eucariotes) hasta
estreptomicetas (procariotes) (Lemke et al., 1972).

1.1.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LOS COMPUESTOS 13-LACTAMICOS
Las penicilinas y las cefalosparinas son moléculas que contienen en su estructura un
sistema anular f3-lactamica de cuatro miembros, que no se encuentra con frecuencia
en los sistemas biolOgicos y es dificil de construir quimicamente. A Ia fecha se ha
repartado Ia sintesis orgánica completa tanto de Ia penicilina como de Ia
cefalosporina (Sheehan et a!., 1959; Woodward et a!., 1966) pero los niveles
alcanzados no compiten con las abtenidos par sintesis microbiana, dada que
actualmente en el caso de Ia fermentaciOn de Penidihium chtysogenum se alcanzan
niveles de 70000 -100 000 unidades (una unidad de penicilina es equivalente a
aprOximadamente 0.6 ug de ésta) (Peñalva eta!., 1998).

1.2 PENICILINAS
La era de los antibiOticos se iniciO en 1929, cuando Alexander Fleming observó
antibiosis entre un penicilio y cultivos bacterianos adyacentes (citado en Brakhage,
1998); años después se demostrO que Ia inhibiciôn del crecimiento se debla a Ia
penicilina (citado en Brakhage, 1998). El contaminante füngico del experimento
original de Fleming fue Penicillium notatum y posteriormente se determinO que otras



especies de Penicillium también producen penicilina (Lemke et a!., 1972), siendo
seleccionado para Ia praducciOn comercial de Ia penicilina (Raper et a!., 1944)
Penidll!ium chrysogenum, que produce en forma natural Ia cadena alifética lateral de
Ia penicilina K, F, y dihidro F, ademas del ácido 6-aminopenicilánico (6-APA) y Ia
isopenicilina N (IPN). La utilizaciOn de los antibiOticos para su uso clinico iniciO con
el descubrimienta de Ia eficiencia de éste compuesto 3-lactámico, posiblemente el
descubrimienta més importante en Ia historia de Ia Medicine. El empleo de
antibiOticos en el tratamiento de infecciones ha salvado más vidas que cualquier otro
fármaco en el area médica (citado en Brakhage, 1998). La penicilina es el antibiOtico
con mayor historia en el tratamiento de malestares infecciosos y es reconocido coma
el progenitor de las agentes terapéuticos mas importantes desarrollados durante los
ültimas treinta añas, su estructura fue elucidada en 1945 par Hodgkin y Low,
quienes demostraron par cristalografIa de rayos X Ia presencia de una estructura 3-
lactámica (Woadward et a!., 1 966).

1.3 CEFALOSPORINAS
Al finalizar Ia década de los 40s, Guiseppi Brotzu aislO el hongo Cepha!osporium
acremonium de una alcantarilla en Cagliari, Italia (citado en Brakhage, 1998).
Estudios iniciales mostraron que éste hango producia penicilina N (Pen N), y
posteriormente se identificO otra compuesto en el caldo de fermentaciOn, siendo Ia
estructura de éste ültimo ligeramente diferente a Ia de Ia Pen N (Woodward et a!.,
1966), par Ia cual se pensO que se trataba de un contaminante y tue nombrado
cefalasporina. Abraham y Newton en 1961 establecierari su estructura y Ia
confirmaron par cristalografia de rayos X (Woodward et a!., 1966; Sweet et a!.,
1970). La estructura qulmica difiere con respecto a Ia de Ia Pen N en Ia substituciOn
del anilla de tiazolidinio y en Ia presencia de un grupo acetoxi unido al carbono del
grupo metilo en el carbono 3 del sistema anular de Ia cefalosparina, (Figura 1)
(Waadward et a!., 1966). Este compuesto posee gran actividad antibiOtica contra
bacterias Gram negativas, mientras que contra bacterias Gram positivas su actividad
es débil, alrededar de un décimo de Ia actividad de Ia bencilpenicilina (Sweet et a!.,
1970). La cefalosporina y compuestos análogos son producidos por especies de
Cepha!osporium acremonium (Woodward et a!., 1966) y por dos especies de
Streptomyces (Nagarajan et a!., 1971): S. !ipmanhi y S. clavuligerus. Además de
haber sido descrita Ia biosintesis de compuestos B-lactamicas en hongos y bacterias
también se ha encontrado en plantas superiores, como Pachysandra terminalis,
donde se encontraron dos alcaloides esferoidales (Lemke eta!.,1972).

1.3.1 ESTRUCTURA Y QUIMICA DE LA CEFALOSPORINA
Todas las cefalasparinas poseen un residuo ~-D-a-aminoadipil a una cadena lateral
derivada par transformaciOn bioqulmica de éste grupo. En contraste con Ia
producciOn de Pen N, donde Ia cadena lateral puede ser inducida par Ia adiciOn de
derivadas de àcidos carboxIlicos al media de fermentaciôn, Ia producción de
cefalosporina C (CC) no puede ser inducida ni par Ia adición de derivados de ácidos
carboxmlicos al media de cultivo ni por el acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA)
(Onions eta!., 1977).
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Los estudios estructurales de Ia CC fueron facilitados par el conocimiento de las
propiedades de Ia Pen N, puesto que Ia CC comparte propiedades quimicas con
ésta. Se encontrO que Ia CC se comporta coma un ácido monoamindicarboxIlico y
tiene un residuo 6-D-cx-aminoadipil unido par su grupo ö-carboxilo al resto de Ia
molécula. El espectro de infraraja de Ia sal de sodio muestra una fuerte banda a
1782cm1 caracterIstica del carbonilo 13-lactámico, similar a la frecuencia de
relajaciOn del carbonila de las penicilinas (Bycroft et a!., 1977).
Los espectras de resanancia magnética nuclear y de ultravioleta muestran que Ia
estructura de Ia cefalosporina no es un sistema anular 3-lactama-tiazolidinio, sino
que es un sistema anular dihidrotiazina (Woadward et a!., 1966; Sweet et a!., 1970;
Onions eta!., 1977). La estructura propuesta concuerda con las propiedades fisicas
y qulmicas determinadas par rayos X (Onions eta!., 1977).

Figura 1. Estructura quImica de Ia cefalosporina

1.4 CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS 3-LACTAMICOS
Los antibiOticos f3-Iactamicos 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 Ia penicilina
cantiene un anilla 3-Iactâmico de cuatra miembros fusionado con un anillo de
tiazolidinio de cinco miembros, mientras que en el sistema anular de Ia
cefalosporina, el anillo 3-lactámico está fusionado con un anillo insaturado de
dihidrotiazina de 6 miembros (Lemke et al 1972). Las diferencias mencionadas
anteriormente son Utiles para distinguir quimicamente a las penicilinas y las
cefalasporinas y pueden observarse en Ia Figura 2.
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Figura 2. Sistemas anulares de Ia penicilina y Ia cefalasporina

1.4 1 tipo Penicillium
El grupo de las penicilinas comprende una amplia gama de compuestos que difieren
en Ia estructura dependienda de Ia cadena lateral N-acilo unida al anillo f3-lactamico,
ésta cadena incluye desde ácido L-a-aminoadIpico hasta algUn derivado de un ácido
carboxIlico (Lemke et a!., 1972). La biasmntesis de penicilinas es sensible a Ia
adiciOn de precursores especIficos de Ia cadena lateral al media de cultivo,
especialmente derivados de ácidos carbaxIlicos, coma el ácido 3-y-hexenoico, el
écido caproica, el ácido octanoico, el acido fenilacético, el acido p-hidroxifenilacético
y el ácida fenoxiacético (Lemke et a!., 1972). Todos los organismos productores de
penicilinas san eucariotes y Pen/c/ilium chrysogenum se considera coma el
arganisma representativo (Bycraft eta!., 1977).

1.4.2 TiPo Cephalosporium
Todas las cefalosporinas tienen una cadena lateral D-a-aminoadipil. En contraste
con Ia fermentaciOn de penicilina, Ia de cefalosporina es insensible a Ia adiciOn de
precursores de Ia cadena lateral. Las cefalosporinas son producidas tanto por
organ ismos eucanotes (i.e. Cepha!osporium a cremonium, Paeci!omyces persinicus)
coma procariotes (i.e. Streptomyces c!avu!igerus, Nocardia !actamdurans) (citado en
Brakhage, 1998) y se tiene a Cepha!osporium acremonium coma el organismo
representativa de las praductores de cefalosporinas.

1.5 Cephalosporium acremonium
El nombre Cepha!osporium acremonium fue introducido por Corda en 1839 (Onions
et a!., 1977) para designar mohos incoloros con conidiOforos simples y sin ramificar,
con células conidiOgenas compartiendo en Ia punta un grupo o cabeza de conidias
unicelulares, a partir de las cuales se deriva el nombre (Onions et a!., 1977). Gams
en 1968 reexaminó especmmenes del material original de Cepha!osporium
Acremonium y redescribiO el genera a partir de cultivos vivos aislados recientemente
de estas especies (Onions eta!., 1977). El aplicO éste nombre a los hongos hialinos
que forman numerosas conidias a partir de células conidiógenas erectas en
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conidióforos ramificados e incluyen Ia mayoria de las especies a las que agrupaba
Cephalosporium. Acremonium chrysogenum pertenece a Ia clase Hyphomycetes del
genera deuteromicotina u hongos imperfectos y se reproduce por estructuras
vegetates asexuales, la torma vegetativa es conocida como la forma anarnôrfica,
mientras que Ia forma ascospórica a sexual es constituye el teleomorfo (Onions et
a!., 1977).

1.5.1 MORFOGENESIS EN Acremon!um chrysogenum
Las células de Acremonium chrysogenum son morfolOgicamente heterogéneas en
cultivo sumergido (Onions et a!., 1977). La maxima velocidad de Ia sIntesis de
antibiOticos durante a fermentaciOn está asociada con Ia diferenciación de los
filamentos de las hifas en fragmentos altamente septados y ensanchados
(artrósporas). En trabajos de investigaciOn realizados por Bartoshevich eta!., (1990),
se han encontrado cuatro tipos diferentes de células de Acremonium chiysogenum:
hifas, artrOsporas, conidias y conidias germinadas. Estas células fueron separadas
por centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa y las fracciones fueron
evaluadas par su potencial para sintetizar antibiOticos. Las fracciones que contenlan
artrOsporas fueron 40% más eficientes para Ia sintesis que las fracciones que
contenlan cualquier otro tipo de células, de ésta manera, se ha implicado a las
artrOsporas como las células de Acremonium chiysogenum que participan más
activamente en Ia sIntesis de antibiOticos (Bartoshevich eta!., 1990).

