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Introduccién. La penicilina G acilasa (PG acilasa, EC
3.5.1.11) cataliza la hidrolisis de la penicilina G o V,
produciendo e nacleo betalactamico (6-APA) y la
correspondiente cadena lateral del acido (1). La PG acilasa
es usada para la produccién de penicilinas semisintéticas via
6-APA, por lo que se han realizado muchos esfuerzos para
aidar y caracterizar la PG acilasa de diferentes fuentes con
fines de aplicacién industrial, llegandose a convertir en la
actualidad en un foco de interés desde el punto de vista de la
enzimologia fundamental.

El objetivo del presente trabajo, es proponer un mecanismo
cinético de reaccion catalizada por las enzimas penicilina
acilasas, asi como determinar los parametros cinéticos
correspondientes a mecanismo establecido para dos fuentes
nuevas de PG acilasa M. griseocyanusy A. fumigatus.

Metodologia. La PG acilasa fue producida a partir M.
griseocyanus y A. fumigatus en un proceso fermentativo
descrito por Martinez et al.(2). Las células fueron ceparadas
por centrifugacién a 4°C y e crudo enzimético dializado.
Para el ensayo enzimético se empled la técnica descrita por
Balasingham (3). La concentracion de la enzima se
determind mediante la titulacién con fenilmetilsulfonil
fluoruro (FMSF) (3). La cinética de la hidrdlisis enzimética,
se estudid bajo un régimen estacionario en presencia del
sustrato a concentraciones mucho mayores que la de la
enzima ( So >>Eo).

Resultados y discusién. Se conoce que la reaccion
catalizada por la PG acilasas de las fuentes estudiadas hasta
la fecha, se lleva a cabo con la formacion de un
intermediario, acil-enzima, donde en varios casos la serina
representa un papel importante en el mecanismo del proceso
de acetilacién de la enzima(3). Los resultados obtenidos
comprueban que la reaccion catalizada por las PG acilasas de
A. fumigatus y M. griseocyanus se realiza mediante un
proceso de acetilacion ya que ambas enzimas demostraron
una fuerte inhibicion por el FMSF, 1o que demuestra también
la presencia de la serina en sus sitios activos.

En este estudio se observo que la hidrélisis de la PG acilasa
de las fuentes en cuestién, es inhibida por atas
concentraciones de sustrato, se demostré una inhibicion no
competitiva con e 6-APA y competitiva con e &cido
fenilacético (AFA), que son los productos de la reaccién de
hidrélisis. La figura 1 muestra e mecanismo propuesto en
base a los resultados obtenidos. Los parametros cinéticos
correspondientes al mecanismo propuesto par las enzimas de
interés se se presentan en laTabla 1.
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Fig. 1. Esquema cinético “ minimo” de la hidrdlisis catalizada por
la penicilina acilasa de fuentes flngicas: E, penicilina acilasa; S
benzilpenicilina; SE, complgjo enzima-sustrato; P; y P,, productos
de la hidrdlisis enziméatica (6-APA y &cido fenilacético). EP,,
EP,,P,EP,, corresponden a complgjos con los productos, SES
complejo (parcialmente activo) con dos moléculas del sustrato y
enzima; P,ES complejo inactivo cataliticamente de la enzima con
el sustrato y €l acido 6-aminopenicilanico.

Tabla 1. Parametros cinéticos calculados para la reaccion
catalizadas por la penicilina acilasa de fuentes flngicas.

Fuente de la Km Keat Ks B KA K &APA

enzima mM St M M M

A.fumigatus 594 10.094 |1.94E-03 0.031

M.griseocyanus | 2.80 | 0.247 |0.018E-03 |0.197 |6.7E-09 |5.0E-08

La comparacion de estos parametros con los reportados en
laliteratura para otras fuentes permite por lo tanto demostrar
una buena perspectiva de su uso en procesos biotecnol gicos
paralasintesis de antibi6ticos B-lactamicos

Conclusiones. Se logré proponer el mecanismo de hidrolisis
de penicilina G en la reaccién catalizada por las enzimas de
A. fumigatus y M. griseocyanus. Ademés, se determinaron
los parametros cinéticos correspondientes a mecanismo
propuesto, los cuales se encuentran dentro del intervalo de
los reportados para otras penicilina acilasas (3).
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