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E E W IA  DESCRIPTIVA 

para so lic ita r

P A T E N T E  DE I N V E N C I O N
en

E S P A Ñ A  
por VEINTE años

a nombre de SCHENDEY INDUSTRIES, INC., entidad norteame­
ricana, establecida en 350 Pifth Avenue, Nneva York, N+Y., 
Estados Unidos de América, por;

"UN PROCEDIMI ENTO PARA PREPARAR UN PRODUCTO. ENZ33MTIBO
BAOTRSIANO".

- 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0  -  0 -  0 -  0 -

Este invento se re fie re  en general a productos 
enzimáticos bacterianos y, más particularmente, a un material 
enzimátioo, que tiene l a  propiedad de destru ir la s  propieda­
des an tib io tlcas carac te rística s de la  pen icilina, y g ue es 
a fín  a l enzima conocido como pen icilin asa* El invento incluye,
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adi d  onalme nt e , un nuevo procedimiento paya preparar pío ¿no­
tos de este  tipo .

Es bien sabido que la s  propiedades bactericstá- 

t ic a s  de la  penicilina pueden ser destruidas por un enzima, 
g designado como pen ic ilin asa , que e s elaborado como metabolito 

extra celular por cierto número de especies comunes de bacte­
r ia s  gram-negativas y por c ie r ta s  especies gram -positivas, 
ta le s  como e l paraoolcn b ac illu s y o tros bacilos coliíormea, 
bastoncüloa aeróbioes formadorea de esporas, y c ie r ta s  es- 

10 pecies de gh ige lla . Aunque e l cultivo de lo s  organismos Bs- 
cherichia c o li, B acillu s su b til is  y B acillu s oereus, produ­
ce el enzima en proporción sa t is fa c to r ia  para la  mayoría de 
lo s  fin es , el organismo últimamente mencionado se prefiere 
particularmente para l a  producción comercial a causa del ele- 

15 vade rendimiento del enzima obtenido cuando este  organismo
se cultiva sobre cualquiera de lo s  medios da cultivo ordina­
r io s . El enzima, aunque tiene su génesis ¿entro de la s  celdas 
del organismo que se e s tá  cultivando, se produce a l l í  en un 
exceso tan grande que sale  de la s  celdas a l medio nutricio 

20 ambiente, desde e l cual puede ser precipitado, con preferen­
cia dentro de su gama iso e lé c tr ica  (pH de aprex. 5 a aprox. 
6,4) por tratamiento con acetona, alcohol, diexana, tungstato 
sodiotf, o solución saturada acuosa, de sulfato amónico.

Has preparaciones de pen icilinasa tienen una 
25 función importante en la  fabricación comercial de pen icilin a, 

donde se usan para ensayar la  e ste r ilid ad  de l a  droga y para 
el anali s i s químico de la  actividad antábiótioa. ge usan
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también en e l ensaye de l a  presencia de organismos viables 
e sustancias an tlb iótioas d istin tas de la  penicilina en lo s  
fluidos corporales de lo s  pacientes que están sometidos a 
terapia p en icilín ioa, JSs evidente también que cada une de 
estos usos de l a  p en ic ilin ase , salvo el empleo en a n á lis is  
químicos, requiere un producto e s t é r i l ,  no importa que ta l 
producto sea impuro o de baja actividad, mientras que el 

uso del producto en a n á lis is  químicos, que se basan en l a  
conversión de pen icilina en ácido peniciloico , requiere 
un producto sumamente activo exento de agentes tampón que 
perturbarían la s  mediciones del pB. l a  producción comercial 
de preparados de pen icilinasa que satisfagan  estos requi­
s ito s ha sido d i f íc i l  porque la s  técnicas de e ste riliz ac ió n  
ordinarias pueden causar la  destrucción parcia l o , incluso, 
to ta l ,  de l a  actividad del enzima extremadamente inestable 
(por ejemplo, como un 98% de l a  potencia se pierde en una 
hora si e l producto se callen ta a 46ag) y e l procedimiento 
ordinario para eliminar lo s  agentes tampon, a saber, l a  
d iá l i s i s ,  aumenta mucho l a  posib ilidad  de contaminación de 
l a  droga. Como resultado de e sta s  d ificu ltad e s, l a s  caracte­
r í s t ic a s  de lo s preparados de p en icilin asa  comeroialmente 
disponibles re fle jan  ana transacción entre lo  práctico y lo  

deseable, porque, aunque e s té r i le s  y sastancialmente lib ree  
de contaminantes tóxicos, l a  mayoría de estos preparados 
son de baja  potencia y contienen agentes tampón como impu­
rezas que perturban su use en a n á lis is  químicos de pen ic ilin a .

