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N® DP/RLA/83/003
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El Instituto de Biotecnologlia de 1la Universidad Nacional de
Colombia inicié su segundo afo de participacién en el Proyecto
ONUDI N°DP/RLA/83/003, “Produccisn de penicilino amidasa y su uso
para la obtencién de s&cido 6-aminopenicilénico, 6-APA” en enero
de 1990. En se entregd® el primer reporte del afio (57 Reporte de
avance de actividades), donde se inform® eacerca de les

actividades de entrenamiento de una persona en México.

En el presente informe se hara un resumen de avance de cada una de
las actividades.

ESTADO DE AVANCE DEL PROYECTO KN EL RERIODO COMPRENDIDO ENIRK
ENERO Y JUNIO DE 1990 (Segundo afo).

Segin el contraro firmado entre la Universidad Nacional de
Colombia y ONUDI las actividades a realizar durante este affo
fueron las siguientes:

A. Firma del contrato.

B. Entrenamiento en México en separacion y purificacién. -

C. Adquisicién de equipos y reactivos. ~

D. Colaboracién con Vecol en hidrélisis de penicilina.

E. Colaboracién con Vecol en separacién y purificacién de 6-APA.

F. Colaboracién con Vecol en estudio de factibilidad
técnico-econdmica.




RESUMEN DE 1OS RESULTADOS OBTENIDOS.

Los resultados para cada una de las actividades son los
sigulentes:

A. Se firms el contrato entre la Universidad Nacional y ONUDI en
noviembre de 1989.

5. Se realizé el entrenamiento de una persona én México por 1 affo.
En junio se presentd el informe correspondiente al primer semestre
y adjunto se envia el informe del segundo semestre.

C. Adguisicién de equipos y reactivos.
Se compraron 100 g de catalizador a la empresa Genin S.A. de C.V.

y reactivos necesarios para iniciar los ensayos preliminares.

Las actividades D. E. y F. fueron 1niciad#a conjuntamente con
Vecol para ser finalizadas en el tercer alio, segin los términos de
referencia de la reunién de evaluacién realizada en mayo/90 en
Bogota.

Se estandarizaron las técnicas analiticas para la determinacién de
86-APA y actividad del biocatalizador, asi como técnicas de
determinacién de la calidad de las materias primas para el
proceso de hidrdlisis: agua y penicilina.




INFORME ECONOMICO

PROGRAMADO RECIBIDO
(US DOLARES) (US DOLARES)
Marzo/90 Primer desembolso 4,800 4,800
Enero/91 Segundo desembolso 4,000 2,000
Tercer desembolso 700 -
TOTAL USs 9.500 Uss 6,900
Falta por recibir Uss 2,700
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INFORME DE ENTRENAMIENTO EN MEXICO

Para el entrenamiento de una persona en México se estatlecieron 5
actividades; el informe de junio/90 cubrié las primeras 4. Este
informe corresponde a la actividad 5 del programa de trabajo.

Los objetivos de esta actividad fueron los siguientes:

1) Establecer un modelo cinético que prediga el comportamiento del
sistema.

2) Realizar una comparacién del comportamiento del biocatalizador
en sistema de tanque agitado operando en lotes y operando en forma
conti nua.

3) Comparar el sistema de tanque agitado con el sistema en
columna.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.
1) MODELO CINETICO DEL BIOCATALIZADOR DE PENICILINO AMIDASA.

En la literatura se han reportadc basicamente 3 modelos cinéticos
para los biocatalizadores de penicilino amidasa: el modelo de
doble inhibicién, o sea la inhibicién por los dos productos de 1la
reaccién, el modelo de triple inhibicién, que incluye ademas el
efecto inhibitorio de 1la penicilina y el modelo de <triple
inhibicién modificado que contempla la formacién de un complejo
entre la enzima y los 2 productos (6-APA y AFA). Para este trabajo
se utilizaron las constantes cinéticas determinadas
experimentalmente v las ecuaciones de estos tres modelos fueron
resueltss numericamente con .ayuda del lenguaje de simulacién
ISIM° desarrollado por Salford University Industrial Center, LTD,
Salford, Inglaterra. Se analizaron estos 3 modelos y el que mis
se ajust® a los resultados experimentales correspondi¢ al tercero
de ellos.