Figura 3. Hifas de Acremonium chrysogenum (Bycroft eta!., 1977).
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1.5.2 BIosINTEsIs DE CEFALOSPORINA C
La cefalosporina C es un metabolito secundario, derivado de a condensacián de los
siguientes aminoácidos: ácido L-a-aminoadIpico, L-cisteIna y L-valina todos ellos
constituyentes del metabolismo celular. El ácido L-a-aminoadIpico es un
intermediario para Ia sIntesis de Ia lisina en hongos verdaderos. La CC tiene un
àtomo de azufre derivado de la L-cisteIna. En los hongos el metabolisrno del azufre
involucra ya sea Ia reducciOn de sulfato o Ia ruta de trans-sulfuración reversa, en
Acremonium chrysogenum el azufre para Ia CC se deriva de Ia ruta de trans-
sulfuraciOn reversa (Bycroft et a!., 1977). Se ha establecido que Ia L-valina es el
precursor directo para las penicilinas y las cefalosporinas. El primer paso en Ia
biosIntesis de Ia cefalosporina en los hongos es Ia conversion de piruvato a
acetolactato por Ia acetohidroxiácido sintetasa. Esta enzima es sensible a Ia
inhibiciOn por retroalimentación con L-valina, y Ia acumulaciOn de valina endógena
puede influenciar aparentemente el nivel de producción de 13-lactamas (Bycroft et a!.,
1977).
La ruta biosintética de Ia cefalosporina mostrada en Ia figura 4 involucra 6 etapas:
1.-Formación del tripéptido LLD-ACV por condensación del ácido S-L-D-a-
aminoadIpico, L-cisteIna y L-valina (Ia cual es epimerizada durante Ia reacciOn a Ia
forma D). Esta condensaciOn es catalizada por Ia ACV sintetasa, enzima codificada
por el gen pcbAB. Compuestos como ATP, Mn~2 o Mg~2 facilitan ésta reacciOn
(Aharonowitz et a!., 1993).
2.-Ciclización oxidativa del tripéptido LLD-ACV a isopenicilina N (IPN) por Ia
isopenicilina N sintasa (ciclasa), enzima codificada por el gen pcbC. La actividad de
Ia ciclasa es estimulada por el Fe~2, ditiotreitol (DTT) y ascorbato, asI corno también
par oxIgeno (Sawada eta!., 1980; Kupka eta!., 1983).
3.-La IPN es isomerizada a Pen N por Ia IPN epimerasa, que isomeriza Ia cadena
lateral L-a-aminoadipil de Ia IPN a Ia configuraciOn de Ia Pen N. La epimerasa de
Acremonium ch,ysogenum es estabilizada en cierto grado por fosfato de piridoxal
(Lübbe eta!., 1986; Konomi eta!., 1979; Jayatilake eta!., 1982; Baldwin, 1981); ésta
enzima es codificada par el gen cefD.
4.-Expansion oxidativa del anillo de Ia Pen N a diacetoxicefalosporina C (DAOC) por
Ia DAOC sintetasa (expandasa). La reacción de expansiOn del anillo requiere Fe~2,
ascorbato, oxigeno (Hook et a!., 1979; Sawada et a!., 1979), y a-cetoglutarato (Báez-
Vasquez eta!., 1999; Espeso eta!., 1993; Kupka eta!., 1983; Kupka (a) eta!., 1983).
La enzima es codificada par el gen cefEF.
5.-HidroxilaciOn de Ia DAOC a diacetilcefalosporina C (DAC) por Ia DAOC
hidroxilasa. Las enzimas expandasa y Ia hidroxilasa están codificadas en el gen cef
EF. Ambas actividades enzimàticas requieren oxIgeno, a-cetoglutarato y Fe~2, y son
estimulados por DTT y ascorbato. La 3’-hidroxilaciOn de DAOC a DAC (Kupka (a) et
a!., 1983; Turner et a!., 1978; Fujisawa et a!., 1977; Scheiddeger et a!., 1984) es
especIfica para DAOC.
6-AcetilaciOn de DAC en Acremonium chrysogenum par Ia acetil coenzima A-DAC-
acetiltransferasa (ACT). Ia acetil coenzirna A (AcC0A) actüa coma donador del grupo
acetilo ésta enzima es codificada par el gen cef G (Matsuyama eta!., 1992; Gutiérrez
eta!., 1992; Matsuda eta!., 1992; Mathison eta!, 1993; Scheiddeger eta!., 1985).
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1.5.3 REGULACION DE LA BIOSINTESIS
La producciOn de antibiOticos 13-Iactámicos opera con mayor potencial baja
candicianes de desbalance de nutrientes y a bajas velocidades de crecimiento
(Martin et a!., 1987). Este desbalance puede ser provocado por Iimitación de las
fuentes de carbono, nitrOgeno a fOsforo. En adiciOn a estos factores, aminoácidos
tales coma Ia lisina y Ia metionina ejercen efectos drásticos en Ia producciOn de
penicilinas yb cefalosporinas en algunos microarganismos. En el caso especIfico de
Ia CC, Ia metionina actüa coma inductor de Ia fragmentaciOn de las células de
Acremonium chrysogenum (Martin et a!., 1987), aumentando los niveles producidos
durante Ia fermentaciOn de ésta.

1.5.3.1 REGULACION POR LA FUENTE DE CARBONO.
Las fuentes de carbona que favorecen el crecimiento rápido (glucosa, glicerol y
maltosa), ejercen un fuerte efecto negativo en Ia producciOn de f3-lactamas,
observándase que entre mayor sea Ia cancentraciOn de una fuente de carbono
supresiva como Ia glucosa, menor será Ia producciOn de antibiOticos (MartIn et a!.,
1987).
La formaciOn de CC par Acremonium ch,ysogenum está sujeta a control metabólico
por parte de Ia fuente de carbono (Zanca eta!., 1983). Zanca en 1983 desarrollo uno
de los primeros medios de cultivo para éste proceso, y contenIa 27 g/lt de glucosa
para eI crecimiento y 36 g/lt de sacarosa para Ia formaciOn del antibiótico; el
disacárido no se utilizaba hasta que Ia glucosa se consumia totalmente, apareciendo
Pen N extracelular asociada al crecimiento, mientras que Ia CC sOlo se acurnulaba
después de que el crecimiento habia cesado (Behmer eta!., 1983).

1.5.3.2 REGULACION POR LA FUENTE DE NITROGENO
Las concentraciones de amonlo mayores a 100 mM interfieren con Ia producciOn de
CC en Acremonium chrysogenum, mientras que Ia L-asparagina y Ia L-arginina son
mejores fuentes de nitrOgeno para Ia formaciOn de antibiOticos (Shen et a!., 1984).
La adiciOn de un agente quelante, coma el fosfato de magneslo tribásico a las
ferrnentaciones con alto nivel de amonio ocasiona Ia disminuciOn del nivel de
nitrOgeno, induciendo Ia actividad de Ia expandasa y ocasionando un marcado
incremento en Ia sintesis de ~-Iactamas, especialmente de cefalosporinas (Zanca et
a!., 1983).

1.5.3.3 REGULACION POR LA FUENTE DE FOSFATO
Küenzi en 1980 encontrO Ia existencia de una relaciôn directa entre las altas
concentraciones de fosfato y Ia velocidad de consunio de glucosa, causando una
disminuciOn en Ia producciOn de CC, Martin et a!., (1984) reportó que el fosfato

7



Figura 4. Ruta de biosintesis de Ia cefalosporina C en Acremonium chrysogenum.
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interfiere con Ia producciOn de CC y Pen N en ausencia de glucosa, disrninuyendo el
flujo total hacia a biosintesis de CC (Revilla et a!., 1984; Komatsu et a!., 1977). Par
otro ada Zhang et a!., (1988) reportO que altas cancentraciones de fosfato no
incrementan Ia velocidad de consumo de glucosa, pero suprimen fuerternente Ia
producciOn de ~3-Iactamas y Ia formaciOn de las tres sintetasas examinadas —ACVS,
ciclasa y expandasa- siendo Ia formaciOn de Ia expandasa Ia más sensible a Ia
represiOn.

1.5.3.4 REGULACION POR METIONINA
La metionina ejerce una marcada estimulaciOn en Ia formaciOn de Ia Pen N y de Ia
CC en Acremonium chrysogenum (Komatsu et a!., 1977). Drew et a!., (1976)
encantrO que Ia metianina no es un precursor de Ia cadena lateral D-Aaa de las 3-
lactamas ni un donadar de azufre (Drew eta!., 1976), pero es un eficiente precursor
del átomo de azufre de Ia CC, el cual es incorporado dentro del antibiOtico par Ia
ruta de trans-sulfuraciOn reversa (Shen et a!., 1984). Uno de los hallazgos más
interesantes sobre el impacto de Ia metionina en Ia biosIntesis de p-Iactamas es el
efecto morfolOgico que ocasiona (Drew et a!., 1976; Bartoshevich et a!., 1990;
Queener eta!., 1975; Zanca eta!., 1983). Nüesch en 1973 encontrO que Ia cistelna,
hamocisteina y cistationina producen micelios filamentosos, mientras que con
metianina se abtienen hifas abultadas, septadas y fragmentadas (artrOsporas)
(Zanca et a!., 1983). Drew y Demain en 1975 sugirieron que Ia metionina actUa conio
un efectar regulatorio de Ia biosintesis de Ia CC, par inducciOn de una a más
sintetasas ~-lactámicas.

1.6 CONVERSION DE DAC A CC
Esta reacciOn tiene lugar hacia eI final de Ia ruta biosintética de CC en Acremonium
chrysogenum, detalles tales como las caracterIsticas de Ia enzima y aspectos
genéticos se discutirán en las secciones posteriores.

1.6.1 REACCION
El paso final en Ia ruta de biosintesis de Ia CC es Ia conversiOn de DAC a CC
catalizado por Ia ACT ( E.C. 2.3.1.-), Ia cual utiliza AcCoA como donadora del grupo
acetila (citado en Velasco eta!., 1999).

1.6.1.2 CARACTERiSTICAS DE LA ACT
Fujisawa en 1975 fue el primero en detectar Ia actividad de Ia ACT en el caldo de
fermentaciOn de Acremonium ch,ysogenum, Ia 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
70±5kDa. Matsuyama et a!., (1992) purificO Ia enzima estimando su peso molecular
en 55 kDa par filtraciOn en gel. Hasta ése momento Ia estructura de la enzima no
habia sido elucidada completamente, puesto que mientras Scheidegger y
Matsuyama proponian que Ia enzima era un heterodimero de dos subunidades -27 y
14 kDa- no explicaban Ia composiciOn de Ia enzima nativa, dado que un simple
heterodimero (27 + 14 kDa) no era suficiente para explicar Ia masa molecular
observada de 55 kDa.
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Figura 6. RepresentaciOn globular tridimensional de Ia ACT de mitocondria humana.

10

Figura 5. ReacciOn catalizada por la ACT.



1.6.1.3 CARACTERISTICAS DEL gen cefG
La cionacion del gen cef G responsable de Ia actividad de Ia ACT y Ia secuenciacion
del misma, ha sido realizada par grupos independientes: Gutiérrez et a!., (1992),
Matsuda et a!., (1992), Mathison et a!., (1993). Cada grupo propuso un tamaño
diferente del gen basándose en Ia selecciOn de tres diferentes codanes de inicio
(ATG) para Ia traducciOn en el marco de lectura abierta De éste modo Gutiérrez et
a!., (1992) propuso que el tamano del gen es de 444 nucleOtidos, situando el inicio
de la transcripciOn en el primer ATG del marco de lectura abierta; par otro lado
Matsuda et a!., (1992) propuso que el gen inicia en el tercer ATG del marco de
lectura abierta, par tanto el tamaño del gen era de 385 nucleOtidos; mientras que
Mathison eta!., (1993) propuso que el gen iniciaba en el segundo ATG del marco de
lectura abierta, originanda una proteina de 399 nucleOtidos (44 kDa). Trabajos
posteriares realizadas par Velasco et a!., (1999) demostraron que Ia proteina tiene
un peso molecular de 55 kDa, resultado que cancuerda con los obtenidos por
Matsuyama et a!, (1992), pero no encontraron evidencias para demostrar que Ia
proteina está formada por un heterodimero. No se tienen reportes sobre Ia
estructura tridimensional de Ia enzima, par tanto no se conocen ni los residuos
involucrados en el sitio activo ni aquellos que participan en Ia catálisis, asi como
tampoco el mecanismo de acciOn de Ia ACT. La realización de estudios
cristalográficos de Ia enzima contribuirá a elucidar estas interrogantes.

1.7 BIOCATALISIS
Las técnicas convencionales de fermentaciOn y sintesis orgánica para Ia producciOn
de fármacos, están siendo reemplazadas actualmente por el area de Ia biocatálisis o
bioconversiones, donde se conoce tanto al sustrato como al producto y a Ia entidad
enzimática capaz de realizar esa transformaciOn. En las bioconversiones el sustrato
y Ia enzima se someten a reacciOn para obtener el producto deseado y dada Ia
amplia especificidad de las enzimas el producto obtenido es de mayor grado de
pureza comparado con el obtenido par sintesis orgánica. De ésta manera las
reacciones colaterales asi coma Ia formaciOn de subproductos se reducen,
facilitando Ia remociOn del producto y minimizando los factores de riesgo y
contaminaciOn al disminuir Ia utilizaciOn de solventes. En Ia Figura 7 se presenta el
àrbol de decisiOn de Ia biacatâlisis, dande se observan las diferentes modalidades
en las cuales puede ser explotada ésta area ya sea utilizando células completas a
enzimas, las variantes de cada uno de estos casos contemplan dos sistemas
generales: libre e inmovilizado.
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BiocaIisis

Figura 7. Arbol de decisiOn de Ia biocatálisis mostrando las opciones para realizar Ia
selecciOn del biocatalizador y las configuraciones del bioreactor.

