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MEMORIA DESORIPTIVA
para solicitar
PATENTE DE INVEENCION

en
EST AR A
por VEINTE afios
& nombre de SCHENLEY INDUSTRI&S, INC. ., entidad norteame-
ricens, eatablecida en 350 Pifth Avenue, Nneva York, N.Y.,
Estados Unidos de Amérioca, por:

"UN PROGEDIMIENTO PaR4A PREPARAR UN PRODUCTO ENZIMATIOO .. .
) BACTERIANO™.

-~
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Bgte invento se refiere en genaral s productoe
enzimaticos bacterianos y, mds particularmente, a un material
enzimgtico, qus tiene la propiedad de destrnir las propleds-
des antibioticas carscteristicas de 1as psnicilina, y gue es
afin el enzims conocido como yenicilinasa, El invente incluye,
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adicionalmente, un nuevo procedimiento pars preparar predue-
tos de este tipo,

Es bien sabido que las propiedades bactsriogte-
tioas de la penicilins puedsn ger destrunldas por un snzina,
designade como penicilinase, que es elaborado come metabelito
extraocelnlar por ciertoc nimero de especies comunes de bacte-
rigs gram-negatlivas y por c.i.értas éepecies gram-poéitivas,
tales como el paracolon bzsolllus y otros bacilos collicrmes,
bagtoncillcs aerobicos formmdores de egporag, y clertas es-
recles de Shigella. Aungue el cultive de los crganismos Bs-
cherichis coli, Bacillus subtilis y Baeillus csreus, produ-
ce ol snzima en proporoion satlsfactoria para la mayerfa de
los fines, el organieme dltimamente menclonzdo ase prefiere
particularmsnte pare la produceicn ocomercial a cansa del ele-
vado randimlento del enzima obtenido cuandic este organiemo
se cultiva sobre cvalguiera de los medios ds cultive ordina-
rios. Bl snzima, aunque tiene su génesis dentro de las celdas
del organismo que se ests cultivando, se produce allf en un
excege tan grande gue sale de las celdas al msdio nutricib
ambisnte, desde el cual puede s6r precigitad.o, con preferen-
cla dentro de su gema iseeléctrica (pH de aprox, 5 & aprox,
5,4) por tratamisnto con acstonm, slohsl, dloxano, tungstato
godlo®, o soluclon satureda acuoss de sulfato aménico.

' Las preparacionss de penicilinasa tienen uuna
funadon importente en la fabrioscidn comercizl de pericilina,
donde se usan para ensaeysr la ssterilided de lg droga y pare

el andlisis quimice de la actividad asntfbiditica, Se usan
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tambisn en el ensayoc de la presencisa de organismos visbles
o sustanclas antibictioss distintes de la penicilina en les

~fluldog ocorporal:g Ge los paclentss que sstén sometides a

terapia penicilinica, Be evidenta también que cada uno de
estos usos de la penicilinasa, salvo el emplec en andlisls
qu.fmicos, reguiers un producte estéril, no importa gus tel
vroducto sea impuro o de baje actividad, mlentrass qgue el
uso del predncto en anslisis quimicos, que se basan enla
convereion de penicilina en gcido peniciléico , reguiere

uan producto sumeriente sctivo exento ae‘ agentes tampdn que
perturbarfsn las medifcicnss del pH. Xa produccion comercial

de prevaredos de penicilinmsa gue satisfagan ¢stos requi-~

sltos he sldo aifieil porgue las tecnicas de ssterilizecicn

ordinaring pusden causar la destruccidn psrelal o, incluso,
totel, 4o la activijad del enzima extremadsamente insstable
(por ejemplo, como un 95% de la potencia se pierde en una
hora si el producto se cellenta a 4593) y el procsdimisnto
ordinario para eliminar los sgertes tampon, a saber, la
d1d1 1sis, aumenta muncho ls posibilidsd de contaminacidn de
le droga. Como resultado de estas»difieultadea, las caracte-
rf{sticas de los pregaredos de penicilinasa comercislmente
disponibles reflejen una $ransacoion entre leo practico y lo
deseable, porque, aungue estsriles y sustancislmente 1ibres
de conteminentes téxicos, la mayoria de estos preparadoe
son de baja potencia y contiensn agentes tampdn oome fmpu-
rezas que perturban su nso 6n endliais quimicos de penicilina,
Unc de los objetos mds importantes del pre-
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gente invento es el de crear un producto purec estéril gume
tiene la ectividad cmracteristics de la penicilinaca, gue

rosee une potencia mucho mayor gue los prerarados enterior-

mente disponibles, gue oontiens a 1o sumo cantidedes mera-

mente despreciables de agentee tempon y que tiene un grado
meyor de estaebilided guimice gue los productos de este ti-
po anteriormente disponibles, 7

0tro objeto de este invento es el de ocrear
un proecedimiento para fabricar un preparado de penicilinase
egtable, de grail potencia, que rinde uniformemente un pro-~
ducte gune tiene virtuneimente las mismas propledades en
cada caso, en ocontraste con la teécnica enterior cuyos pro-
cedimientos dan productos que poseen propied=zdes amplie-~
mente diferentss en distintag tandas.