Vmax S

£ Km (1 + A/Kafa + P/Ksapa + P A/(Ksapa Kafa)) +

S (1 + P/Koapa+ S/Ke) }

Sin embargo, en los experimentos realizados "se observ®é que las
hidrélisis no alcanzaban el 100X de conversién, sino que se
estabilizaron en un valor menor; en la literatura se cita que
1a reaccién es reversible y que dicha reversibilidad es altamente
dependiente del pH (1); se determin® la constante de equilibrio
colocando una mezcla de 6-APA vy AFA en vpresencia del
biocatalizador en las condiciones de la reaccién, y se observo la
sparicién de penicilina; se midié la concentracién de 6-APA, AFA y
penicilina por HPLC y se encontrd una constante de equilibrio
de 6295 mM.

Debido a la dificultad para introducir la constante de equilibric
en la ecuacién cinética, se realizd una correccién a la ecuacién,
posterior a su integracién, teniendo en cuenta que la conversién /
final no es 100 sino la diferencia con la concentracién gque 89
alcanza en el equilibrio, definida como




So - Seq

Xeq = S
slendo Sea = concentracién de penicilina en el equilibrio.
So = concentracién incial de penicilina.
Xeq = conversién de penicilina en equilibrio

Utilizando la constante de equilibrio encontrada, se calculdé la
concentracién Seq para diferentes concentraciones de penicilina vy
posteriormente se realizd la correccién en el modelo, vy se halld
en cada momento la conversién corregida por el equilibrio que se

define como X que se calcula como:

S - Seq
So - Seq

Y
n

Se - S

So

|
"

En la Tabla 1 se observan las concentraciones de penicilina Seq y
conversiones Xea en equilibrio, calculadas para diferentes
concentraciones de penicilina, asi como las obtenidas
experimentalmente y se observa que las segundas son menores, lo
que indica que prohablemente existe otro tipo de reaccidn.

Se decidi® entonces utilizar el modelo de triple inhibicion
modificado y corregido por el eguilibrio, pero empleando las
concentraciones en eguilibrio determinadas experimentalmente
y resumidas en la Tabla 1, para corregir el X de conversiodn.
Se procedié entonces a realizar ensayos de hidrélisis en tanque

agitado operando en lote, y a compararlo con el modelo
establecido.

2. Comparacion del sistema de tangue agitado operando an lotes ¥
el sistems de tangue continuo agitado.




TABLA 1
CONCENTRACIONES DE PENICILINA EN EQUILIBRIO EN LA REACCION DE

HIDROLISIS DE PENICILINA EN TANQUE AGITADO EN LOTE

EXPERIMENTAL TEORICO

PARA Keq=6295 mM

) S Seq X Seq X
(%) (mM) (%) (mM) (%)
2 0.0 100.0 0.0 100.0
4 4.8 95.0 1.6 98.3
6 11.5 94.6 2.9 97.9
8 19.4 93.5 5.6 97.1
10 8.2 96.5 8.2 96.5
12 15.0 94.6 10.8 95.9
15 37.0 89.0 16.1 95.2
)
S = concentraciéon de penicilina inicial

Seq = concentracion de penicilina en equilibrio

X = % de conversion de penicilina




2.1. BReaccién en tanqgue agitado operando en lote.

Se realizaron ensayos de hidrélisis en tanque agitado en lote a
diferentes concentraciones de penicilina (de 2 a 10X) con una
concentracién constante de enzima de 4.8 U/ml; estos resultados se
observan en la figura 1, encontriandose buena correlacién en bajas
concentraciones de sustrato aunque existen deaviaciones a
concentraciones altas (mayores a 8X) especialmente en conversiones
mayores a 80X donde el modelo predice mayores conversiones a las
obtenidas experimentalmente; asi, por ejemplo, realizamos una
comparacién a 90X de conversién, donde existen 1las mayores

diferencias, encontramos una desviacién entre 2 y 7X.

Posteriormente se realizé un ensayo a una carga constante (U
de actividad/g de penicilina) y diferentes concentraciones de
penicilina, como puede observarse en la figura 2. Conservando esta
carga enzimdtica se alcanza una conversién mayor a 93X a
concentraciones hasta de 12X; a 15X solo se alcanza un 88X de
conversidén, adn en un tiempo de 3 horas, donde la conversién
se estabiliza en este valor: esto puede deberse al efecto
inhibitorio de los productos (ahora en mayor concentracién), razén
razén por la cuvidl, es aconsejable trabajar a una concentracién de
penicilina menor a 12%, ya que concentraciones menores producen
problemas en las etapas de purificacién, resultando en una menor
calidad en el 6-APA obtenido. Nuevamente, la diferencia entre el
modelo y los resultados experimentales, en la zona en gque mis se
alejan es del orden de 6-10%..