1.7.1 BIOCATALISIS Y FINANZAS
Hacia el inicia de Ia década, los ejecutivas de las principales compañias productoras
de penicilinas y antibiOticos obtenidos par fermentaciOn, consideraban a Ia sintesis
biocatalitica coma un area totalmente independiente a sus empresas. La obtenciOn
de CC se realizaba comUnmente par fermentaciOn y después se modificaba
quimicamente para obtener el 7-ACA, precursor de las cefalosporinas semisintéticas
coma cefazolin®, cefotaxime® y cefuroxime axetil®. Sin embargo, desde 1994 Ia
compañia italiana ANTIBIOTICOS realiza Ia conversiOn de CC a 7-ACA mediante
una ruta enzimática, junto con Ia ruta tradicional de sintesis orgánica. Esta compania
es Ia mayor productora de 7-ACA en el mundo y realiza investigaciones para
reemplazar Ia planta de sintesis quimica par una planta de sintesis enzimática
(McCoy, 1999).
Par otro lado, DSM invertirá $130 millones de dolares para construir una planta
prod uctora de ácido 7-aminodesacetoxicefalosporánico (7-ADCA) mediante
fermentación, utilizando penicilina como material de partida para Ia obtenciOn del 7-
ADCA, el cual es un precursor para Ia sintesis de otras cefalosporinas como
cephalexin® y cefadroxyl®. Al igual que en el caso anterior, el objetivo es producir
mediante biocatálisis un precursor de Ia cefalosporina hasta el momento obtenido
par sintesis orgánica. En DSM el usa de Ia biocatàlisis es un proceso cuesta abajo y
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las cefalosporinas semisintéticas son producidas generalmente par reacciOn quImica
del 7-ACA o7-ADCA.
En DSM Ia producción de antibiOticos y otros quimicos constituian elementos
independientes, hasta que el Presidente de InvestigaciOn observO Ia sinergia
existente entre ambas areas y planea utilizar recursos conjuntos para desarrollar
rutas biocataliticas para atros antibiOticos producidos quimicamente hasta ahora, asI
coma para desarrollar otras productos qulmicos. En ANTIBIOTICOS se están
utilizando técnicas tales coma Ia tecnologIa del ADN recombinante y Ia ingenierla
metabOlica para Ia optimizaciOn de Ia fermentaciOn y de Ia catãlisis enzimática.

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
o pequenas dependiendo de Ia naturaleza de Ia enzima, el tipa de célula, y Ia etapa
de desarrollo. Cabe aclarar que dentro de Ia célula no solamente se produce una
enzima Unica, sino que existe un complejo multienzimàtico ericargado de realizar
todas las reacciones necesarias para Ia supervivencia de Ia cOlula, y es dentro de
éste complejo, donde se encuentra Ia (s) enzima(s) de interOs académico y/
industrial (Roberts, 1995).
A simple vista pudiera parecer sencilla Ia selecciOn del sistema a emplear durante Ia
biotransformaciOn. Habiendo establecido ya algunas de las bondades más notables
de los sistemas enzimáticos, todo pareceria indicar que Ia Unica alternativa para
realizar las biotransformaciones Ia constituyen las enzimas, pera Ia elecciOn del
sistema dependerá de las caracteristicas de Ia enzima per Se, especialmente cuando
Ia enzima de elecciOn es intracelular. Bajo estas circunstancias los siguientes
factores deben ser considerados antes de elegir un sistema enzimático sobre Un
sistema de células completas:
1. Varias enzimas potencialmente Utiles son relativamente inestables fuera de su

ambiente celular normal, par tanto, tienen poco valor como biocatalizadores si
son extraidos de Ia célula. En términos moleculares, Ia enzima pierde su
estructura tridimensional, ocasionando Ia perdida de su actividad catalitica.

2. Muchas enzimas intracelulares potencialmente ütiles son susceptibles a sufrir
ataque hidrolitico par otras enzimas — especialmente proteasas — liberadas
durante Ia ruptura celular.

3. Varias enzimas son dependientes de cofactor (i.e. mono-oxigenasas,
oxidoreductasas, ligasas, etc). Tales cofactores son reciclados par
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, dada que los pasos necesarios en Ia extracciOn y
purificaciOn de las enzimas a partir de las células, frecuentemente son laboriosos
y arrojan bajos rendimientas de Ia preparaciOn de Ia enzima activa.

Tarnando en cuenta estos factores, Ia elecciOn de un sistema para Ia
biotransformaciOn dependerá de las caracteristicas intrinsecas de Ia enzima, asi
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coma de las herramientas y/ recursos disponibles para el proceso de purificación
(Roberts, 1995).

1.7.1.2 APLICACION DE LA BIOCATALISIS A LA MANUFACTURA INDUSTRIAL DE MOLECULAS
QUIRALES
La utilizaciOn de catalizadores biolOgicos (i.e. enzimas ó células completas) ha ida
más allá de las fronteras de los tubas de ensayo en el Iaboratorio, para Ilevarse al
nivel industrial. Ejemplos palpables se observan en Ia agricultura, en el area
alimenticia para Ia manufactura de alimentos y bebidas, y en Ia preparaciOn y
limpieza de textiles. Par otra lado, los catalizadores biolOgicos juegan un papel muy
importante en qulmica analitica, donde las enzimas son utilizadas para estimar los
niveles de metabolitos en el diagnOstico y terapia de las enfermedades (Weetall,
1973; Mazid, 1993; McCoy, 1999).
En Ia industria quimica Ia biocatálisis se concibe como el media para obtener ya sea
pequeñas moléculas Opticamente activas a quirales que sean productos
farmacéuticos a intermediarios en Ia sintesis de fármacos. Grandes moléculas tales
coma antibiOticos y proteinas terapéuticas también son producidas biolOgicamente
(McCoy, 1999).
En Ia producciOn de moléculas pequenas, dos tipos principales de biocatalizadores
son utilizados: transformaciOn de las molOculas dentra de células 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 enzimáticas se agrupan en dos amplias categorias: aquellas que
resuelven mezclas racéniicas y las que dan derivados asimétricos a partir de
precursores proquirales a racémicos. Generalmente las resoluciones enzimáticas
son realizadas con enzimas aisladas, mientras que Ia sintesis asimétrica requiere Ia
presencia de cofactores, hacienda 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 Ia sIntesis
total. Ejemplos de resoluciOn en Ia industria farmacéutica incluyen Ia producciOn par
DSM Andeno de intermediarios para diltiazem y captopril. ChiroTech produce un
isOmero del ibuprofen y Ia (-)lactama para el abacavir, mientras que BASF produce
aminas Opticamente activas usando a Ia lipasa en solventes orgãnicos (McCoy,
1999).
La utilizaciOn de células completas constituye un proceso mãs complejo, cuyo
propOsito dual es introducir quiralidad y realizar una sintesis de multietapas. La
campañia Zeneca produce un intermediario quiral para que Merck produzca Ia droga
dorzolamida contra el glaucoma, mientras que NSC Technologies realiza Ia
producciOn de L-fenilalanina para praductas 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 qulmica serla muy
dificil. Un ejemplo lo constituye Ia conversiOn de 2,5-dimetilpirazina a ácido 5-metil-2-
pirazincarboxilico, intermediarlo de Ia glipizida, usando un microorganismo que crece
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en p-xileno. En otro proceso se está produciendo ácido 5-hidroxipirazincarboxilico en
un solo microorganismo que realiza dos pasos quimicos, éste compuesto es un
intermediario para Ia sintesis de una droga contra Ia tuberculosis que aun se
encuentra en estudias clinicos (McCoy, 1999).

1.7.1.3 ENZIMAS INMOVILIZADAS DEFINICION Y CLASIFICACION
De acuerdo a Ia establecido en Ia Primera Conferencia sobre lngenierIa Enzimática
(1971), las enzimas inmovilizadas son enzimas que se encuentran fisicarnente
confinadas a localizadas en un microambiente con retenciOn de sus actividades
cataliticas y que pueden ser utilizadas en forma repetida y continua (van Beybum,
1980; Kennedy eta!., 1988; Chibata, 1978). Par Ia tanto las enzimas modificadas a
una farma insoluble en agua baja técnicas especificas satisfacen ésta definiciOn.

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

En ésta reunion no solamente se estableciO Ia definiciOn de enzimas inmovilizadas,
sino que también se propuso su clasificaciOn, tal coma se muestra en Ia Figura 8.
Para que las enzimas sean consideradas en Ia practica como catalizadores se deben
considerar tres formas: 1) forma soluble, 2) forma soluble inmovilizada y 3) forma
insoluble inmovilizada. Los Ultimos 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 enzimático inmovilizado son Ia enzirna, eI
soporte y el método de uniOn, pero factores tales coma pH, viscosidad, fuerza iOnica,
presiOn, agitaciOn, cofactor, sustrato y remociOn del producto, pueden afectar su
eficiencia catalitica. La evaluaciOn del sistema final deberá realizarse en funciOn de
Ia suma del costa de las contribuciones del componente individual contra el valor de
Ia eficiencia del sistema. Al realizar Ia selecciOn del soporte, propiedades tales coma
Ia morfologia, contribuciones de superficie, composiciOn y regeneraciOn deben ser
asignadas, puesto que todas ellas contribuyen de manera sinérgica en Ia actividad
enzimâtica (Sharma et a!., 1982; Caa et a!., 1996).

•
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1.7.1.3.2 METOD0S DE INMOVILIZACION
Se han utilizada una amplia variedad de materiales como soportes, principalmente
sOlidos en forma de esferas, asi coma también membranas y fibras. En algunos
casos, también se han utilizado soportes solubles en agua coma el dextrano
(Sharma eta!., 1982; Cao eta!., 1996; Mosbach, 1980, Mazid, 1993; Chibata, 1978).
Usualmente las enzimas se encuentran inmovilizadas en estos soportes par
cualquiera de las cuatro farmas siguientes:
a) uniOn covalente;
b) atrapamiento dentro de un gel a (micro)-encapsulaciOn dentro de membranas

semipermeables;
c) adsorciOn, incluyenda enlazamiento hidrofObico a de afinidad;
d) enlaces a agregados insalubles.

Figura 9. ClasificaciOn de los métodos de inmovilizaciOn (Chibata, 1978).

1.7.1.4 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA INMOVILIZACION
Dentro de las ventajas de las enzimas inmovilizadas podemos mencionar el alto
periada de vida media, facilitando Ia 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 continua, reducciOn de
desechos y disminuciOn de los costos de energia y mano de abra, factores que
favorecen Ia adopciOn e implementaciOn de ésta tecnologia par parte de las
empresas (Cao eta!., 1996). Dentro de las desventajas se encuentran Ia disminuciOn
de Ia actividad enzimática, cambias en Ia especificidad del sustrato, y baja
transferencia de masa coma resultado de los fenOmenos de difusiOn causadas por
las caracteristicas prapias del palimero (Kennedy eta!., 1988).
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1.7.1.5 APLICACIONES PRACTICAS DE LAS ENZIMAS INMOVILIZADAS
A Ia fecha existen varios pracesos industriales que utilizan Ia tecnologIa de enzimas
inmovilizadas para Ia praducciOn a gran escala de productos coma Ia glucosa, jarabe
fructosado, L-aminaácidos y el anillo penicilànica utilizado como base para Ia
praducciOn de penicilinas semisintéticas (Weetall, 1973; Chibata, 1978).

1.7.1.6 FACTORES QUE AFECTAN SU APLICACION INDUSTRIAL
Antes de utilizar un sistema inmovilizado en Ia industria (enzimático a celular), deben
considerarse los siguientes factores: 1) costo de las sopartes a reactivos para Ia
inmovilizaciOn de enzimas a células microbianas; 2) actividad de Ia enzima
inmavilizada y rendimiento comparado can Ia enzima nativa a células intactas; 3)
estabilidad de Ia enzima inmavilizada o células inmovilizadas durante Ia aperaciOn;
4) regeneraciOn de Ia enzima inmovilizada deteriorada a de células microbianas
después de largos periadas de aperaciOn; 5) coinmovilizaciOn de cofactores en caso
necesario, 6) compatibilidad de Ia enzima a célula can el saporte, y el efecto
hidrodinámico del media de reacciOn sabre las particulas inmovilizadas (Chibata,
1978).

