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OBTENCION, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL
ACIDO 6-AMINO PENICILANICO (6-APA) A PARTIR DE
PENICILINA G POTASICA.

RESUMEN

En el presente trabajo se establecié la
metodologia mas adecuada para la separacion y
purificacion de 6-APA y AFA producidos
enzimaticamente a partir de bencilpenicilina. Se
caracterizaron los productos a través de sus
propiedades fisicas, cromatograficas y
espectroscopicas. El rendimiento global alcan-
zado por el proceso de separacion establecido
fué del 90% y se escald a nivel de 1.5 litros.

SUMMARY

The metodology of isolation and purification of
6-aminopenicillanic acid and phenylacetic acid,
obtained by enzimatic hydrolysis of
bencilpenicillin were stablished. These
compounds were characterized by physics,
spectroscopic and chromatographic means. The
* total yield in the separation process was of 90%
and this process was scaled at 1,5 L.
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El acido 6-amino penicilanico es un importante
intermediario para la produccion de antibi6ticos
semisintéticos, especialmente ampicilina y
amoxicilina. La demanda anual de penicilinas
en 1985 (1), fué de 15 000 toneladas y se espera
un incremento para el afio 2000 de 22 700
toneladas, debido principalmente al aumento en
el consumo de ampicilina por la aparicion de
inhibidores de Blactamasas que son enzimas
presentes en los microorganismos causantes de
infecciones en el hombre y animales, las cuales
producen el rompimiento del anillo B-lactimico,
ocasionando su resistencia al antibiético - y la
aparicion de nuevas entidades quimicas desa-
rrolladas a partir del 6-APA, con caracteristicas
mejoradas en cuanto a su espectro de actividad
y absorcion.

El valor de los antibidticos producidos a partir
del 6-APA y 7-ADCA (Acido deacetoxice-
falosporanico) en 1985 fué de aproximadamen-
te 800 millones de dolares, de los cuales los mas
importantes en volumen fueron: la ampicilina
de la cual se produjeron 3600 toneladas (utili-
zando 2350 toneladas de 6 -APA )y la amoxicilina
con una produccion de 1800 toneladas (utilizan-
do 600 toneladas de 6-APA) (1)

El 6-APA se puede obtener por dos vias: la
quimicay la enzimatica (2). Las desventajas que
presenta su produccion a través del método
quimico son la utilizacion de condiciones
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criogénicas y anhidras lo que eleva
sustancialmente el costo del producto. Para el
caso de su fabricacion por via enzimatica es
importante anotar como desventaja el elevado
costo del biocatalizador de penicilino amidasa
por lo que se debe propender por su reutilizacion
El costo de produccion del 6-APA por via quimi-
caes de 10 -12 dolares/Kg; mientras que por el
método enzimatico este costo es de sélo 3-4
dolares /Kg. (3).

Uno de los programas de ONUDI es el Progra-
ma Regional de Biotecnologia para América
Latina y el Caribe, el cual apoya actualmente
varios proyectos que se desarrollan conjunta-
mente por varios paises, uno de ellos es el
proyecto ‘‘Produccion Industrial de Penicilino
amidasa y su uso para la obtencion de acido 6-
aminopenicilanico’’ en el cual participan Méxi-
co, Cuba y Colombia.

En el presente trabajo se desarroll6 el método de
separacion y purificacion de 6-APA y del acido
fenilacético (AFA) y se caracterizaron por sus
propiedades fisicas, cromatograficas y
espectroscopicas, los compuestos obtenidos por
este proceso.

METODOLOGIA
Materiales y Métodos

1) Las determinaciones de punto de fusion se
realizaron en un fusidmetro Fisher-Johns. Los
puntos de fusién se reportan sin corregir. Los
espectros de infrarrojo se corrieron en un apara-
to Perkin Elmer modelo 298. Los espectros de
IR se obtuvieron en pastilla de KBr (5 mg de
muestra por 300 mg de KBr). La cromatografia
en capa delgada se efectud utilizando
cromatoplacas preparadas de Kieselgel GF, de
Merck. La cromatografia liquida de alta eficien-
cia se realizé en un cromatoégrafo Waters equi-
pado con: a) Power Line 600E, bomba 600,

detector UV-Vis modelo 484, controlador de

gradiente 600E; b) Wisp 700 satélite (inyector
automatico); c) Simbox (intercomunicador en-
tre lacomputadora y el cromatdgrafo); d) Com-
putadora NEC cargada con el programa MAXI-
MA 820 version 3.2; €) Impresora NEC.

Métodos:

Lahidrélisisde la bencilpenicilina se realiz6 por
el método enzimatico (4) utilizando el
biocatalizador de penicilino amidasa desarro-
llado dentro del proyecto. Las condiciones de
hidrolisis fueron las siguientes:

a) Volumen de reaccion 1 litro

b) pH = 7.5 ajustado con NH.OH 3 M
¢) Temperatura 37°C

d) Tiempo de reaccion 2 horas
e) Relacion enzima/penicilina 120 U/g
f) Concentracion de sustrato 10% de PGK

El porcentaje de conversion obtenido fué mayor
de 90%.