De acusrdo con el procedimiento de este in-~
vente, un celdc de fermentacidn clarificado que contiens
penicilinase y que puede prepararse en cualgnier forme co-
necide, se trata aproximadamente con 10% a %07 en peso
de sulfato aménico para determinar 1a precipitacidn frac-
clonada de material inerte indeseado gue se separa de este

modo, luego se afiade una centided ulterior de sulfate amé-

‘nioco hasta gque la soluocion contiene aproximadamente 80%

de la centldad de esta sal precisa para saturarla, después
de lo cuel la solucidn ge deja repcser mientras se enfrfa

para permitir la formacion de un precipitads gque contiens

penicilinesa, Bute precipitado se elimina y se extrae

oon golucidn dilufde acuosa de sulfate amdnice, gue disuelve
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lla venicilinase contsnida sn sl precipitado y da una solo-
oidn gue contiene, por volumen unided, eproximsdemente diez
veces al contenide en psnicilinssa del caldo original, Si

ge dessa, en este momento, el tratamiento con sulfato amonioo
para la precipitacidn de la penicilinasa ¥ las opsraciones
subslguisntes arribe descritas yuedsh repetirase para efsco-
tuar uns purifiéacidn ulterior del producio. La solucion

de penieilinnsa resunltante, relativamente concenirada, ae
dlaliza luego cou agna fris, usande una membrane semipermeable
tal como celofana, pare separar el contenidec en snlfato amo=
nico, luege se trate con un doido, con preferencia, un detdo
minsrel dilufdﬁ, rara ajustar su concentracion en ien hidxd-
geno a un pH dentre de la gama de eprcximadeamente pH 3 & pH ‘
5, y con preferencia s un pH sproximade de 4,5.

Bsta solucicn scidificade se trata lusge con
un agsite eapaz de formar un compuesto 6omplejo con lg peni-
ollinese gque see escasamente scluble en lz m.ézcla de reaoc~
oidn, oon lo cual, virtuulrente toda lu penicilinasa pre-
sente en la sclucion, reazccionz vara formar sste compuesto,.
que luego precipita y puede separarse facilmente del 1f{qui-
do que sobrenada. Los agentss precipitantes que se prefieren
aotualmente para su uso de ests modo son olertes compusstos
orgenicos complejos de origen vegetel, tipiiicados por los
taninos y las ligninas. Bl agente precipitante se pone en
relacidn reactiva con la soluclén que contiene peniciliname
mientras los dos eatZn en solucidn acuosé, y con preferen-

cia la solucidn del zgente preocipltaente tiene uwns concentra-
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oién de hidrogenicnes que s8 gproximadamsrte la misma que
la de la golucion de penicilinasa,

Cuando se usa tanino como agente rrecipitan-
te, es oon prefersncia el complejo del dcldo ténice deri-
vade de la nuez de agallas o de ps=loc meora, y debs esiar en
ua estade tan altamente purifiomdo ocomo sea couvenisniemen~
te practicable obtenerlo, Los teninos de otros orfgenes
pueden usarse tambien, por ejemplo, los derivados de la ocor-
teza de varlas eépecies de roebvle, abeto, mimosa, mirabelam,
hematina y zumeque, Bl tipo de lignins prsferido pare su
enpleo como agente de prscipitacidn en el proesdimisnto de
este inventc es el conocidc en ls industria de la pulpa
de 1a madera oomo ligsnine slcelina a 1la sosa, tal como la
que se obtisne per nrecipitscidn deide desde el  1fguido ne~
gro producido en lo formacidn ds pulpa de abeto a la sosa,
seguido por neutralizeclon, Bs deseable, aun-que no essucial,
que la lignina usade sea tan pura como pueda sar convenien-
temnte practiceble obtenarla,

f Ds acusrdo con lc reallzacidn act@almente
preferida del procedimisnto del inveato, la solucicn de
penicilinasa y la solucicn del agents rrecipitante usade
son de oconcentraciones tales que 61l volumen de la ultima
1reciso para una precipltaclén completa de la penicilinasa
sea aproximadsmante de 207% del velumen d&e la primers, enn~
que €ste no'ss un velor orfilco y puede ser, en lmgar del
20%, tan pequefio como 5% o tan alto como £0%. Se prefiere

que las solucicnes, duraente tods la oyperscion de precipi~
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tacidn, sean mentenldas a uns bajé tenpsratura, por &jemplo;
& unas temperatura desde uaos 52C & unos 10°C, y gus las solu-
clones gean agitadas para asegurar la homogsneidad completa
de lz mezcle resultente y la completa reaccion de los com-
ponsntes,

