PRODUCCION DE Y CARACTERIZACION CINETICA PARCIAL DE PENICILINA ACILASA DE
Mucor griseocyanus Y Aspergillus fumigatus

Martinez Hernandez JL, lliyna A, Dominguez M. L., Dustet M. J. C*.
Dpto. Biotecnologia, Fac. de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de Coahuila. Sdltillo, Coahuila, México.
*Dpto. de Biotecnologia. Fac. de Ingenieria Quimica. ISPJAE. Ciudad de la Habana, Cuba.
E-mail: hernan70@terra.com.mx

Palabras clave: penicilina acilasa, 6-APA, hongos filamentosos

Introduccion. La penicilina G acilasa (PGA), es una de las
enzimas industriales mas importantes, usada para hidrolizar
la penicilina G y obtener &cido 6-APA, clave en la
manufactura de penicilinas semisintéticas. (1,2). Se ha
demostrado que los hongos filamentosos, producen y
secretan a medio PGA con actividad sobre las penicilinas
naturales. Actualmente se han incrementado las
investigaciones para aislar nuevos biocatalizadores de
diferentes fuentes, con un marcado interés en la PGA de
hongos filamentosos. Mas del 60% del 6-APA producido en
el mundo usalarutaenzimética, de ahi laimportancia.

Los objetivos del trabajo son: estudiar la influencia
diferentes medios de cultivo en las cepas de hongos para la
obtencion de penicilina acilasa, asi como, redlizar el estudio
cinético parcidl.

Metodologia Las cepas de microorganismos fueron
caracterizadas en el ICIDCA y crecidas aerdbicamente bajo
condiciones sumergidas, empleando medios con diferentes
fuentes de energia medio con glucosa 2% (1) y leche
descremada (I1) a H 6.8 (2). La actividad penicilina se
determind por el método propuesto por Balasingham y col
1972(3). El inductor penicilina G se adiciond a medio de
cutivo a 05 g¢g/L a las 24 h de fermentacion. La
caracterizacion cinética, involucré el estudio de valores
optimos de pH y temperatura y la relacion tiempo-actividad.
Losvaloresde las constantes cinéticas fueron determinados
ensayando la hidrdlisis de penicilina G, bajo condiciones
estandares de reaccion.

Resultados y discusion. Las cepas de M. griseocyanus y A.
fumigatus, presentaron niveles de actividad penicilina acilasa
mayores cuando crecieron sobre leche descremada, una
importante observacion es la relacion no muy clara entre el
crecimiento celular y los niveles enziméticos (3). Sin
embargo, es claro que e medio de cultivo favorece la
produccion de enzima (2).

Tabla 1. Expresién de PA en medios con sacarosa (1) y leche
descremada (11).

Microorganismo Medio 1 Medio I
A. fumigatus 0.039 0.110
M.griseceocyanus 0.045 0.11

La enzima obtenida de A. fumigatus y M. griseocyanus
mostraron tener un pH méaximo de actividad a 7.5 y de 8.0-
85 respectivamente. La temperatura para la maxima
actividad fue de 40 °C para la enzima de A. fumigatus y 35

°C, para M. griseocyanus. La preparacion enzimatica
didizada de A. fumigatusy M. griseocyanus mostraron una
relacion linear tiempo-actividad durante 20 minutos, y
posteriormente alcanzando una meseta, que puede ser usado
para calcular e vaor inicial y la actividad de las

preparaciones. En este trabgjo, se demostro que PGA erala
enzima responsable de la actividad hidrdlitica. Se determiné
por lo tanto, el efecto de diferentes concentraciones del

inhibidor fenil metil sulfonil fluoruro (FMSF) observando
unainactivacién de la PGA que tomalugar en pocos minutos
(8 min),a concentraciones equimolares de FMSF y la adicion
de FMSF inhibe la actividad acilasa a 25°C de temperatura 'y
disminuye, aproximadamente un 50% a 12 y 18 uM
respectivamente. La tabla 2 muestran los valores de Ky, Kea

y Vmax-

Tabla 2. Parametros cinéticos determinados
Paralahidrélisisde la penicilina G.

Microorganismo Kea, ST Km, M Vmax, Min
A fumigatus 99 1.45x 10% | 3.66 x 10
M.griseocyanus 54 1.77x10°" | 3.28x 10

Conclusiones. En nuestro conocimiento, el trabajo actual es
el primer reporte de estos microorganismos que produce
PGA empleando leche descremada como fuente de
nutrientes y es importante continuar estudiando estos
microorganismos que presenta grandes perspectivas en la
biotecnol ogia flingica.
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