Uno de lo s  ob jetes más importantes del pre-
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sen te invente es e l de orear en producto pare e s té r i l  qne 
tiene l a  actividad carac te rística  de l a  penioilinaaa, qae 
posee ana. potencia macho mayor qae lo s  preparados anterior­
mente disponibles, qae oontiene a lo  samo cantidades mera­
mente despreciables de agentes tampón y qae tiene an grado 
mayor do estab ilidad  química qae lo s  productos de este  t i ­
po anteriormente disponibles.

Otro objeto de este  invento e s el de crear 
an procedimiento para fabricar on preparado de pen icilinasa 
e stab le , de gran potencia, qae rinde uniformemente an pro- 
docto qae tiene virtaalmente la s  mismas propiedades on 
cada caso, en centraste con l a  técnica anterior cayos pro­
cedimientos dan productos qae poseen propiedades amplia­
mente diferentes en d is tin ta s  tandas.

De a caer do con el procedimiento de este  in ­
vento, an caldo de fermentación c larificado  qae contiene 
pen icilinasa y qae paede prepararse en cualquier forma co­
nocida, se tra ta  aproximadamente con 10% a 30% en peso 
de su lfato  amónico para determinar la  precipitación frac­
cionada de material inerte indeseado qae se separa de e ste  
modo, luego se añade ana cantidad u lterior de su lfato  amó- 
nioc hasta que l a  solución contiene aproximadamente 80% 

de la  cantidad de e sta  sa l precisa para satu rarla , después 
de le  cual la  solución se deja reposar mientras se  en fría  
para permitir l a  formación de an precipitado que contiene 
pen ic ilin asa . Bate precipitado se elimina y se extrae 
con solacion diluida acuosa de su lfato  amenice, qae disuelve
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Ha peni c ilin asa  contenida en e l precipitada y da piv? aoln— 
cían que contiena, per volumen unidad, aproximadamente diez 
veces a l contenido en pe ni c il  inasa del caldo o r ig in a l. Si 
se desea, en este momento, el tratamiento con sulfato amónico 

S para l a  precipitación de l a  pen icilinasa y la s  operaciones 

subsiguientes arriba descritas pueden rep etirse  para e fec­
tuar una purificación u lterio r del producto, l a  solución 

de pen ieilinasa resu ltan te, relativamente concentrada, se 
di a l iz a  luego con agua f r ia ,  usando una membrana semipermeable 

10 ta l como caLofana, para separar el contenido en su lfato  amó­
nico, luego se trata  con un ácido, con preferencia, un ácido 
mineral diluido, para a ju star su concentración en ion hidró­
geno a un pE dentro de la  gama de aproximadamente pE 3 a pH 
6, y con preferencia a un pE aproximado de 4 ,5 .

3*5 Esta solución ac id ificad a se tra ta  luego con
un agente óapaz de formar un compuesto oomplejo con la, peni­
c ilin a  sa que sea escasamente soluble en la  mezcla de reac­
ción, con lo  cual, virtualmente toda la  pen ieilinasa pre­
sente en la  solución, reacciona para formar este compuesto,

20 que luego precip ita  y puede separarse fácilmente del l iq u i­
do que sobrenada, lo s  agentes precipitan tes que se prefieren 
actualmente para su uso de este modo sen ciertos compuestos 
orgánicos complejos de origen vegetal, t ip ific ad o s por lo s  

tanines y l a s  lign in as. El agente precipitante se pone en 
86 relación reactiva con l a  solución que contiene pen icilinaea 

mientras lo s  dos están en solución acuosa, y con preferenr* 
cía l a  solución del agente precipitan te tiene una concentra-
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oion de hidrogeniones que a s  aproxiaiadamtmt e la  misma que 
l a  de l a  solución de pen ioilinasa.