2.2. Siatema de tangue agitado alimentado.

Para evitar el problema de la inhibicién por sustrato a altas
concentraciones de penicilina, se disefic un sistema de tanque
agitado alimentado, para lo cuil se colocé inicialmente en el
tanque agitado un volumen de 30 m]l de buffer de reaccidén junto
con la  enzima: se adiciond la penicilina concentrada
correepondiente o un 15% de PGK, a un flujo tal que al final
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de 2 horas (tiempo de duracién del 1lote) se hubiera adicionado
el total de la penicilina. De esta forma, la concentracién de
penicilina en contacto con la enzima e mantiene baja. Sin
embargo, se obtuvo una conversién menor a la obtenida en el
sistema en lote; este resultado indica que aunque de esta forma
se elimina el efecto del exceso de sustrato, no se elimine el
principal efecto que es el de inhibicién por producto y 1a

velocidad global con que se desarrolla el proceso es menor.

2.3. Sistema de tangue continuo agitado.

Para este sistema se colocd la solucién de penicilina en un
recipiente enfriadc a 4°C de donde se transporté mediante una
bomba peristiltica a un tanque donde se calentd a a7r’c para ser
llevada al reactor a flujo constante, y la succién ee realizé
por medio de otra bomba a un mayor flujo al de entrada,

manteniende el volumen constante por mecio del nivel de salida.

El modelo empleado para 1la comparaciéon fué el utilizado
anteriormente para el sistema 2n lote, pero teniendo en cuenta que
en estado estable el sistema permanece a una concentracién de
sustrato y productos constante, por 1lo cual 1la conversién es
constante, la ecuacién de Michaelis-Menten con las 3 inkibiciones
no se integra sino que se emplea directamente para calcular el
tiempo de residencia necesario para obtener determinada
conversidn. La ecuacién de diseffio para un tangque continuo agitado
es la siguiente:

donde 6 es el tiempo de residencia y la ecuacién cinética es:

Vmax §
Vi =

f Km (1 + A/Kota + P/Koapa + P A/(Koapa Rate)) +

S (1 + P/Keapa+ S/Ks) }




por lo cudl:

o - X fRm (1 + SoX(1/Kofa + 1/Kdapa + SoX/KapaKcapa)) +
B Vmax (1-X)

[So (1-X)3 {1 + SoX/Ksapa + (Se (1-X))/Ks} }

Se realizaron ensayos a 3 concentraciones de penicilina
utilizando una carga de 120 U/g de penicilina y se sancontrd que
suolo a 5% se alcanzaba una conversién mayor a 93X, con un tiempo
de residencia de 200 minutos (3.3 horas), a concentraciones
mayores la conversién alcanzada era menor. Estos resultados se
aprecian en la figura 3; el modelo describe adecuadamente el
sistema a concentraciones bajas de sustrato alejadndose de los
resultados experimentales especialmente a conversiones altas

(tiempos de residencia altos).

Posteriormente se realizaron ensayos a 10X de penicilina, variando
ahora la carga de enzima, observando que un aumento en la carga de
enzima de 120 a 180 U/g no produjo un incremento en la conversién.
Los resultados de aprecian en la figura 4.

En general se observa que las conversiones obtenidas en el sistema
de tanque agitado continuo en todos los casos son menores a las
alcanzadas en sistema en lote, lo cual se debe a que en el estado
estaclionario, la enzima esti siempre en contacto con una alta
concentracién de productos, que es la concentracién a la salida,
por lo que en todo momento, el efecto inhibitorio de 1los mismos
es elevado; esto no ocurre en el sistema en 1lote, en el cuil 1la
conceantracién de productos aumenta a medida que avanza la reaccién
por lo que la inhibicién al principio es baja y se alcanzan
mayores velocidadee de reaccidn (2).