Una vez concluido el proceso hidrolitico se
procedio a filtrar el producto de la reaccion. El
filtrado se concentré utilizando un sistema a
presion reducida, controlando los siguientes
factores: presion, temperatura del baiio de agua,
temperatura del sistema de refrigeracion, agita-
cion, volumen incial y final. Al producto en
estas condiciones se le determind la concentra-
cion de 6-APA a través de la técnica del p-
dimetilaminobenzaldehido (5). Se procedidé a
realizar la precipitacion del 6-APA y se evalua-
ron los siguientes parametros: temperatura ini-
cial, conductividad de la solucion, pH inicial,
agitacion, tiempo de adicion del HCI, tempera-
tura final, pH final, volumen final. Posterior-
mente se adicion6 etanol. En este paso del
proceso se controlaron las siguientes variables:
calidad del etanol, temperatura inicial, tiempo
de adicion y velocidad de agitacion. Finalmente

25



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO -FARMACEUTICAS No. 20

TABLA No. 1

PROPIEDADES FISICAS CROMATOGRAFICAS Y
ESPECTROSCOPICAS DEL 6-APA

Punto de Pureza Pureza Recupe- Rf LR

Muestra Fusiéon ABC CLAE racién C.C.D. cm-!
(°C) (%) conc. (%) (%)
H-2 212+ 9724 90.25 91.3 0.12 1775
H-4 210* 83.57 73.56 89.1 0.13 1774
H-8 210* 7457 71.52 89.3 0.12 1776
\\\
H-10 210* 8131 7821 92.7 0.13 1775
A-1 210* 8568 88.14 93.6 0.13 1775
A-2 210* 8473 8758 94.9 0.12 1776
A-3 212* 8495 81.69 92.7 0.12 1776
A-4 212* 97.01 100 87.4 0.13 1775
A-5 211* 82.05 90.58 92.7 0.12 1776
A-6 212*  99.87 100 89.3 0.13 1775

*Funde con descomposicion

el producto obtenido se filtré y se seco.

La caracterizacion del producto obtenido se
realizd por medio de sus constantes fisicas,
cromatograficas y espectroscopicas, (6) las cua-
les se consignan en la Tabla 1.

El otro producto que se obtiene del proceso de
hidrdlisis es el 4cido fenil acético. El proceso de
aislamiento y purificacion de este compuesto se
efectud de la siguiente forma: Al filtrado obteni-

TABLA 2

CARACTER{TICAS CROMATOGRAFICAS DE LOS PATRONES

Compuesto t (min.) Pureza % (ABC)
PGK 14.2 99.65
6-APA 20 100
AFA 73 99.89

do después de separar el 6 - APA, se le ajusté el
pH con HCl al 50%, se extrajo con cloroformo
y la fase cloroférmica se extrajo nuevamente
con una solucion de KOH 3 N. La fase acuosa se
acidificé con HCI, el precipitado que se obtuvo
se filtrd, sec y caracterizd. Las condiciones que
se tomaron en consideracion para optimizar el
proceso fueron: temperatura y pH iniciales, ve-
locidad de agitacion, pH y temperatura finales.
Los parametros del producto obtenido se con-
signan en la Tabla 3.

Conel propdsito de purificarel 4cido fenilacético
se procedi6 a realizar la recristalizacion del
mismo, analizando la pureza y rendimiento del
producto obtenido.

Caracterizacion del 6-APA y AFA.

A los productos obtenidos y previamente puri-
ficados se les tomo6 su punto de fusion. Los Gatos
obtenidos se informan en la Tabla I. La determi-
nacion de sus propiedades espectroscopicas se
realizo a través de sus espectros de infrarrojo los
cuales se corrieron en pastilla de KBr (5 mg de
muestra por 300 mg de KBr) y se utilizaron

TABLA 3

PROPIEDADES FISICAS CROMATOGRAFICAS Y
ESPECTROSCOPICAS DEL AFA

Punto de Pureza Pureza Recupe- Rf LR
Muestra Fusién ABC CLAE racién C.C.D.cm-!
(°C) (%) conc.(%) (%)

A-1 76 9835 9587 41.37 0.38 cumple
A-la 77 9989 9471 4137 040 cumple
A-2 75 9590 9358 70.34 0.39 cumple
A-3 75 9591 80.05 8455 040 cumple
A-4a 75 9456 8426 5028 0.40 cumple
A-4b 76 9500 8248 50.28 0.40 cumple
A-4c 75 9562 8131 7885 0.40 cumple
A-Sa 76 96.13 9289 78.85 040 cumple
A-5b 75 9507 86.84 56.85 0.40 cumple
A-6a 76 9790 93.67 56.85 0.41 cumple
A-6b 77 9689 8799 56.85 0.41 cumple
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patrones de 6-APA y AFA para corroborar la
idoneidad de las muestras. Los resultados obte-
nidos para cada una de las muestras se consig-
nan en la Tablas 1y 2.