Cuando se usa tanino como agente p ieaipitan­
te , es con preferencia el complejo del ácido tánico deri­
vado de l a  nuez de aga lla s o de palo mora, y debe estar en 
un estado tan altamente purificado como sea cenveniinternen- 

te practicable obtenerle. Los taninos de otros orígenes 
pueden usarse también, per ejemplo, loa derivados de l a  cor 

teza de varias especies de roble, abeto, mimosa, mirabolam, 
hematina y zumaque* EL tipo de lign in a  preferido para su 
empleo como agente de precipitación  en el procedimiento de 
este invento es e l conocido en la  industria de la  pulpa 
de la  madera como lignina a lca lin a  a la  sosa, ta l como la  
que se obtiene por precipitación acida desde el líquido ne­
gro producido en la  formación da pulpa de abeto a la  sosa, 
seguido por neutralización. Bs deseable, aunque no esencial 
que la  lign ina usada sea tan pura como pueda ser convenien­
temente practicable obtenerla,

Da acuerdo con la  realización  actualmente 
preferida del procedimiento del invento, l a  solución de 
penioilinasa y l a  solución del agente precipitante usado 
son de concentraciones ta le s  que e l volumen de la  ultima 
preciso para ana precipitación completa de la  penioilinasa 
sea aproximadamente de 20% del volumen de l a  primera, aun­
que é ste  no a s  un valor c r ítico  y puede se r , en lugar del 

20%, tan pequeño como 5% o tan alto como 50%. Se prefiere 
que la s  soluciones, durante toda l a  operación de pracip i-
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tacion, sean mantenidas a una "baja temperatura, pe? ejemplo, 
a una temperatura desde unos 5^c a unos 10^0, y que la s  solu­
ciones sean agitadas para asegurar la  homogeneidad completa 
de la  mezcla resultante y l a  completa reacción de lo s com­
ponentes.

EL complejo de l a  penicilinasa-ácido tánioo 
o de pen icilinasa-lign ina producido de este modo se obtiene 

oomo precipitado floculante desde la s  soluciones mezcladas 
a un pE de aprox. é,5 y, después de dejar que la s  soluciones 

mezcladas enfriadas reposen durante un período hasta que 
todo el precipitado se haya sedimentado, e l material insolu­
ble ae separa por f iltra o ic n , y luego se su spen d aen  
agua. Hi pH de e sta  suspensión se a ju sta  a  aprox. 7,5 per 
adición de una solución de hidroxide de metal a lca lin o , por 
ejemplo, solución de hidroxide sádico, lo  cual hace que e l 
material activo suspendido se disuelva, formando una verda­
dera solución, que luego se d ia liz a  contra agua f r ía  para 
separar lo s  m ateriales d ifu sib le s que pudieran actuar como 
tampones en e l producto terminado. La solución se tra ta  a s í  
con una solución acuosa de una goma h id re fíl ic a , por ejemplo 
acacia (goma aráb iga), y l a s  soluciones mezcladas pueden 
usarse entonces directamente en el a n á l is is  químico de peni­
c ilin a , o l a  solución mixta puede deshidratarse desde e l 
estado congelado para dar un producto l io  f i lo  seco que pue­

de emplearse a l hacer soluciones para ta le s  procedimientos 
de ensayo.

lo s  productos complejos de tan inc-peaicilinasa
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y lign ina-pen icillnasa de a cuerdo con este  invento son con­

siderablemente superiores a lo s  tipos anteriormente conocidos 
de preparados de penic 11 inasa en funden de la  potencia, es­
tab ilidad  térmica, tanto en solución como en estado solido 

5 seco, carácter específico  de acción, re siste n c ia  a l a s  in­
fluen cias inactivadoras, y ausencia de sustancias tampón 

que perturbarían e l  uso de lo s  productos en e l a n á lis is  
químiec de l a  pen icilin a, por ejemplo, &L complejo de tanino— 

p en icilin asa  estabilizado con acacia, designado en lo  que 
10 sigue complejo de peni c i l  in asa , es superior a l a  p en ie ili-  

nasa preparada por precipitación  desde una solución acuosa 
dentro de su gama iso e lé c tr ic a  de acuerdo con e l procedi­
miento de l a  técnica anterior antes mencionado, designada 
en lo  que sigue peni c i l  inasa precipitada. SL complejo de 