1.7.1.7 UTILIZACION DE LAS ENZIMAS EN SINTESIS ORGANICA
Hacia el inicia de Ia década de los 70’s, el emplea de reacciones catalizadas par
enzimas (biotransformaciones) en sintesis orgánica habia recibido poco interés, ya
fuera a nivel de investigaciOn a industrial. La tendencia cambiO considerablemente
hacia 1980, par factores tales coma Ia creciente disponibitidad de una amplia gama
de enzimas y el conocimienta de que varias familias de enzimas son capaces de
transformar desde sustratos naturales hasta sustratas sintéticos (Kennedy et a!.,
1988). Asi, Ia utilizaciOn de enzimas en sintesis organica puede ser ventajosa par
varias razanes:
1.- Catalizan las reaccianes bajo candiciones de reacciOn suaves (i.e. temperatura
37°C, presiOn I atm, pH 7.0). Las transformaciones son energéticamente eficientes
al campararlas con los pracesos quimicos.
2.- Son promotoras de reaccianes altamente quimiaselectivas, regioselectivas y
estereoselectivas, y par su naturaleza de catalizadores quirales, son capaces de
generar compuestos Opticamente activos. Caracteristicas que permiten satisfacer las
demandas de los mercadas farmacéutico y agraqulmico par productos Opticamente
activos (evitanda toxicidad innecesaria y/ daño ecolOgico)
3.- Son capaces de realizar reacciones que san dificiles a imposibles de realizar bajo
esquemas ardinarias de sintesis orgánica. De éste modo las reaccianes enzimáticas
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 argánica es un area estrechamente relacianada can Ia tecnologia
enzimàtica, además de su utilizaciOn en Ia resoluciOn de mezclas racémicas de
aminoácidos y en transformaciones de esteroides, se espera que se desarrollen más
procesos a pequena y gran escala para Ia preparaciOn de quimicos.
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En Ia tabla 1 se listan las aplicaciones de los sistemas enzimáticos inmovilizados
basada en Ia clasificaciOn de las reaccianes enzimáticas, establecida par Ia comisiOn
de enzimas de Ia IUPAC y de Ia UniOn Internacional de Bioquimica en 1972
(Chibata, 1978).

labIa 1. AplicaciOn de las enzimas inmovilizadas a los procesos quimicos (Chibata,
1978).

El Ultima paso para Ia conversiOn de penicilinas y cefalosporinas a compuestos
farmacolOgicamente activas se realizaba par Ia ruta tradicional de sintesis orgánica.
A finales de 1994 algunas companIas productoras de antibiOticos decidieron
incorparar dentro de sus esquemas de producciOn a las biatransformaciones, i.e
utilizaciOn de sistemas inmavilizados celulares (Báez-Vàzquez y Demain, 1999) o
enzimáticos para realizar Ia sintesis de un compuesta especifica a partir de un
sustrato determinado; incrementanda los niveles de rendimiento del compuesto
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deseado Y eliminando las reacciones colaterales y formaciOn de subproductos,
elementos indeseables caracteristicos de las sintesis argánicas. La inmovilizaciOn
del biocatalizador facilita Ia remociOn del producta y permite su utilizaciOn en
procesos continuos. La biocatálisis ha explorado diferentes areas y al igual que los
métodos de inmovilizaciOn sus aplicaciones son multiples. Para el caso de Ia ACT se
ha descrito Ia extrema labilidad de Ia enzima (Fujisawa et a!., 1977; Scheiddeger et
a!., 1984; Matsuyama et a!., 1992; Gutiérrez et a!., 1992; Matsuda et a!., 1992;
Mathison et a!., 1993; Scheiddeger et a!., 1985), pero no se ha estudiado su
actividad al sen inmovilizada en sopartes poliméricos con el abjetivo de conferirle
estabilidad y aumentar Ia vida media activa de Ia enzima, y menas aun se tienen
referencias sabre el aumenta a disminuciOn de sensibilidad a factares intrinsecos y
extrinsecas del media de reacciOn.

En base a los antecedentes el pnesente trabajo propone investigar las canacteristicas
cataliticas de un sistema inmavilizado de ACT en diferentes sopontes poliméricos,
con los siguientes objetivas:

Objetivo general.- ObtenciOn de cefalasparina C a partir de diacetilcefalosponina C
catalizada par Ia O-acetlltnansferasa de Acremonium chiysogenum.

Objetivos especificos
1 .- EvaluaciOn de Ia actividad enzimàtica en un sistema libre (in vitro).
2.- EvaluaciOn de Ia actividad enzimática en sistemas inmovilizados.
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CAPITULO DOS

MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS

Acetil coenzima A sal trilitiada.3H20, ditiotreitol (DTT), L-asparagina, DL-metionina,
NaSO4. I 0H~0, ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), almidOn, albUmina sénica
bovina (BSA), alginato, palietilenimina, N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y
BaCI2 fueron adquiridos a Sigma-Aldrich Chemical Company (Missouri, USA), el
fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF) fue comprado a Boehninger, el CaCO3 fue
abtenido de Mallinckrodt Chemical Inc, (Kentucky, USA), CaCI2.2H20 fue de Merck
Company (Germany). El reactivo de Bradford (Bia-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate) fue adquinido de Bia-Rad Laboratories (CA, USA). El agar
bacteriolOgico, extracto de Ievadura, peptana de caseina, agar de sabouraud y agar
papa-dextrasa fueron de BIOXON (Estado de Mexico, Mex); el media YM broth fue
adquirido de DIFCO Laboratories (Michigan, USA). La sacarosa y Ia dextrosa fueran
adquiridas a CTR (Monterrey, Mex); K2HPO4, KH2PO4, KCI, MgSO4.7H20,
FeSO4.7H20, NaNO3, MnSO4.H20, CaCO3 y persulfato de amonia fueron adquinidos
de POM (Manterrey, Méx). A menos que otra cosa se especifique, todos los
reactivas utilizados en éste trabajo fueron de grada analitico. El nitrOgeno liquido se
comprO de Praxair (Monterrey, Méx). La agarosa de bajo punta de fusiOn y Ia
poliacrilamida, al igual que el agua (grada HPLC) para los análisis cromatográficos
fue adquirida a Fischer Chemical (New Jersey, USA). Los estándares de
Diatilcefalasparina C y cefalosporina C fueron donados amablemente par
AntibiOticas, S. A. (LeOn, España).

2.1.2 EQUIPO
Centrifuga GS-15R, Beckman (California, estados Unidos). Balanza electrOnica
TP4KD, OHAUS ±0.01 g. Balanza analItica Mettler —Toledo. PotenciOmetro 050,
Beckman. Liofilizador Freeze dry system/freezone 4.5, Labcanco. Microscopio
estándar 25, Carl Zeiss. Bamba de vacia GP11O-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. CromatOgrafo de liquidas HP 1100 (Alemania). Columna C18 (Luna 2)
5 ~t. EspectrofatOmetro DUMR series 600, Beckman (California, Estadas Unidos).
Microcentrifuga Eppendorf 5415 C. Congelador de —80 C “Ultima” 700, Revco
Scientific Inc. Congelador de —20°C Isotemp, Fisher Scientific Co. Refrigerador de
4°C Isotemp, Fisher Scientific Co. Esterilizadora eléctrica 25X, all american
sterilizers, Wisconsin Aluminium Foundry Company, Inc. Microscopia biolOgica
Vanox AHBS3.

2.1.3 CuLTivo .

La cepa de Acremonium ch,ysogenum ATCC 48272 (Cephalosporium acremonlUm
ClO) fue donada amablemente par el Prafesor Arnold L Demaln 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 Ia cepa de Acremonium chrysogenum, se realizó
su prapagaciOn en diferentes medios de cultivo, Ia farma 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 mi y
subsecuente vaciado de cajas en condiciones esténiles. Las cajas se inocularon baja
condiciones estériles con 40 l de Ia suspensiOn de Acremonium chiysogenum y se
incubaron a 37°Cpar 5 dias.

2.2.1.2 MEDI0 PARA CRECIMIENTO DE HONGOS IMPERFECTOS (MCHI)
Dextrasa 0.1 g, extracta de levadura 0.1 g, agar 1.9 g disueltos en 100 mL de agua
destilada, estenilizaciOn a 15 psi durante 15 mm y subsecuente vaciado de cajas
Petri en condiciones estériles. Las cajas se inacularon baja condiciones asépticas
con 40 L de Ia suspensiOn de Acremonium chiysogenum y se incubaron a
temperatura ambiente par 5 dias.

2.2.1.3 MED0 YM
2.1 g de media YM disueltos en 100 mL de agua destilada, se esterilizaron a 15 psi
durante 15 mm. A matraces de 250 mL can 50 mL del media se adicianaran 45 jiL
de Ia suspensiOn de Acremonium chrysogenum y se incubaron a 27°Cy 180 r.p.m.
durante 5 dias.

2.2.1.4 AGAR DE SABOURAUD
6.5 g de media disueltos en 100 mL de agua se estenilizaron a 15 psi durante 15 mm
y el vaciado de las cajas se realizO en condiciones estériles; baja éstas candiciones
las cajas Petni se inocularon con 40 L de Ia suspensiOn de Acremonium
chrysogenum y se incubaron a temperatura ambiente par 5 dias.

2.2.1.5 AGAR PARA PLACAS
Se preparO acorde a las condiciones descritas par Shen eta!., (1986) (ANEXO SIETE),
después de 10 dias de incubaciOn a 25°Clas tubas y las cajas Petri mostraran un
crecimienta apropiada. Se detuvo Ia incubaciOn y fueron guardados a 4°Chasta ser
empleados para el desarrolla del media semilla.

2.2.2 PREPARACION DEL MEDIO SEMILLA NO. I
En el medio semilla No. I madificado de Shen et a!., (1986) (ANEXO SIETE) se redujo
Ia concentraciOn de almidOn del 3% al 1% y fue utilizado para desarrollar el
preinOculo para las fermentacianes en media definido. El desarrollo del media
semilla se iniciO inoculando 70 mL de éste, en un matraz erlenmeyer de 500 mL con
una colonia de Acremonium chiysogenum cultivada en el agar en placa. La
incubaciOn fue realizada a 25°Cen una incubadora con agitaciOn a 200 r.p.m.
durante 72 horas.
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2.2.3 PREPARACION DEL MEDIO DE FERMENTACION DEFINIDO
Se utilizO Ia composiciOn descrita par Shen et a!., (1986) (ANEx0 SIETE) el desarrollo
de éste media se realizO par transferencia de 10 mL de media vegetativo a 300 mL
de media de fermentaciOn definido en un matraz erlenmeyer de 1000 rnL. Las
matraces fueron incubados a 25°Cen una incubadora con agitaciOn a 200 r.p.m.
durante seis dias

2.2.3.1 CRECIMIENTO
El crecimienta fue estimada par peso hümeda. Para ella se tararon previamente
tubas eppendarf en balanza analitica, y se tomO una alicuota de 1 mL de los
matraces de fermentaciOn desde el inicio hasta eI final de Ia etapa de producciOn a
intervalos de 24 h, los tubas se centrifugaran a 14000 r.p.m. par 15 minutos, el
sobrenadante se descartO y los tubas se pesaron nuevamente. Par diferencia de
pesos se obtuvieran las valores que permitieron estimar el creciniienta de
Acremonium chrysogenum a medida que transcurria Ia fermentaciOn.

2.2.4 CONDICIONES PARA EL ANALISIS POR HPLC
Todos los análisis repartados en el presente trabajo fueron realizados en un sistema
de CromatografIa de liquidas de alta resoluciOn (HPLC) Hewlett Packard equipada
con una columna Luna 5~x C18 (2) (250 x 4.6 mm). Diacetilcefalospanina C y
cefalosponmna C fueron usadas coma estándares para construir una curva de
calibraciOn (ANEXO DOS), utilizando coma fase mOvil acetato de sodia 10 mM-ácido
acético (pH 4.7), con un flujo constante de 1.3 mL/min a 25°Cy 2~2~i. El volurnen de
inyecciOn para todas las muestras fue de 20 jiL. Ambos campuestas fueron
identificados par caelusiOn con muestras puras proporcianadas por AntibiOticos, S.A.
LeOn, España.