El complejo de la penicilinasa-deido ténlee
0 de psnioilinase-lignina producido de este modo se ebtiens
oomo orecipitadec floculente dssdé les solucionss mezclades
a un pH de aprox, 4,5 y, después de dejer que las soluciones
mezcladas enfrimdas reposen durante un perfodo hasta gue
todo el prscipitado se haya sedimentado, el materisl insolu-
ble me separa por filtraoldn, y luego se suspentd: en
agua, Bl pH de esta svspensién se ajusta & aprox, 7,5 per
adi cidn de una solucidn de hidrdxide de metel alcalino, por
ejemplo, soiuclion de hidroxide sddlco, le cual hace que el
material active suspendido se disuslva, formando una verda-~
dera solucion, que luwege se dlaliza ocontra agva fria para
geparar los materisles difusibles gue pudieran actuar ocemo
tamponas en el producto terminsdo. La solucidn se trata asf
con una solucldn acuosa de una goma hidroff{lica, per ejemplo
acacie {goma arabiga), y las soluciones mezoladas pueden
usarse entonces directamente en el sndlisis gufmico de peni-
cilina, o la solucidn mixta puede deshidratarse desde el
estado oongelads para der un producte 1icfilo seco que pue-
de emplearse al hacer soluciones para tales procedimientos
8e enseyo.

Ios productos complejos de tanino-penicilinasa

- -
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¥ lignine-penicilinase de acuerdo con este invento son con-
siderablemente superiores a los tipos anter iormente conscidos
de prevarados de peniciiinaaa en funcidn de la potencia, es-
tabilided térmica, tanto en solucidn como en estado s¢lido
seco, cardcter espec{flico de acoion, resistencis & las in-
fluencias inactivadoras, y ausencia de sustancias tempén
que perturbarfan el usoc de los productos en el zndlieis
quinico de la peniciline, Por ejemplo, el complejc de tamino-
penicilinase estabilizado con aoamcie, deeignadc en lo gue
slgue complejo d& penicilinase, es superior & la penicili-
nase preparads por precipltacidn desde una solucidn scuocse
dentro de su geme feceléctriocs de acnerdc ocon el Irocedi-
miento de la técnica anterior antes mencionsde, deeignads
on lo que glgue penicilinsse precipitada. Bl compleje de
penlecilinase puede tratarse en antcclave & unos 1,05 Kgs/omf
(unos 1202¢) durante 20 minutos ocon pérdida solamente de

50% de sn activf&ad iniciel, al paso qgue la penicilihasa
precipiteda es totelmenie inactivade por este tratamiento.
Una solucion acuose del compleje (20:1) no pierde en gradec
aprecisble au actividad ouando se guarda con refrigeracion
durente un psriodc de 4 meges, &l paso gque, en las mismes
diciones, una solucidn de penicilinasé precipitede pilerde
como le mited de su activided ocon un periodo de dos e tres
meges, Un miligremo del complejo de penicilinesa, en ocon-
diciones dptinmas de temperatura, concentracion de hidroge-
niones y relaecicn enzims-gubstrate, es capaz de inactivar

600 a 700 milligramos de penicilina,'al rasoc gue la misme
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cantidad de penicilinasa prsciputede, en igusles condiocio-
nes, s cepaz de incctivar 75 mgre. de penicilina, a lo
sumo. El ocontraste entre los prodnctos nusvo y antiguo es
especialmente chooante en funcién de sus titulaciones res-
pectivas con dlcali; el compeejo de penicilinasa requiers,
rara cemblar pH desde & a pH 8, merasmente 0,02 mle. a lo
sumo de hidroxido potdsioo 0,02N, al paso que se reguieren
0,3 mls., © més para producir el mismo cambio con periciline-
se precipitads, Ademde, el complejo de penicilinasa no es
ingotivade por incubacicn durante 4 horas a 372C oon benzoa-
tp sddioo, sulfamato amdnios, goido sulfanflico o sulfe-
nilate sdaloo & concentraciones de apyrox, 2%, &l pase gue
cisrtos tipos de prerarados de penicilinase de le teécnica
anterior se decia gue guedsban insctivados en sstas condi-
clones,