15 pen ic ilin asa  puede tra ta rse  en autoclave a  unos 1.05 Kgs/cmS 
(unos ISOSC) durante SO minutos con perdida solamente de 
5o% de su actividad in ic ia l ,  a l  paso que l a  pen icilin asa 
precipitada es totalmente inaotivada por este  tratamiento.
Una solución acuosa del complejo (20:1 ) no pierde en grado 

20 apreciable su actividad cuando se guarda con refrigeración  
durante un periodo de 4 meses, a l paso que, en la s  mismas 
di cienes, una solución de pen icilinasa precipitada pierde 
como la  mitad de su actividad con un periodo de dos a tre s  
meses. Un miligramo del complejo de p en ic ilin asa , en con- 

28 diciones óptimas de temperatura, concentración de bidroge­
nio nes y relación enzima-substrato, es capaz de in activar 

600 a  700 miligramos de pen ic ilin a, a l paso que l a  misma

8
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cantidad de pen icilinasa pryciputada, en iguales condicio­
nes, es capaz de inactivas 75 mgrs. de pen ic ilin a , a lo  
sumo, gi contraste entre lo s  productos nuevo y antiguo es 
especialmente chocante en función de sus titu lac io n es res­
pectivas con á lc a l i ;  el cempeejo de pen icilin asa requiere, 
para cambiar pH desde 6 a pH 8, meramente 0.02 mis. a lo  

sumo de hidráxldo potásico 0,02N, a l paso que se requieren 
0 ,2  mis. o más para producir el mismo cambio con penicilina- 
sa  precipitada. Además, e l complejo de pen icilinasa no es 
inactivade por incubación durante 4 horas a 37 se con benzoa­

to sádico, sulfamato amonios, ácido su lfan ílico  o su lfa- 

n ilato  sádico a concentraciones de ap-rox. a l paso que 
c iertos tipos de preparados de pen icilinasa de la  técnica 
anterior se decjfa que quedaban inactivados en e sta s  condi­
ciones.

lo s  ejemplos sigu ientes ilu stran  aplicaciones 
p rácticas de lo s  principios de este invento.
EJEMPLO I

Un caldo de fermentación que contiene penici­
lin a sa , obtenido por cultivo del organismo denominado 
Baoillus cereus, Cepa NRRL B-569, se f i l t r a  a través de 
v ar ia s  capas de te la ,  luego e l f iltrad o  se pasa una o más 
veces por una centrífuga de gran velocidad para eliminar 

la s  celdas suspendidas y otras m aterias. Sata solucián t ie ­
ne una potencia de unas 8.000 unidades de pen icilinasa 
por mi. se añade su lfato  amónico a unos 60 l i t r o s  da este 
caldo clarificado  para producir una solución de aprcx.20%

-  9 -
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de ocB.eantB8.eion 3a l a  sa l y a sta  so la  clon dgfspass de Te­
pe saB durante l a  noche en la  nevera, se f i l t r a  paBa dar an 
filtBado pardo clare que tiene una potencia de anas 8.400 
unidades de pen ieilinasa poB n i. Bata solución ge satura 
luego por adición u lterio r de su lfato  amónico su ficien te  
para hacer que la  cantidad to tal da su lfato  amónico sea de 
unos 706 grs . por l i t r o  de caldo, y e sta  solución se deja 

reposar datante l a  noche con refrigeración  con lo  cual un 

precipitado pardo que lle v a  e l  material activo se separa 
del liquido que sobrenada. B1 precipitado se elimina por 
f iltra c ió n  y se disuelve en unos 2.6 a 3 I s .  de solución 
de su lfato  amónico (aprox. 2% en peso). Hi volumen de e sta  
solución es aprox. de 1/20 del del caldo clarificado y su 
potencia es de unas 110.000 unidades de pe ni c ilin asa  por 
mi. Después de saturar l a  solución con su lfate  amónico por 
adición de cantidades u lterio res de la  s a l ,  l a  solución se 
deja reposar durante la  noche en la  nevera, luego se f i l t r a  
y el residuo se disuelve en aproximadamente un l i t r o  de 
solución de sulfato amónico en peso). Bsta solución 
después de combinarse con medio l i t r o  de solución de su lfa­
to amónico usada al lavar la  materia insoluble que queda 
como residuo, tiene un volumen de aprox. 1,5 l i t r o s  y una 

potencia de unas 307.000 unidades de peni c i l  inasa por mi.
Se coloca en una bolsa de d ializaclón  de membrana semiper­

meable, t a l  como celofana, y se d ia liza  contra agua de g rü o  
fluyente enfriada hasta que l a  solución dó ensayo negativo 
para el ión de amonio.