2.2.5 NIVELES DE CEFALOSPORINA C
La praducciOn de CC durante Ia fermentaciOn fue monitoreada tomando una alicuota
de 1 mL de los matraces de fermentaciOn desde eI inicio hasta el final de Ia etapa de
praducciOn a intervalas de 24 h. Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 r.p.m.
par 20 minutas y analizadas par HPLC para determinar Ia cantidad de cefalosponina
C producida durante Ia fermentaciOn.

2.2.6 PREPARACION DE EXTRACTOS
Los cultivas de Acremonium chrysogenum fueran incubados durante 6 dias en eI
media de fermentaciOn definido (Shen et a!., 1986), las células se colectaron por
centrifugaciOn a 10,000 r.p.m. par 20 minutos a 4°C,seguida de dos lavados con
una soluciOn de NaCI 0.9% (GutiOrrez et a!., 1992) y Ia biomasa obtenida se congelO
a —80°C.El micelia fue liafilizado en un sistema de secado-congelado al vacia por 20
h, posteniormente fue macerado en presencia de nitrOgeno liquido hasta obtener un
palva fina que fue disuelto en el menon valumen pasible de buffer. El buffer fue una
modificaciOn del descrito par Matsuyama eta!., (1992) usando PMSF coma inhibidor
de prateasas en vez de p-amidinfenilmetanosulfonilfluoruro clorura y omitiendo Ia
adiciOn de 7-ACA. Los restos celulares fueron removidas par centrifugaciOn a 21 000
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r.p.m. a 2°Cpar 30 minutos, el sobrenadante fue dividido en alicuotas de I mL en
tubas eppendort y almacenado a —80°Chasta su usa.

2.2.6.1 CONCENTRACION DE PROTEINA
La concentraciOn de prateina en los extractas celulares fue med ida par el métoda de
Bradford (1976), utilizanda coma estándar para Ia construcciOn de Ia curia de
calibraciOn (ANEXO UNO) albümina sérica bovina fracciOn V.

2.2.7 INM0vILIzAcION
Con el objetivo de evaluar Ia funcionalidad del saporte y el extracto Iibre de células
conteniendo a Ia ACT, se procediO a inmovilizar el extracto con actividad de Ia ACT
en tres diferentes polimeros coma se indica a continuaciOn:

2.2.7.1 lNMoviLIzAcION CON ALGINATO
La inmovilizaciOn con alginato se realizO en tres modalidades diferentes: 1) extracto
crudo (58.4 ~ig) inmovilizado en algmnata al 2%, 2) extracta crudo (58.4~.tg) y AcCoA
inmovilizados en algmnato al 2%, 3) extracto crudo (116.8 fig) y AcCoA inmavilizados
en algmnato al 2%. No obstante las variantes mencionadas anteniormente, se utilizO el
mismo protocola de inmavilizaciOn para todos las casos. Una soluciOn de 400 1.iL de
algmnata 2% se mezclO con Ia saluciOn farmada par Ia mezcla de 150 L de extracto
y 50 L de AcCoA 2.5 mM. La mezcla se cargO en una jeringa de insulina de 1 mL,
con una aguja de 29 G y Ia farmaciOn de las esferas se realizO goteando Ia soluciOn
del polimero en una saluciOn endurecedara en agitaciOn que contenia BaCl2 2% con
palietilenimina 1 % (aditiva utilizado para evitar que los paros 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 camponentes de Ia
mezcla de reacciOn) (Park eta!., 1995). Eltiempo de curado fue de 3 horas. Baja las
condiciones descritas anteriormente se abtuvieron en pramedia 30 esferas de
alginata, con un diámetra aproximada de 3-5 mm y un contenido de proteina de 1.95
~tg/esfera.

2.2.7.1.1 CICLOS DE REUTILIZACION CON ALGINATO
Se siguio el protacolo de inmovilizaciOn descrito en el apartado 2.2.7.1, Ia mezcla de
extracto (58.4 ~.ig) y AcCoA 2.5 mM (50 p.L), se inmovilizo en 400 1iL de algmnato al
2% y las esferas se sometieron a reacciOn baja condiciones estándares (2.2.8.2)
deteniendo ésta después de I h de incubaciOn (un ciclo de actividad = 1 hora de
reacciOn). El producto fue retirado de Ia mezcla y las esferas se lavaron dos veces
con agua destilada, antes de sen agregadas nuevamente a otra tubo eppendorf y
realizar otra ciclo baja las condiciones descnitas previamente (2.2.8.2). El producto
de reacciOn de cada carrida experimental se analizo par HPLC, hasta completar un
nümera total de 8 ciclos.
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2.2.7.2 INMOVILIZACION CON AGAROSA
Una mezcla de 150 j.iL de extracto (58.4 fig) y 50 p.L de AcC0A 2.5 mM, tue
inmovilizada en 400 ~iL de agarosa de bajo punto de fusion, utilizando aceite de
cártamo para facilitar Ia formaciOn de las esferas; mismas que fueron separadas del
aceite por centrifugaciOn a 4°Cy 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 diámetro con un contenido de protelna de 0.48 1ig/esfera.

2.2.7.3 INMOVILIZACIóN CON POLIACRILAMIDA
Una mezcla de 150 ~tL (58.4 pig) de extracto y 50 ~tL de AcC0A 2.5 mM, tue
inmovilizada en 1 mL de poliacrilamida. La mezcla se purgO con nitrOgeno y
posteriormente se le agrego persulfato de amonio y TEMED para iniciar Ia
polimerizaciOn. Una vez obtenidos los geles (Ia concentraciOn de poliacrilamida tue
del 10%), estos se cortaron en cuadros pequeños de aproximadamente 3 mm por
ado, obteniendo 106 cuadros de 3x3 mm en promedio con un contenido de protemna
de 0.547 ~ig /cuadro.

2.2.8 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA 0-ACETILTRANSFERASA

22.8.1 CARACTERIZACION DEL SISTEMA LIBRE
La actividad enzimática tue cuantificada modificando el ensayo descrito por Gutiérrez
et a!., (1992), utilizando 58.4 1j.g de protemna, 50 ~.iL de buffer de fosfatos 50 mM (pH
7.0), 25 1.~L de MgSO4 5 mM, 50 ~.iL de AcC0A 5 mM, 50 1it de DAC a dos niveles
diferentes (2.5 mM=960 ppm y 5 mM=1920 ppm) segUn eI caso, temperatura 37 °Cy
tiempo de reacciOn de 30 mm. La mezcla de reacción fue enfriada a 4°Cpor 10
minutos y centrifugada a 14 000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C,eI sobrenadante se
analizó por HPLC. El volumen total de Ia reacciOn fue de 325 p.L.

2.2.8.2 CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS INMOVILIZADOS
Se realizO modificando el ensayo descrito por Gutiérrez eta!., (1992), utilizando 200
~tL de buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0), 50 j.xL de AcCoA 2.5 mM, 25 ~L de MgSO4
5 mM, 50 ~tL de DAC 2.5 mM, y 58.4 ~tg de concentraciOn total de protelna en los
respectivos sistemas inmovilizados, a una temperatura de 37 °C, el tiempo de
reacciOn tue de 1-5 h. La mezcla de reacciOn tue enfriada a 4°Cpor 10 minutos y
centrifugada a 14,000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C,el sobrenadante se analizó por
HPLC. El volumen total de Ia reacción tue de 325 m.iL. Para cada uno de los sistemas
se corriO 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 diseñO un análisis para observar las caracteristicas de
ambos sistemas. Para todos los casos, Ia muestra en cuestiOn (i.e. esfera de
alginato, esteras de agarosa, cuadro de poliacrilamida o micelio de Acremonium
chrysogenum) se puso en contacto con una gota de glicerol y se observO al
microscopio utilizando Ia Optica de Nomarski, ütil para analizar objetos translücidos.
Los anàlisis se realizaron utilizando un microscopio biolOgico Vanox AHBS3, con el
objetivo de 40X.
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CAPITULO TRES

RESULTADOS

3.1 PROPAGACION DEAcremonium chrysogenum.
Con el objetivo de realizar Ia propagaciOn y activaciOn de Ia suspension de
Acremonium chiysogenum, Ia siembra del microorganismo se realizO en diferentes
medios de cultivo, los resultados se muestran en Ia labIa 2.

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados para evaluar Ia Optima propagación y
activaciOn de Acremonium ch,ysogenum.

Desarrollo lento.

Desarrollo alto.
El crecimiento de las colonias alcanzô en promedlo 3-7 mm.
El crecimiento observado por as colonias fue de 13-15 mm.

Los resultados de Ia tabla anterior muestran que los medios que pernhiten una
adecuada propagaciOn del hongo son el agar dextrosa y peptona, el agar de
Sabouraud y el agar para placas. En Ia tabla 2 se indican las caracterIsticas
morfolOgicas del crecimiento del hongo en agar para placas, rnientras que en Ia
Figura 10 se aprecia Ia morfologla del hongo en caja Petri previamente descrita.
En Ia Figura 11 se muestra una microgratma de Acremonium chrysogenum tomada
con un Microscopio Olympus Vanox AHBS3 utilizando Ia Optica de Nornarski.
Acremonium chiysogenum presenta un crecimiento caracteristico en los rnedios
de cultivo suministrados con metionina, Ia cual tavorece Ia formaciOn de
artrOsporas mismas que han sido implicadas con los máximos niveles de
producciOn de 13-lactamas. En ésta fotogratla puede apreciarse el engrosamiento e
hinchamiento del micelio, fenOmeno asociado a los cambios morfologicos
desarrollados durante Ia producciOn de ~3-Iactamas, Ia totografla tue tornada al
micelio cultivado en el medio de termentaciOn definido (ANEXO SIETE) durante seis
dias.

26



Tabla 3. Caracteristicas morfolOgicas de Acremonium chiysogenum en agar para
placas. Las cajas Petri con Acremonium chrysogenum fueron incubadas por 10
dias a 25°C,después de éste periodo Ia colonia presenta torma circular e irregular,
con superficie rugosa y elevacion convexa.

Figura 10. Caja de Acremonium chtysogenum cultivada en agar para placas. La
incubaciOn se realizó por 10 dIas a 25°C,aI cabo de los cuales se observa una
colonia de superficie rugosa y convexa con diámetro aproximado de 15 mm.
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Figura 11. MicrogratIa del miceiio ae Acremonium chrysogenum cultivado por seis

dIas en medio de fermentaciOn definido a 25°Cy 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
enzimáticos, obtener los mayores niveles de la enzima en estudio. De éste modo,
los avances realizados con herramientas de Biologla Molecular como los hechos
en el ámbito de fermentaciOn, han permitido establecer el medio, condiciones de
cultivo y el periodo de incubaciOn Optimo en Ia tase de termentaciOn para
encontrar los máximos niveles de Ia enzima deseada.

Los niveles de CC máximos detectados por Mathison et a!., (1993) al realizar Ia
fermentaciOn de Acremonium chiysogenum 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 a!., (1986)
(ANEXO SIETE).

En el caso especItico de Ia ACT, reportes previos (Matsuyama et a!., 1992;
Gutiérrez, et a!., 1992) indican haber encontrado diferencias en Ia actividad
catalitica de Ia ACT detectada a partir de las 96 h de termentaciOn. Los niveles de
actividad reportados por Matsuyama tueron de 25.7 unidades totales, mientras que
los reportados por Gutiérrez fueron de 1 .85 unidades totales. El nivel máximo de
actividad encontrado en el trabajo fue de 4.069 x 102 unidades totales, dichos
valores podrian ser el resultado de Ia inestabilidad de Ia enzima asI como de Ia
impureza del extracto que contiene a Ia ACT.
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3.2.1 NIVELES DE BIOMASA
La determinaciOn de los niveles de biomasa se realizó acorde a Ia forma descrita
en Ia secciOn de materiales y métodos (2.2.3.1), y los resultados se aprecian en Ia
Figura 12.