Con el propdsto de caracterizar croma-
tograficamente los compuestos, se recurrio a la
cromatografia en capa delgada utilizando
cromatoplacas preparadas de Kieselgel GF,, .
Las condiciones de elucion se indican el la
Tabla 4

Para la cuantificacion de los productos proce-
dentes de la hidrdlisis se utilizo la cromatografia
liquida de alta eficiencia. Las condiciones en las
que se realizd la experimentacion fueron las
siguientes: Fase estacionaria p Bondapak C,;;
largo de columna 15 cm. volumen de inyeccién
20 u L; sistema de elucion A) 90% de NaH,PO,
50 mM, metanol 10% y B) 50% NaH,PO, 50
mM, metanol 50%; longitud de onda del detec-
tor 220 nm; sensibilidad 0.5 UA. En todos los
casos se utilizaron patrones de PGK, AFA y 6-
APA al iniciar el ensayo. Los tiempos de reten-
cion de los patrones se muestra en la Tabla 2.

El diagrama completo de separacion y purifica-
cion de 6- APA y AFA se muestra en la Figura
No. 1

DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo con los datos obtenidos de los dife-
rentes ensayos se pudo establecer lametodologia

mas adecuada para la purificacion del 6-APA y
del AFA. De manera general este proceso debe
contemplar una filtracion previa con el objetivo
de eliminar impurezas presentes.

Durante laetapade concentracion del hidrolizado
bajar la temperatura del agua de enfriamiento
con el proposito de que la destilacion se lleve a
cabo sin necesidad de incrementar la temperatu-
ra del bafio de agua, ya que esto ocasiona pérdi-
das en el rendimiento global del proceso. En este
sentido es importante mantener la presion del
sistema en 23 pulgadas de vacio.

Se precisé que se requiere, en el proceso de
precipitacion del 6-APA con HCI que el pH se
encuentre alrededor de 4 para evitar la
redisolucion del producto.

La adicion del etanol debe realizarse cuando la
mezcla se encuentre a temperaturas bajas cerca-
nas a 5°C. Debe ser controlada la velocidad de
adicion para evitar que la temperatura del siste-
ma se eleve y con ello se redisuelva el 6-APA.

Laestabilidad del 6-APA se mejora si el produc-
to perfectamente seco, se guarda en contenedo-
res de vidrio ambar, herméticamente cerrados y
abajastemperaturas, para evitar que la hidrolisis
se lleve a cabo.

Las caracteristicas fisicas, quimicas y
espectroscopicas encontradas para el 6-APA
obtenido por este proceso corresponden a las

TABLA 4

Condiciones empleadas para la caracterizacion cromatografica de los productos procedentes de la hidrolisis

Fase estacionaria Eluyente Agente cromogénico

Gel de silice GF Acetona/HCOOH FeCl,+K, <Fe (CN),>+HCI
(95:5)

Gel de silice GF,,, CH,COOH/acetato KI+H_PtCl +HCl+Acetona

de butilo/buffer de

fosfatos 0.1 M (pH=5.6)/

BuOH/MeOH
(20:40:12:5:7.5)

Los Rfs obtenidos de la cromatografia en capa delgada, se consignan en las Tablas 1 y 2.
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FIGURA No. 1

Diagrama de obtencion y purificacion del 6-APA y AFA
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que presenta un patron de 6-APA.

En cuanto a la purificaciony caracterizacion del
AFA se puede sefialar que en este proceso es
importante controlar el pH de la reaccion de
precipitacion ya que al no hacerlo se observé un
bajo rendimiento.

Otro parametro importante a controlar es la
temperatura durante la adicion de HCI la cual
debe permanecer lomas cercana a0°C. Asimismo
es importante almacenar el AFA obtenido en
envases herméticamente cerrados.

Una vez realizado este proceso con volimenes
de 100 mL se procedio a escalarlo a nivel de
1.5L, tomando en consideracion las condicio-
nes antes expuestas para la separacion, purifica-
cion y caracterizacion de los productos obteni-
dos del proceso de hidrélisis.

CONCLUSIONES

1) Se establecid la metodologia mas adecuada
para la separacion y purificacion del 6-APA y
AFA producidos enzimaticamente a partir de
bencilpenicilina.

2) Se caracterizaron a través de sus propiedades
fisicas, cromatograficas y espectroscopicas los
productos obtenidos.

3) El rendimiento global alcanzado por proceso
de separacion establecido fué del 90% y se
escalo a nivel de 1.5 litros.
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