-  10
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La coneentraci.cn de hidrogenionea de esta 

solución dial izada se a ju sta  luego a un pR dentro de la  
gama de pR 3 a pR 5 ,S , con preferencia a un pR de aprcx.
4 ,6 , y l a  solución se tra ta  con una solución acuosa de áoi- 

g do tánico (de aprox.5%) usando un-tanino derivado de núes 
de ag a lla s  o palo de mora. Con preferencia el volumen de la  
solución de tanino usada para e lle  es aproximadamente 1/5 
del volumen de l a  solución di a liz a  da de p en icilin asa , y 

debido al aumento en volumen de l a  solución durante la  d ia li-  

10 s i s .  e l volumen to ta l de la  solución después de l a  adición 
de la  solución de tanino es de aproximadamente 2.830 mis.
La concentración de hidrogenionea de la  solución se a ju sta  
de nuevo después de la  adición de l a  soluoión de tanino, a 
aprox. 4,5 pR por adición de ácido mineral diluido o hidró- 

15 xido de metal a lca lin o , luego la  mezcla se deja reposar en 
baño de hielo durante una media hora con agitación  ocasio­
n al, durante la  cual e l complejo de penicilinasa-tanino se 
forma y precip ita  de l a  solución. El precipitado se separa 
por f iltra c ió n , se suspende en medio l i t ro  de agua, y se 

20 añade solución de hidróxido sódico (10% en pese) para a ju star  
l a  concentración de hidrogeniones a aprox. pR 7 ,8 , después 
de lo  cual la  solución se d ia liz a  contra agua de grifo  flu ­
yente f r ía  durante 36 a 46 horas para eliminar l a s  impure­
zas d ifu sib le s que pudieran contribuir a formar sustancias 

25 tampón en el producto f in a l . Después de esta  d iá l i s i s  f in a l ,
l a  solución tiene un volumen de unes 625 mis. y una poten­

cia de unas 600.000 a 1.800.000 unidades de pen icilinasa

- 11 -
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peí mi.

Una solución acuosa de acacia (aprox. 2% 
en peso) se añade para d ilu ir  la  sol abion del (^mpleje de 
pen icilinasa al deseado nivel de potencia, luego la  solu- 

S cien puede usarse directamente en e l a n á l is is  químico de
pen icilina o puede deshidratarse mientras e stá  en estado 
congelado para dar un producto l i e  f i lo  seco para hacer so­
lucionas a usar para ese fin .

BEL procedimiento anterior puede modificarse 

10 s i  se desea, en lo s  particu lares sigu ien tes: l a  c la r if ic a ­
ción in ic ia l  del caldo puede efectuarse usando una solu­
ción de su lfato  amónico en concentraciones dentro de la  
gama de 10% a 40% en peso de l a  sa l en l a  solución: l a  pre­
cipitación del material activo por adición de su lfato  amóni- 

1S oe al caldo clarificado puede efectuarse añadiendo su lfato
amónico en cantidades menores da la s  que se  requerirían 
para saturar plenamente la  solución, siendo como 80% de 
saturación e l lím ite in ferio r para una operación eficaz ; 
y el enzima precipitado puede disolverse en una solución 

20 de su lfato  amónico con una concentración dentro de la  gama
de 1% a lo% de su lfato  amónico referida a l peso, lo s  tañímos 
derivados de nuez de a g a lla s  o de palo de mera, aunque 
preferidos, pueden su st itu ir se , s i  se desea, per tañímos 
procedentes de abeto, mincea, mirabolam y hanatina, y e l 

26 volumen de l a  solución de tanimo añadida para determinar

la  formación y precipitación  del complejo de pen icilinasa- 

tanino puede e sta r  dentro de l a  gama de 5% a 50% del volumen

- 1 2  -
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de l a  solución de pen icilin asa. El complejo precipitado 
puede d iso lv er se en soluciones acuosas a pH por encina de 
pB 6 pero l a  gama preferida ea aprox. pH ? a pB 8 .
B3BB̂ PLO I I