Figura 12. Niveles de biomasa producidos durante Ia termentaciOn de

Acremonium chrysogenum.
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3.2.2 NIVELES DE CC
Con el objetivo de analizar Ia correlaciOn entre el crecimiento (i.i) y los niveles de
CC producidos durante Ia fermentación de Acremonium chiysogenum, ambas
determinaciones se evaluaron de manera paralela, Ia cuantificaciOn de los niveles
de CC se realizO por HPLC1. En Ia Figura 13 puede apreciarse el aumento en los
niveles de CC conforme transcurrIa el tiempo de fermentaciOn, obteniendo un nivel
máximo de CC de 153.12 ppm a 144 h de cultivo. Este incremento coincide
perfectamente con Ia fase estacionaria del cultivo (idiofase), Ia cual indica una
productividad mayor de CC como resultado de Ia presencia de Ia ACT en Ia ruta
de biosintesis correspondiente; quedando manifiesta Ia naturaleza de metabolito
secundario o idiolito por parte de ésta al ser producida durante Ia fase estacionaria
de crecimiento del hongo.

Figura 13. Niveles de CC producidos durante Ia termentaciOn de Acremonium
chrysogenum.

En todos los casos, las muestras de CC se identificaron por coelusión con un estándar y la cantidad
producida se calculó utilizando la curva de calibración (ANEXO DOS) correspondiente.
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3.3 ENSAYOS ENZIMATICOS

De manera tradicional los procesos para Ia producciOn de antibiáticos 13-lactámicos
continüan realizándose por fermentaciOn, seguidos de transtormaciOn quimica
ulterior. En las secciones siguientes se describen las formas bajo las cuales se
realizO Ia determinaciOn de Ia actividad de Ia ACT.

3.3.1.1 SELECCION DEL NIVEL OPTIMO DE PROTEINA
For ser Ia ACT una enzima limitante en Ia conversiOn de DAC a CC, su actividad
ha sido estudiada desde multiples entoques y se tienen descritas diferentes
condiciones para Ia realizaciOn de los ensayos de actividad de ésta. El análisis se
iniciO siguiendo las condiciones reportadas por Gutiérrez et a!., (1992), pero antes
de proceder a Ia realizaciOn de los ensayos como tal, se determinO Ia
concentraciOn de protelna presente en eI extracto (2.2.6.1), y se realizó Ia
selecciOn de Ia concentraciOn de proteina bajo Ia cual se alcanzaban los niveles
más altos de producciOn de CC.

Para realizar Ia selección de Ia concentraciOn de protelna optima, se realizaron
ensayos enzimáticos utilizando las siguientes condiciones de reacciOn: buffer de
tosfatos 50 mM (pH 7.0), sulfato de magnesio 5 mM, AcCoA 5 mM, DAC 5 mM y
una concentraciOn de protelna variable desde 0 hasta 58.6 ~.tg.

En Ia Figura 14 se observa el perfil de producción de CC con diterentes
concentraciones de proteina, bajo las condiciones descritas en el párrafo anterior
los máximos niveles de CC tueron producidos al utilizar una concentraciOn de
proteina total de 58.412 fig, niisma que se utilizO en los experimentos posteriores,
incluyendo los de inmovilizaciOn. En Ia Figura 15 se observan los porcentajes de
conversiOn para las diterentes concentraciones de proteina. Los niveles máximos
de CC y de porcentajes de conversiOn tueron obtenidos al utilizar una
concentración total de proteIna de 58.4 jig.
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Figura 14. Niveles producidos de CC a diterentes concentraciones de proteinas
(ACT en el extracto).



Figura 15. Porcentajes de conversiOn de CC variando las concentraciones de

proteina (ACT en el extracto).
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3.3.1.2 SELECCION DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO
La selecciOn de Ia concentraciOn Optima de sustrato (Tabla 4) se realizó tomando
como base los resultados obtenidos sobre los niveles do actividad enzimática.
Definiendo como unidad enzimática Ia cantidad de enzima necesaria para realizar
Ia conversiOn de 1 mol de DAC a CC por minuto en las condiciones esténdares
de reacción (2.2.8.1). Los resultados se analizaron en funciOn do los niveles de CC
producida v de los oorcentaies do conversiOn.

Figura 16. Niveles do CC producidos par Ia ACT con diferentes concentraciones

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



Como puede observarse en Ia Figura 16, Ia actividad catalitica do Ia ACT es
depondiente do Ia concentraciOn de sustrato (DAC 0-12.5 mM) y los niveles do CC
ascienden gradualmonte conforme se incromenta Ia concentraciOn de sustrato.
No obstante los máximos niveles do CC se alcanzan con Ia concentraciOn más
alta do sustrato utilizada (DAC 12.5 mM), como puode verse en Ia Figura 17, el
mayor porcontaje de conversiOn se obtiono con Ia concontraciOn más baja de
sustrato (DAC 2.5 mM) (Figura 18 y Tabla 4), y decreco conforme aumenta Ia
concentraciOn do sustrato, presentando un perfil totalmente opuesto aI de los
niveles de CC. A lo largo del trabajo, Ia concontraciOn de sustrato utilizada tue do
2.5 mM, concentraciOn responsablo de los niveles más altos de conversiOn de
DAC a CC.

Figura 17. Porcentajes do conversiOn de CC producidos por Ia ACT con diferentes

concontraciones de sustrato.
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En Ia labIa 5 se muestran los datos de los recIprocos de las velocidades y de las
concentraciones de sustrato, para calcular los parámetros cinéticos del sistema
libre con variaciOn en Ia concentraciOn de sustrato. En Ia Figura 18 se presenta Ia
gratica de Lineweaver-Burk para el mismo sistema. Los datos experimentales
generaron los siguientes parámetros cinéticos: Vmáx=8.56 mol.lt1min-
Km=3.43x10~3 mol.lt~, Kcat=2.21 min1 y especificidad de 643.23 min 1

I abla 5. Reciprocos cle la concentracoOn de sustrato y velocidad para calcular Ia
velocidad maxima y Ia Km utilizando Ia ocuaciOn de Lineweaver-Burk.

Figura 18. Gráfica 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 do Ia ACT con el sistema libre se realizo bajo condiciones
estándares de roacciOn (2.2.8.1), obtoniendo los siguientes parámetros cinéticos:
velocidad maxima aparonte Vmáx(2~)=5.89x106 mol.If1.min~ y Kcat=0.757 min1, at
analizar Ia Figura 19 observamos ol perfil enzimático de Ia ACT en el sistema libre,
mismo que sigue el clasico comportamiento descrito par el modelo de Michaelis-
Monten, alcanzando Ia velocidad maxima al cabo do las tres horas do roacciOn.

Figura 19. Perfil de Ia actividad enzimatica do Ia ACT en el sistema libre a

diterentes periodos do incubaciOn.
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3.3.2 INM0vILIZACION: ANALISIS PRELIMINARES
Para evaluar Ia tuncionalidad y compatibilidad del soporte y el extracto libre de
células conteniendo a Ia ACT, se procediO a inmovilizar el extracto con actividad
enzimàtica en tres diferentes polimoros como se indica (2.2.7.1, 2.2.7.2, 2.2.7.3).
En torma preliminar se procediO a evaluar eI etecto do Ia coinmovilizacion del
extracto conteniendo a Ia ACT en presencia de AcCoA sobro los niveles de
actividad catalitica de ésta, empleando alginato coma soporte polimérico. La
inmovilizaciOn se realizO en tres modalidades diferentos: 1) extracto crudo
inniovilizado en alginato al 2%, 2) extracto crudo y AcC0A (2.5 mM) inmovilizados
en alginato al 2%, 3) extracto crudo (protoina 116.8 ~tg) y AcC0A (2.5 mM)
inmovilizados en alginato al 2%. Los resultados se observan on Ia Tabla 6, los
mayores niveles de CC se obtuvieron al coinmovilizar el extracto con una
concentraciOn de proteina do 116.8 jig con Ia AcCoA, produciondo 105.96 ppm y
un porcentaje de conversiOn de 11.39%, superando apreciablemente los
resultados nhtAnidns al onmovilizar unicamente el extracto

Tabla 6. Niveles do CC y porcentajes do conversiOn al realizar Ia inmovilizacion de
extracto con tres variantos diferentes en alginato como soporte. Donde A y B~58.4
jig, C=1 16.8 jig.
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3.3.2.1 PERFIL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA INMOVILIZADA EN ALGINATO
El alginato tue el primer pollmero analizado durante el prosente estudio. Los
parámetros cinéticos obtenidos para éste sistema son W5.359x106 moI.It1.min~ y
Kcat=0.687 min* So observa un perfil descendente al transcurrir el tiempo do
reacciOn en Ia Figura 20, dondo so aprecia como los nivolos de CC tienden a
mantenerse constantes a lo largo do Ia reacciOn, no obstante Ia disminución
presentada en algunos puntos.

Figura 20. Portil de Ia ACT en el sistema inmovilizado con alginato.
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3.3.21 PERFIL DE LA ENZIMA INMOVILIZADA EN AGAROSA
La agarosa fue otro de los poilmeros utilizados durante el presente estudio, Ia
reacción se realizó bajo condiciones estándares, los parâmetros cinéticos
obtenidos para éste sistema son V=2.18 x 106 mol.lf1.min1 y Kcat=O.28 min1. En
Ia Figura 21 se observa el perfil enzimàtico para el extracto inmovilizado en
agarosa a pesar de que existen fluctuaciones en los niveles de CC a lo largo de Ia
reacciOn, el perfil de Ia enzima se estabiliza conforrne transcurre el tiempo de
reacción.

Figura 21. Perfil de Ia ACT en el sistema inmovilizado con agarosa.
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3.3.23 PERFIL DE LA ENZIMA INMOVILIZADA EN POLIACRILAMIDA
A diferencja de los otros sistemas, en reacciones efectuadas con
microcropartIculas de poliacruamida no se detectO CC inmoviUzando 58.4 ~g de
proteina, por lo cual los niveles de protelna se tuvieron que duplicar (116.8 ~1g). En
Ia Figura 22 se aprecia como ésta dosis de protelna muestra una actividad muy
notoria que incrementa linealmente a partir de Ia segunda hora de incubación y
continua aumentando más aIIà de las cinco horas de incubación. Los paràmetros
cinéticos obtenidos fueron V=3.68x106mo1.It1.min1 y Kcat 0.473 min1.

Figura 22. Perfil de Ia 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 inmovilizaciOn, se seleccionO al alginato como el polimero a emplear para Ia
realizacion de experimentos de reutilizacion. Puesto que fue en éste donde se
detectaron los mayores niveles de CC a lo Iargo de Ia reacciOn (133.46 ppm valor
maxima), en contraste con los obtenidos con agarosa (60.32 ppm valor máximo) y
poliacrilamida (91 .78 ppm valor maxima).

Tabla 7. Niveles de CC y porcentajes de conversiOn de los diferentes soportes
utilizados para Ia inmovilizaciOn; donde L=Alginato, G=Agarosa y P =Poliacrilamida
(proteins 116.8 ~tg).

43



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 Ia
enzima realizando ciclos de reutilizacion2 (2.2.7.1.1). El perfil enzimãtico para el
sistema se muestra en Ia Figura 23, mientras que en Ia Figura 24 se observan los
porcentajes de conversiOn. Al finalizar el experimenta se detectaron porcentajes
de actividad del 44.5-61 %.

NLJMERO DE CICLOS

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

2 Se siguiO el protocolo de inmovilización descrito en el apartado 2.2.7.1, Ia mezcla de extracto

(58.4 rig) y AcCoA 2.5 mM (50
1it), se inmovilizô en 400 p.L de alginato al 2% y las esferas se

sornetieron a reacciOn bajo condiciones estàndares (2.2.8.2) deteniendo ésta después de 1 h de
incubaciOn (un ciclo de actividad = 1 hora de reacción). El producto fue retirado de Ia 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 analizO por HPLC, hasta completar un nümero total de 8
ciclos.
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NUMERO DE CICLOS

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

No obstante Ia labilidad descrita para Ia acetiltransferasa, se detectO actividad
enzimática en los dos sistemas utilizados en Ia investigaciOn. Pars el caso de Ia
inmovilizacion de Ia enzima en diferentes soportes poliméricos, existen algunas
explicaciones postuladas sobre las causas de los altos o bajos niveles de actividad
erizimática en dichos sistemas.
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CAPITULO CUATRO

DISCUSION DE RESULTADOS

La bioconversiOn de DAC a CC es Ia ultima reacciOn en Ia biosintesis de CC en
Acremonium chrysogenum y ésta reacciOn es catalizada par Ia ACT. Fujisawa en
1975 fue el primero que detectO su actividad en extractos de Acremonium
chrysogenum mientras que los primeros estudios bioquimicos sobre Ia puriflcaciOn
y caracterización parcial de Ia enzima fueron reportados par Scheiddeger et a!.,
(1985) y posteriormente Matsuyama et a!., (1992) purificO Ia enzima de una cepa
de utilizaciOn industrial realizando también algunos ensayos enzimáticos.