Los experimentos realizados, permiten concluir que el sistema
éptimo para l1la utilizacién gdel biocatalizador de penicilino
amidasa es el tanque agitado operando en lotes, con el cuial es

posible alcanzar la conversién requerida en un tiempo adecuado,
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para cutener un producto de calidad aceptable. La concentracién
de penicilina que debe ser empleada es 10 a 12 ¥, para obtener,
por una parte una concentracidn suficiente de 6-APA que permitas
una recuperacién adecuada (ya que el empleo de menores
concentraciones produce un 6-APA diluido gque aumenta los costos
de extraccién) y por otra parte evitar la inhibicién por exceso de
sustrato.

No se realizaron ensayos en reactor en columna, ya que la
literatura indica que el uso de una columna produce un perfil de
pH que dieminuye la velocidad de reaccién a la vez gque produce una
mayor degradacién del biocatalizador; por otra parte, para
realizar el montaje de columnas en seerie se reguieren varios
sistemas do control de pH y un sistema en paralelo requiere de un
sistema complejo (3,4,5).

2.4. Productividad del aistema en lote.

Un factor muy importante que permite la evaluacién del
biocatalizador frente a otros del mismo tipo es la productividad,
definida como los Kg de 86-APA que se pueden producir por Kg de
biocatalizador empleado.

Este parametro depende de varios factores:
1. De la cinética de la reaccién, siendo variables importantes la
carga enzimdtica (que define la Vmox), la concentrecidén de

sustrato empleada, y la conversién reguerida.

2. De la estabilidad del -biocatalizador, que depende como
se pudo apreciar, de la temperatura y el pH.

Se considerd por esta razén que la mejor forma de evaluar este
parametro era mediante 1la wutilizacién del modelo cinético
acoplado al modelo de desactivacién de la enzima. Para sllo se
realizaron los siguientes ciléﬁloa. mediante el lenguaje de

simulacién ISIM, como se observa en el anexo.




1. Se defini® la productividad por lote, como los g de 6-APA/g de
catalizador.h.

2. Se defini% el rendimiento por lote, como los g de 6-APA/g de
catalizador correspondientes al 95X de conversién, empleando una

concentracién de penicilina de 10X, pH 7.5 y temperatura de 37°c.

2. Con el modelo cinético se calculd el tiempo requerido para

alcanzar el 95X de conversién para cada lote.

3. Mediante el modelo de desactivacién de primer orden se calculé
la pérdida de actividad que ocurre conforme transcurre cada ciclo,

congiderando el tiempo transcurrido desde el primer ciclo.

4. Se sum® el rendimiento correspondiente & cada ciclo, para
obtener el rendimiento total, que en los catalizadores

industriales es denominado productividad.

En la figura 5 se observa la variacién del rendimiento con el
numero de ciclos. El rendimiento obtenido para un tiempo de vida
media (1155 horas) es de 510 Kg de 6-APA/Kg de biocatalizador, que
es un valor que se encuentra dentro de 1los reportados para los
catalizadores industriales; 1la productividad promedio es 0.450 g
6-APA/g biocatalizador.h. Esto indica que el catalizador puede
competir con los biocatalizadores industriales, si se emplea al
menos durante un tiempo de vida media. En este tiempo se llega a
ciclos de 2.5 horas, que es un tiempo adecuado para la reaccién.
Si el biocatalizador se emplea por dos tiempos de vida media, se
logra un rendimiento de 780 Kg de 6-APA/Kg de biocatalizador, sin
embargo el ciclo se extiende a 5 h, que ya es un tiempo demasiado
largo y con riesgo para el producto, si se tiene en cuenta que al
prolongarse la reaccién, ocurren reacciones secundarias
indeseables; ademas, la productividad diesminuye a 0.33 g de
6-APA/g de biocatalizador.h.

Por esta razén se considera que el biocatalizador debe ser
empleado por un tiempo de vida media (1155 horas), a pH 7.5 y a7°c
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FIGURA 5 Efeclo del numero de lotes en la productividad del biocatalizador

de penicilino smidasa y en el tiempo de la reacclon tomandu en
cuenta su desactivaciéon . Estudio reslizado por simulacién em-
pleando el modelo de Iriple inhibicién con equilibrio y la desac-
tivacién de primer orden. Condiclones de cidiculo: 10% de PGK,

arc, pH 7.5, carga  de enzima 120 Uig de PGK.