5 El caldo que contiene pen icilin asa ae recoge,
c la r if ic a , p recip ita  fraccionadamente con su lfaté  amónico, 
se d ia l iz a , se en fria  y su pH ae a ju sta  a aprox. pH 4,5 
como ae ha deacrito en e l Ejemplo I ,  Bata solución onfriada 
ae mazóla con aprcx. 1/6 de su volumen de un extracto acuc­

io  so enfriado de l i gnina a l  calin a a l a  so sa , preparada a  un 

pB de 6 aprox., $r l a  concentración de hidrogenionea da la  
mezcla se a ju sta  a aprox. pB 4 ,6 . í a  mezcla de soluciones 
se en fria en un taño de h ielo  durante aprox. media a una 

hora, durante cuyo tiempo un complejo de pen icilin asa-lign in a 
15 ae forma y so separa de la  solución como precipitado y se

separa per f iltra c ió n . Este residuo so disuelve en solución 
diluida de hidróxido sódico, como ae describió en él ejemplo 
I ,  luego, después de a ju sta r  l a  concentración de hidrogenio- 
nes de l a  solución a aprox. pB 7 ,6 , l a  aolución ae d ia liz a  

20 durante unas 36 a 48 horas contra agua del g rife  fluyente 
enfriada. La solución d lalizada se diluye luego a l a  poten­
cia deseada por adición de una solución acuosa de amoniaco, 
dando un producto que tiene l a  misma u tilid ad  que el obtenido 
como se describió en e l  ejemplo I .

26 El procedimiento descrito en e ste  ejemplo,
puede someterse también a modificaciones en la  misma forma 
que e l procedimiento descrito  en él Ejemplo I .

13
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Rata so lic itu d , qua corresponde a l a  pía- 

sentada en lo a  Estados Unidos de America, e l 9 de gneio 

de 1951, bajo el numero 205,439, ae acoge a lo a  benefi­

cios del artícu lo  51 del vigente Estatuto sobie Propie­
dad In d u stria l.

0 -  N O T A  -  0 -

Loa pontos de invención propia y nueva que 
se  presentan paia que sean objeto de esta  patente de in­
vención en España, peí VEINTE años, son lo s  sigu ien tes: 

l a .  -  Un procedimiento para la  fabrica­
ción de su stancias que tienen l a  actividad del enzima 
bacteriano pen icilinasa, que comprende a ju star  l a  eon- 
eentración en hidregeniones de una solución acuosa con­
centrada de pen icilin asa, esencialmente lib re  de sustan­
cias tampón, a un pg dentro de la  gama de aproximadamente 
pg 3 a aproximadamente pg 5 y , mientras se mantiene A  
pg de la  solución sustancialmente dentro de esta gama, 
añadir a la  misma ana solución acuosa de ana sustancia 
del grupo consistente en taninos y lig n in a s , con lo  cual 
se forma un complejo inscluble de pen icilinasa y dicha 
sustancia y se separa de l a s  soluciones mezcladas, y re-
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cuperar Ai oha sustancia compleja de la s  solucionas mezcla­
das.

a s . - EL procedimiento según se reivindica 
en e l panto 1 , en e l cual la  concentración en hidrogenlo- 

6 asa de la s  soluciones se mantiene a aproximadamente pE 4,5 

durante l a  formación y separación de la  sustancia compleja.
So. -  EL procedimiento según se reivindica 

en e l punto 1 , caracterizado ademas porque l a  sustancia 
que forma el complejo es un tanino derivado de en pro due­

lo  te  vegetal del grupo consistente en nuez de a g a lla s , palo 
mora, corteza de roble, corteza de abeto, corteza de mi­
mosa, corteza de mirabolan, corteza de heme-tina, y corte­
za de zumaque.

4s. -  EL procedimiento según se reivindica 
15 en el punto I ,  caracterizado ademas porque la  sustancia 

formadora del complejo es una lign ina del tipo designado 
como lign in a a lca lin a a l a  so sa .