Tomando en cuenta estos antecedentes y Ia 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 Ia enzima en un sistema libre y en un sistema
inmovilizado empleando diferentes soportes poliméricos pars eI atrapamiento de Ia
enzima.

A lo largo de Ia investigaciOn se trabajO con extracto y en Ia reacciOn se niantuvo
constante Ia concentraciOn de proteina (58.4 ~.tg) y Ia concentraciOn de sustrato
(2.5 mM) para ambos sistemas. Para realizar Ia selecciOn del nivel Optima de
protelna, Ia reacciôn se efectuO variando Ia concentraciOn de protelna desde
19.126 ug hasta 58.6 manteniendo constante Ia concentraciOn de sustrato
(DAC 5.0 mM) y seleccionando como valor Optima una concentración de proteina
de 58.412 ug concentraciOn que produjo los mayores niveles de CC (176.63 ppm)
y porcentajes de conversiOn (9.5%).

La caracterizaciOn parcial de Ia enzima (Figura 16) y Ia selecciOn de Ia
concentraciOn de sustrato se realizaron de manera paralela, en éste experimento
se utilizaron concentraciones de DAC de 2.5-12.5 mM y los volUmenes de Ia
mezcla de reacciOn se mantuvieron constantes a Ia largo de Ia reacciOn: buffer de
fosfatos (50 mM, 50 ~.tL y pH 7.0), MgSO4 5 mM (25 ~tL) y concentraciOn de
proteIna (58.4 ~tg), las muestras se incubaron a 37°Cpor 30 minutos. El nivel de
sustrato productor de los mayores niveles de conversion fue DAC 2.5 mM (930
ppm), concentraciOn utilizada pars eI resto de los experimentos incluyendo los de
inmovilizaciOn. Baja éstas condiciones se obtuvieron los siguientes parámetros
cinéticos: Vmáx8.56 mol.1f1.min1,

Km3.437X103 mol.1f1, Kcat=2.21 min1 y
especificidad KcatIKm668.57 mol.1t1.min1, estos parámetros sugieren que Ia
enzima sigue el comportamiento clásico descrito por Ia ecuaciOn de Michaeljs-
Menten, compartamiento que coincide con el descrito previamente par Matsuyama
et a!., (1992).
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El valor de Is constante de Michaelis es pequeño, parámetro indicativo de Ia
afinidad de Ia ACT por el sustrato (DAC), los valores obtenidos para Ia constante
de catàlisis no fueron de Ia magnitud esperada i.e arriba de 10 o mayores), factor
que puede encontrarse en asociaciOn con un bajo ni:imero de colisiones entre el
sitio activo de la enzima y el sustrato, haciendo que Ia formación de los complejos
enzima-sustrato sea esporádica y no con Ia frecuencia y rapidez que pudiera
esperarse. Factores determinantes en los valores de las constantes cinéticas de Ia
enzima fueron: su extrema labilidad fuera del ambiente celular y el propio sistema
in vitro ya que se está tratando de simular el microambiente en el cual se
encuentra inmersa Ia enzima en condiciones naturales.

Partiendo estrictamente del objetivo de Ia investigaciôn, Ia conversiOn de DAC a
CC es una reacciOn unimolecular porque Unicamente se involucra una especie
dentro de los reactantes (DAC) para Ilegar a Ia obtenciôn del producto (CC),
siendo una reacciOn de primer orden con respecto a Ia concentraciOn de DAC. Sin
embargo, tomando en cuenta las caracterIsticas de Ia reacción, Ia AcC0A es Ia
entidad qulmica donadora del grupo acetilo y por tanto Ia velocidad de reacciOn
también se encuentra asociada a Ia velocidad de formaciOn primero del complejo
enzima-AcC0A y después del complejo enzima-AcCoA-DAC durante el cual se
debe realizar Ia reacciOn de transferencia del grupo acetilo de Ia AcCoA hacia el
sustrato (DAC). De éste modo Ia reacciOn podrIa ser de segundo orden
considerando que las dos especies (DAC y AcC0A) tienen influencia directa en Ia
velocidad de reacciOn.

El mecanismo de acciOn de Ia ACT asI como los aminoácidos que conforman los
sitios activos involucrados en catálisis no se han reportado hasta Ia fecha, existen
estudios sobre las caracterIsticas de Ia acetilcolinesterasa, enzima que realiza una
funcián de transferencia del grupo acetilo (similar al de Ia ACT) de Ia AcC0A a Ia
colina. Estableciendo una analogia basados en lo anterior, Ia histidina podrIa
encontrarse en el sitio activo de Ia enzima y ser Ia responsable de una catálisis del
tipo ácido-base de Ia siguiente manera: Ia ACT realiza Ia transferencia del grupo
acetilo proveniente de Ia AcC0A a Ia DAC en presencia de un cofactor como el
magnesio, cuya funciOn es estabilizar Ia estructura terciaria de Ia enzima,
faciliténdole Ia adopciOn de Ia conformaciOn adecuada para realizar ésta funciôn y
de un buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0) para mantener constante Ia fuerza iônica
del medio de reacciOn, evitando cambios conformacionales de Ia protemna durante
el transcurso de Ia reacciOn. El grupo acetilo con carga negativa proveniente de Ia
AcC0A realiza un ataque electrofilico sobre eI grupo metileno de Ia DAC,
desplazando al grupo hidroxilo con carga negativa, ésta carga negativa es
estabilizada al unirse a uno de los nitrOgenos del grupo imidazol de Ia histidina.
Iones metálicos presentes en el medio de reacciOn tales como el magnesio,
estabilizan las cargas negativas como Ia del hidroxilato, fenOmeno que se conoce
como catálisis electrofilica.

La inmovilizaciOn de enzimas forms parte del desarrollo de una nueva tecnologIa
en Ia prod ucciOn de diversos compuestos de interés farmacéutico, sin embargo no
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existen trabajos de investigaciOn previos donde se haya descrito el
comportamiento de Ia ACT en sistemas inmovilizados. La selección del soporte
polimérico se realizO tomando coma base las caracteristicas de cada método de
inmovilizaciOn, decidiendo inmovilizar par el método de atrapamiento con alginato,
agarosa y poliacrilamida coma soportes. En éste método Ia enzima se encuentra
confinada en una matriz polimérica que se entrecruza formando redes y canales, a
través de los cuales se realiza Ia difusiOn del sustrato hacia el interior de Ia
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 genero 73.45 ppm y un porcentaje de conversion de 7.89%, el
sistema extracto-AcCoA genero 81.77 ppm y un porcentaje de conversion de
8.79%, mientras que el tercer sistema (extracto con proteina 116.8 ~.ig) generO
105.96 ppm y un porcentaje de conversián de 11.39%. Un hecho interesante fue Ia
observaciOn de que los niveles de CC producida fueron mayores en eI sistema
extracto + acetilcoenzima A inmovilizado en alginato y también en éI sistema
extracto (proteIna 116.8 ~g) + acetilcoenzima A inmovilizado en alginato con
relación al sistema extracto-alginato. Matsuyama et a!., establecio en 1992 que el
grupo acetilo proveniente del ácido 7-aminocefalosporánico ejerce efectos
estabilizantes sobre Ia enzima mediante Ia donación del grupo acetilo. Un
fenOmeno similar puede presentarse en éste caso, donde Ia AcC0A puede donar
el grupo acetilo a Ia enzima y estabilizarla, explicando de ésta manera los mayores
niveles de actividad en dichos sistemas. A lo anterior puede aunarse Ia mayor
homogeneidad existente en los sistemas, donde Ia coinmovilizacion del extracto
crudo con actividad de Ia ACT y Ia AcC0A se realizO mezclando previamente estos
componentes antes de realizar Ia inmovilizacion en alginato. El procedimiento
anterior podrIa facilitar Ia reducciOn de problemas difusionales por parte de Ia
AcCoA que generan bajos niveles de actividad. Sin embargo éste mecanismo aün
no ha sido comprobado y necesitan realizarse más estudios al respecto. No
obstante Ia labilidad descrita para ésta enzima, se detectó actividad enzimática
con el sistema inmovilizado en alginato por atrapamiento, para cada una de las
variantes analizadas.

La selección de Ia variante utilizada para los experimentos de inmovilizacion
posteriores se realizO tomando coma base los niveles de cefalosporina
producidos, si bien fueron obtenidos mayores niveles con el tercer sistema
(sección 2.2.7.1), Ia optimizaciOn de reactantes IlevO a Ia selecciOn del segundo
sistema como modelo para los experimentos subsecuentes. Baja condiciones
estándares de reacciOn, se efectuaron las reacciones con extracto-AcCoA
inmovilizado en alginato (2%) variando el tiempo de reacción de 1-5 h. Al analizar
el perfil de Ia enzima en éste sistema, se detectó actividad enzimática del 26-45%,
obteniendo mayores niveles de CC durante los primeros 60 mi de Ia reacciOn
(Figura 20). Los niveles de producción presentan variaciones minimas a to largo
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de los diferentes tiempos de reacción, tendiendo a mantenerse constantes durante
el transcurso de Ia misma. Este fenOmeno puede ser indicador de Ia estabilidad
del sistema, tal coma puede apreciarse al analizar los resultados de productividad
del sistema libre e inmovilizado (ANEx0 OcHO), donde los sistemas inmovilizados
generaron mayores niveles de productividad (alginato 13.27 ppm/mm, agarosa
14.59 ppm/mm y acrilamida 14.42 ppm/mm) que el sistema libre (10.506 ppm/mm),
demostrando que Ia estabilidad de Ia enzima es mayor en sistemas inmovilizados
que en el sistema libre; donde el tiempo de reacciOn constituye un factor
determinante sabre los niveles de producción, coma lo podria constituir Ia
disponibilidad del sustrato y de cofactores en el media de reacción. Explicando asi
los altos niveles de actividad enzimática detectados al inicio de Ia reacción donde
tanto el sustrato como los cofactores se encuentran en exceso; contrastando con
los niveles inferiores detectados conforme transcurria Ia reacción causados par Ia
asociaciOn del sustrato y cofactores a Ia enzima, para realizar Ia formaciOn de
producto mediante Ia formaciOn de complejos del tipo enzima-sustrato-cofactor.

En el anexo cuatro se encuentra Ia micrografIa de una esfera de alginato donde se
observa Ia morfologla externa de ésta, su análisis permite apreciar el contorno
circular de Ia partIcula asI como Ia presencia de una membrana externa que Ia
circunda en forma total, esta barrera puede ser resultado de Ia union de los iones
Ba~2 con el alginato durante el proceso de endurecimiento y curado de Ia particula;
detalles sobre las caracterIsticas de Ia red y el tamaño de poro (el promedio
general de los poros de alginato es de 15 nm) y Ia existencia a ausencia de
canales que permitan una difusiôn adecuada del sustrato no pueden apreciarse en
ésta fotografia, por tanto estudios de microscopla posteriores serán necesarios
para permitir el análisis de las caracterIsticas de Ia red. La estabilidad mostrada
par el sistema crea expectativas para Ia utilizacion de procesos biocataliticos
inmovilizados con alginato para Ia producción de CC.

Acorde a to descrito por Seifert et a!., (1997), factores tales coma Ia viscosidad,
peso molecular y contenido de àcido paliguluronico contribuyen a incrementar o
disminuir los niveles de actividad enzimática al utilizar alginato como soporte; dado
que un polImero de alta viscosidad y elevado contenido de ácido poligulurOnico
forma geles rIgidos y densos en presencia de cationes divalentes coma el Ca~2 y
el Ba~ , causando un incremento en Ia resistencia difusional de sustrato y
cofactores, generando Ia detecciOn de bajos niveles de actividad enzimática. La
viscosidad juega un papel importante en cuanto a Ia formaciOn de Ia esfera se
refiere, dado que a mayor viscosidad es màs dificil obtener esferas de dmámetro
pequeño (1-2 mm), incrementando las barreras difusionales para el sustrato y los
cofactores. Como parte del primer estudlo realizado bajo ésta modalidad, Ia
caracterizaciOn de Ia ACT en el sistema inmovilizado en algmnato se realizO con un
polimero de alta viscosidad (l4000cps). Es necesaria efectuar estudmos
subsecuentes donde el objetivo sea analizar el efecto de un solo soporte can
diferentes caracteristicas al inmovilizar a Ia ACT.