con bencilpenicilina potasica al 10X en reactor de tanque agitado
por lote, para obtener un rendimiento de 510 Kg de 6-APA/Kg de
biccatalizador y una productiv.dad promedio de 0.45 g de 6-APA/g
de biocatalizador.h para un 95 %X de conversién, empleando una
concentrecién de penicilina de 10X. Bajo estas condiciones el
biocatalizador se compara favorablemente con los biocatalizadores
industriales (5).
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ANEXO
PROGRAMA DE SIMULACION PARA DETERMINAR LA PRODUCTIViDAD DEL BIOCATALIZA

DE PENICILINO AMIDASA

EsTUDLY DE ESTABLILIDADL PE LA PENICILLHC ACILASA

BASALO EN CINETICA DLE PESACTIVACION DE PRIMER ORDEN

DPE LA ENZIMA., UN HODELO DE TRIPLE LHHIBIC1ON CORREGILDC
. POR EL EWUILIBRIO T REACCIUONES EN LOTE.

CONSTANT VFQ=0, KF=v. CF=v, FO0=U, cs=0, CP=0, 35EG=0
CONSTANT =0, TV=0., PD=0. PR=0, VFU=0

CONSTART CINT=S, T=0. TFIN= 500

PRINT “Especifique VFU (vmax miM/min). KF (Km mM), CF "
PRINT "(Ki del fenilaceticc mM)}. CP (Ki del €-APA mM) "
PRINT "CS (Ki del sustrato mM). FO (SO de penicilina. mi) "
11 PRINT "35Eq (Conch. penicilina en equilitrio, nM) "

12 PRINT "KD (cte desactivacicn ler orden min-1)"

[ )
ANV

132 : Para la carega recomendada de catalizader (120U/g pen) y con
14 : la actividad del catalizador GENIN (170 U/gcat) con 9574 de
1s : conversion. El rendimiento por lote es de 0.787 g tapas/g cat. Yy
16 : la productividad es este valor dividido entre el tiempo de
17 : duracion del lote: R es rendimiento y PR preoductividad.

19 : PL es la productiividad de cada lote. equivalente a 0. .787 g
19 : de 6 apa que se proeducen por lote entre TC, su tiempo de

20 . reaccicn.

21 :

22  PRINT "PRy (preductividad g 6APA/g cat lcte)”

23 N=0

24 PODL=0

25 Tue=0

26 PL=0

27 1TV=0
28 1 RESET
29 INTERACT

21 20 li=N+1

32 IV=TVIC

33 VF=VFU'EXP(-FKD*TV)
36 IF(N.Ew.1l) Gulu 5U
35 PD=(HN*PRCO*(N-1))/TV
36 KR=0.787*(N-1)

27 PL=(0.787°60)/TC
38 Gu TO 51

39 S0 PR=Y

a0 PL=V

4y R=0

42 51 TAH=TV/6U

43 PRINT " "




-

s PRLINT “Tiempd acumulado thri=".1TnH

- 45 FPRINI “lote 47, H-1.7durasi2n tminy=".TC. “vmax=".VF
45 PRINT “productividad del lote (ke vapa/Ke cat*h)=".PL
47 PRINT “productividad acumulada (Kg tapa/kE cat*h)=",PD
48 PRINT "Hendimiento acumulado (Kg ©apa/KE cat)=".R
49

S0

51 SIM

s2 uvo-fu t

53 :

54 INITIAL

g5 T=0: YZ=F0

s6 DYNAMIC

57 : Inhibiclon Competitiva, Nocompetitiva Vv Sustrato
sg  I=FO0-YZ

59 Ri=zl+1/CP

0 RB=141/UF+1/CP+1‘J/(CF'CP)

61 :Modele fl...... Enz. Microb. Technol. 1942 .4 ,35

Y YZ'=—(VF'YZ)/((YZ'R1)+(KF‘KS)+(iZ'YZ/CS))

63 7r2=(FO-TZ)/F0C

o4 :

65 :tres inhibicicones. correccion por equilitbtrio

[-13) X3=(FU'X2—SEU)/FU

o7 TERMIMATE (XJ.GT.U.95)

w3 TC=T

639 PREPARE T,X3
$ VAL VFOU =' 12.00U

3 VAL KF = 4.1709

$ VAL PRVU = (.7Rjuu

$ VAL KD = 9.100VUE-U4

$ VAL <P = 100 .70

4 VAL VF = {2.000

% VAL CF = (1= AL

$ VAL C3S = &H230 .00

4 VAL SEW = 8. L0000

3 VAL FOU = by . o