S s. -  un procedimiento para la  fabrioaoiún 
da sustancias que tienen la  actividad da l a  pen icilinasa 

2o enzimatica bacteriana, que comprende a ju star  la  concen­
tración en hidregenionea de una solución acuosa concentra­
da de pen io ilinasa, esencialmente exenta de sustancias 
tampón, a un pH dentro de la  gama de aproximadamente pH 3 
a aproximadamente pH 5 , y, mientras se mantiene e l  pH de 

25 l a  solución sustancialmente dentro de esta gama, añadir a 
l a  misma una solución acuosa de una sustancia del grupo 
consistente en taninos y lign in as, con lo  cual un comple-

15 -
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je  insoluble de pen icil inasa y dicha sustancia se forma 
y se separa de la s  soluciones mezcladas, recuperar dicha 
sustancia compleja de la s  soluciones mezcladas, suspender 
la  sustanoia recuperada en un medio acuoso, a ju star  la  
concentración de hidrogenionas de dicho medio a aproxima­
damente pH 7^5 con le  cual e l m aterial suspendido se di­
suelve para formar una verdadera solución, e introducir 
una goma h id ró fila  en dicha solución.

6%. - El procedimiento según ae reiv in d i­
ca en el punto 5 , en al cual la  concentración de hidroge- 
niones de la s  soluciones se mantiene a aproximadamente 

pB 4,5 durante la  formación y separación de la  sustancia 
compleja.

73. -  g i procedimiento según se  reivindica 
en e l punto E, caracterizado pademós porque la  sustancia 
farmadora del complejo es un tanino derivado de ug. pro­
ducto vegetal del grupo consistente en nuez de ag a lla s , 
palo mora, corteza de reble, corteza de abeto, corteza de 
mimosa, corteza Ae mirabolán, certeza Ae hematina, y cor­
teza de zumaque.

83. -  gL procedimiento según se reivindica 
en el punto 5, caracterizado además porque la  sustancia 
formadora del complejo e s una lignina del tipo denomina­
do lignina a lca lin a  a l a  sosa.

93. -  Un procedimiento para fabricar sus­
tancias que tienen la  actividad de la  pen io ilinasa, que 

incluye la s  operaciones de formar una solución acuosa que



ccntien? pañi c il inasa, añadir a e sta  se Ir. oion, mientras 
está  enfriaba y mientras se mantiene la  concentración de 
hidregeniones de la  mezcla por debajo de pR 6, nna solu­
ción acuosa enfriada de una sustancia elegida del grupo 

5 consistente n taninos y lign ina con lo  cual dicha sustan­
cia forma un producto complejo escasamente soluble con la  
peni c ilin asa , que se separa de la s  solucionas mezcladas 

oeme precipitado, recuperar e l precipitado del líquido 
que sobrenada y di solverle gn un medio acuoso a pR da 

-̂0 aproxima dame nte 7 ,8 ,

10e, - un procedimiento de fabricar sus­

tancias que tierna l a  actividad de la  pen lcilin asa , que 
incluye l a s  opa raciones de formar una solución acuosa cua 
centi-sn.? yen icilin asa , añadir a esta solución, mientras 

15 e stá  enfriada y mientras' se mantisns la  concentración de 
hidrogeniones c e la. mezcla por da bajo d# pH 6, una solu­
ción acuosa enfriada de una sustancia elegida del grupo 
consistente en toninos y lign in as, con lo  cual dicha sus­
tancia forma un producto complejo escasamente soluble con 

20 l a  pen ic ilin asa , que se separa de la s  solucionas mixtas 
como precipitado, recuperar el precipitado del líquido 
que sobrenada, d isolverlo en un msdic acuoso a un pR de 
aproximadamente 7,8 y añadir al mismo una solución acuosa 
da una goma h id ro íila .

g5 11B, - Un procedimiento para preparar un

procedimiento enzimático bacteriano.
Tal y como se ha descrito en la  Memoria

17
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qu-8 antecede, y con le s  fin ?s que as han esp^oídicade.
Bata Kemcr ia  oonsta da d iec isie te  he ja s  y 

la  presente, es o ritas a máquina per ana sola. cara.
Hadrid, 9 6 DiC !?*)

r .  h.
^b erto  de Ehaburu  ̂

Pô PÓ̂ er,

 ̂.

i

DG/. 18


	Bibliographic data
	Description
	Claims