Continuando con los estudmos sobre inmovilizacion de Ia ACT con diferentes
soportes, el siguiente polImero en estudlo fue Ia agarosa de bajo punto de fusiOn.
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El extracto en éste sistema permitiO detectar actividad enzimática en porcentajes
del 12-18%, en relaciOn con el sistema libre. Al igual que en el sistema
inmovilizado con algmnato, los niveles de producciôn presentan una variaciOn ligera
a lo largo de Ia reacciOn, factor indicativo de Ia estabilidad de Ia enzima
inmovilizada en éste sistema (Figura 21). En contraste con el alginato, los niveles
de producciOn en agarosa son menores y estos tienden a incrementar
minimamente conforme transcurre el tiempo de reacciOn, Ia presencia de mayores
barreras difusionales en contraste con eI alginato podrIa proporcionar una
explicacion al respecto. En el anexo cinco se observa una micrografia de Ia
morfologIa externa de las esferas de agarosa, las cuales tienen forma elipsoidal,
sin embargo, detalles tales como Ia red formada par el pollmero no pudieron ser
observados, para eIlo se necesitará Ia realizacion de estudios de micrascapla
posteriores que analicen a detalle tanto el tipo de red formada como Ia presencia a
ausencia de canales, para optimizar Ia difusión del sustrato y cofactores hacia el
interior de Ia esfera. Al igual que el alginato, éste sistema es muy estable a lo largo
de los diferentes tiempos de reacciOn.

No se detectaron niveles de CC al inmovilizar una concentraciOn total de 58.4 jig
de proteina en poliacrilamida, éste hecho pudo haber sido causada par Ia
ausencia de disponibilidad de Ia enzima o del sustrato. En un experimenta
subsecuente, se inmovilizó el doble de Ia concentraciOn de proteIna (116.8 jig),
detectando niveles de actividad del 17.6-21.62% con relaciOn al sistema libre. A
diferencia de los otros sistemas, el perlil enzimático de Ia poliacrilamida (Figura
22) es ascendente conforme transcurre el tiempa de reacciOn, Ia cual indica que Ia
velocidad de formaciOn de los complejas enzima-sustrato es muy activa
reflejándose en los altos niveles de actividad. En et anexo seis se observa una
micrografla de Ia apariencia externa de una particula inmovilizada en
poliacrilamida, un corte sagital de ésta permite distinguir en Ia superficie central de
Ia partIcula Ia presencia de zonas verticales tipo canal. Sin embargo se requiere Ia
realizaciOn de mayores estudios de micrascopIa para caracterizar Ia red formada
par Ia poliacrilamida, tamaño de poro y presencia a ausencia de canales.

Idealmente todas las reacciones son equimolares, una molécula de sustrato
reacciona para dar lugar a Ia formaciOn de una molécula de producto; en Ia
práctica raras veces se cumple ésta relacion, fenOmeno que podemos apreciar at
analizar los datos sobre velocidad maxima y nUmero de recambio obtenidos para
la ACT en el sistema libre e inmovilizado. Los resultados abtenidos para el cálculo
de los parámetros cinéticos se obtuvieron bajo las condicianes estándares de
reacción: buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0) 200 jiL, MgSO4 5 mM (25 jiL),
AcCoA 2.5 mM (50 jiL), DAC 2.5 mM (50 jiL) y una concentración de protelna de
58.4 ~g, con un tiempo de incubación de 1-5 h y temperatura de incubación de
37°C.Las velocidades máximas aparentes obtenidas fueron para el sistema Iibre
de 5.89x106

mol.1f1.min1, can alginato 5.35x106 mol.1f1.min1, agarosa 2.18x106
mol.min1, poliacrilamida 3.68x10 mol.1f1.min1 (el valor fue obtenido doblando Ia
cantidad de proteina inmovilizada 116.8 jig). La Kcat de Ia enzima para cada uno
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de los sistemas fue la siguiente: sistema libre 0.757 min1, alginato 0.687 min1,
agarosa 0.28 min1, acrilarnida 0.473min1 (abtenido con 116.8 jig de proteina).
Estos resultados permiten apreciar que Ia mayor velocidad se alcanza al trabajar
con el sistema libre, donde Ia enzima realiza con mayor rapidez Ia conversion de
sustrato en producto dada Ia ausencia de barreras fIsicas como las causadas par
Ia inmovilizaciOn. En el caso de los sistemas inmovilizados, Ia mayor velocidad se
obtiene en el sistema inmovilizado con alginato y en orden descendente agarosa y
poliacrilamida.

Se realizO el análisis de actividad del sistema inmovilizado mediante ciclos de
reutilizaciOn, para ella se seleccionO al soporte que genero los nivetes máximos de
actividad durante los experinientos anteriores. El alginato fue el sistema elegmdo
para realizar estos experimentos, ofreciendo un mayor nivel de actividad
enzimática (26-45%) comparado con el 12-18% generado par Ia agarosa y el 17.6-
2 1.62% obtenido con Ia poliacrilamida. El sistema inmovilizado se sometiO a ciclos
continuos de reacciOn baja condiciones estándares (sección 2.2.8.1), variando el
tiempo de reacción 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 eI tiempo de reacciOn (Figura 23), pero con inflexiones a to largo de los
diferentes tiempos de reacciOn, asociado a una posible saturación del sistema.

Es importante aclarar que Ia dependencia estricta entre los fenómenos de difusión
causados por las caracteristicas intrinsecas (viscosidad, peso molecular,
camposiciOn qulmica) y extrinsecas (pH, fuerza iOnica, temperatura,
concentraciOn) del polIrnero, que afectan a Ia enzima no han sido estudiados, par
tanta estas interacciones deberlan ser sujeto de mayor investigaciOn antes de
poder correlacionar dichas efectos.
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CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES

Se realizO el diseño y estudio de un sistema con actividad para Ia acetiltransferasa
a base de extracto en dos sistemas diferentes libre e inmovilizado, par
atrapamiento en alginato, agarosa y acrilamida. En ambos sistemas se identificO Ia
actividad de Ia acetiltransferasa mediante Ia conversion de DAC a CC, realizando
Ia detecciOn de los niveles de CC mediante cromatografIa de lIquidos de alta
resolución y corroborando Ia identidad del compuesto par coelusiOn con
estãndares.

Los ensayos enzimãticos realizados con el sistema libre permitieron detectar Ia
actividad de Ia ACT en el media de reacciOn y establecer que Ia enzima sigue el
comportamiento descrito par Ia ecuaciOn de Michaelis-Menten.

Diferentes niveles de actividad enzimática se detectaron al inmovilizar a Ia
acetiltransferasa en tres polimeros diferentes, donde los mayores niveles de
actividad en el sistema inmovilizado se obtuvieron al trabajar con alginata. Estos,
son bajos comparados con los del sistema libre, sin embargo, en términos de
productividad los sistemas inmovilizados generaron mayores niveles que eI
sistema libre, mostrando Ia enzima mayor estabilidad at encontrarse inmovilizada
que al estar Iibre. Al parecer en los bajos niveles de actividad del sistema
inmovilizado se encuentran implicadas caracteristicas intrInsecas del polImero
utilizada como el tipo de red, tamaño de poro y presencia de canales, pero no se
tienen evidencias que permitan aseverar estas afirmacianes.

No obstante los diferentes niveles de actividad obtenidos en los sistemas
inmovilizados, Ia enzima muestra un perfil estable a lo largo de Ia reacción, éste
factor podria ser aprovechado para realizar el escalamiento y posterior
implementaciOn de los procesos enzimàticos en sistemas inmovilizados para Ia
producciOn de CC a nivel industrial.

La actividad de Ia acetiltransferasa fue evaluada en un sistema catalitico in vitro,
mediante Ia utilizaciOn de dos sistemas de reacción, Ia detecciOn de diferentes
niveles de actividad en cada uno de los soportes poliméricos utilizados para Ia
inmovilizaciOn, permite establecer un método alternativo a Ia fermentaciOn y
transformaciOn quImica para Ia obtenciOn de CC hacienda usa de Ia biocatalisis
enzimática.
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CAPiTULO SEIS

RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACION FUTURA

• SerIa de gran utilidad investigar el perfil catalItico de Ia enzima con
transferasas de diferentes organismos eucariotes y procariotes.

• El análisis de las caracteristicas de Ia partIcula en los niveles de actividad debe
ser evaluado en función de las caracterIsticas del poUmero, factores tales coma
tamaño de poro, grado de entrecruzamiento y caracteristicas intrmnsecas de Ia
red deberán estudiarse para correlacionar como éstas caracterIsticas afectan
los niveles de actividad enzimática.

• En el caso particular del alginato es necesario realizar estudios de actividad
catalItica con varios tipos de alginato, con diferente contenido de cadenas de
ácido poligulurOnico, baja viscosidad y grado de porosidad del gel formado.

• Se sugiere investigar las caracteristicas morfolOgicas del soporte polimérico,
asI como Ia realización de estudios cornplementarios apoyados en técnicas de
microscopia y videomicroscopIa.

• Continuando con Ia caracterizaciOn de Ia enzima es necesario realizar estudios
bioquimicos de inhibiciOn, variando Ia concentraciOn de sustrato y reactantes, y
analizando el tipo de inhibiciOn dependiendo de los analogos de sustrato
utilizados.

• Es muy importante continuar con Ia caracterización de los sistemas
inmovilizados dada que constituye un punto de amplio interés en el area de
biocatàlisis, y también Ia es conocer el grado de variaciOn catalitica de Ia
enzima al encontrarse libre e inmovilizada que permita describir las
condiciones más favorables para realizar un escalamiento a nivel industrial.
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ANEXO UNO

CURVA DE CALIBRACION DE BRADFORD
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ANEXO DOS

CURVA DE CALIBRACION PARA CC
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ANEXO TRES

SECUENCIA DE LA ACT REPORTADA POR Mathison eta!., 1993.

MLPSAQVARLKPDPFPPSLSPI PHGAVTFAALAPCHNLPIFSSRQMLRDSLTYSHT
SPTMSPQIANRFEASLDAQDIARISLFTLESGVILRDVPVAYKSWGRMNVSRDNC
VIVCHTLTSSAHVTSWWPTLFGQGRAFDTSRYFIICLNYLGSPFGSAGPCSPDPD
AEGQRPYGAKFPRTTI RDDVRIHRQVLDRLGVRQIAAVVGASMGGMHTLEWAFF
GPEYVRKIVPIATSCRQSGWCAAWFETQRQCIYDDPKYLDGEYDVDDQPVRGLE
TARKIANLTYKSKPAMDERFHMAPGVQAGRNISSQDAKKEINGTDSGNSHRAGQ
PI EAVSSYLRYQAQKFAASFDANCYIAMTLKFDTHDISRGRAGSI PEALAMITQPAL
IICARSDGLYSFDEHVEMGRSIPNSRLCVVDTNEGHDFFVMEADKVNDAVRGFLD
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 VANOXAHBS3
UTILIZANDO LA OPTICA DE NOMARSKI 40X
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ANEXO SEIS

GEL DE POLIACRILAMIDA TOMADO CON EL MICROSCOPIO VANOXAHBS3
UTILIZANDO LA OPTICA DE NOMARSKI 40X
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ANEXO SIETE

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

Tiempo de esterilizacion 20 rninutos.
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.6H20, 2g/100 mL.
*Sales No. 2: K2HPO4 104 g, KH2PO4 102 g, NaSO4.10 H20 11.5 g, MgSO4.7H20
24 g, ZnSO4.7H20 200 mg, MnSO4.H20 200 mg, CaSO4.5H20 50 mg, CaCI2.2H20
500 mg disueltos en 900 mL de agua destilada.
Tomados de Shen eta!., (1986).
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ANEXO OCHO

PRODUCTIVIDAD DE LOS SISTEMAS UTILIZADOS PARA LA
CARACTERIZACION DE LA ACT
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