ILos ejemplos sizuisnies ilustran aplicaciones
practicas de los prineciplos de este invento,
BBPL0 I

Un calde de fermentacion gque contiene penici-
linase, obtsnido pur ocultive del organisme denominado
Bacillus cereus, Cepz NRRL B-569, se filira a travds de
variue capas de tele, luego el filtrado se pasa uus o mes
veces por unic centrifuge de gran velocidad para eliminsy
las celdas svspendidas y otras meterlas, Bsta solucidn tie-
ne una potencis de unas 8,000 unidades de penicilinasa
por ml. Se aiinde sulfato amonico & uncs 60 lltros de gste

celdo clerificsde para produclr una solucidn de aprex.204
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de concentrsclidn @ la sel y esta solucidn dsspuds de re-
roesar durante la noche en la nsvera, se filtra para der un
filtrado parde clare que tisne una potsncla de unas 8.400
unidades de penicilinasae por ml. Bsta solucidn ge satura
luggo por adicicn ulterior de sulfato amdnioo suficiente
para hecsr gue la cantidad total & sulfato amonico sea de
unos 706 grs., por litro de oaldo, y este solucidn se dsja
reposar duntante la noche ocon refrigeracidn con lo cusl un
precipitado parde gue lleva el matsrisl activo se separs
del 1fouido gue sobrenadam. BL precipitadc se elimina por
filtraclon y se disualve sn uwnos 2,5 & 3 la. de solieidn
de sulfato asmonico (aprox. 2% en pess). Bl volumen de esta
solucldn es eprox, de 1/20 del del osldo clerificado y su
poiencia es de unas 110,000 unidadss ds penicilinasa por
ml. Despu€s de seturar la solucidn con sulfato amoniocs peor
adicion de cantidades ulterieores de la sal, la solucidn se
deja reposar durante la noche en la nevera, luego se filire
¥ 61 residuo se disuelve en arroxXimadamente un litro de
solucion de sulfato amdnico (2% en peso}. Buta solucicn
despuss de combinarse con medio litro de solucitn de sulfa-
to emdnioco useda &1 lavar la materia insoluble gne queds
como residue, tieme un volumen de aprox, 1,5 litros y una
potencia de unas 307,000 unidades de penicilinase por ml,
Se. coloce en una bolse de dlelizacidn de membrans semiper-
meable, tal coniq celofana, y se dislizas contre agua de grirto
fluyente enfrisde haste gue la selucidn 46 ensayo negative
para dl idén de amonio,

- 10 -
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La concentraclon de hidrogeniones ds esta

solucion dlslizade se ajusta luego a un pH dentro de la

gama de pH 3 & pH 5,5, oon prefercnoia & un pH de aprox.
4,5, y la solucion se trata con una solucion acuosa de doi-
do ténico (de aprox,5) usendo un .tanine derivado de nuez
de agallas ¢ palo de mora, Con prefersncia el veluaen de ls
solucidn de tanino usade para ello es aproxisnadamente 1/5
del volumen de la solucidn dializads de penlcilinasa, ¥
debido al sumento en volumen de la solucicn durente 1avd1&11-
sle, el volumen total de la solucién degpués de la adicidn
de la solucidn de taninc es de aproximeiamente 2,830 mls.

Is concentracion de hidrogeniones de la solucidn se ajusta
de nueve despues de le sdicidn de Ia solucion de tanine, &
aprox. 4,5 pH por adlcion de decido minersl dilufde o hidrd-
xido de metal alcaline, luwegc lz mezcla se deja reposar en
bafio de hielo durants uno media hora con agltacicon ocasio-
nal, durants la cual el complejo de penicilinasa-tanine se
forma y precipita de la solucion, Bl precipitado se segare
por filtraciéﬁ, se suspende en medic litro de agna, y se
efiade solucion ds hidrdxido sddlco (10% sn peso) para ajustar
la concentracién de hidrogeniones a aprex, pH 7,5, después
de lo cual la solucidn se dializa ocontra agua de grife flu-
yente frfm durants 36 a 48 horas pare eliminar las impure-
zg8s difusibles gque pudleran contribuir & formar sustancias
tampon en el producto final. Despuds de esta dialisis finsl,
la solucion tiens un volumen de unos 625 mls, y una poten-

cla de unas 800.000 a 1.800.000 unidedes de penicilinasa

w 1] -
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Une sclucicn aonssa de acacla (aprex. 2%
en paso) se afinde para diluir ls solubidn del complejo de
penicilinase gl deseadc nivel de potencie, luego la solu-
cicn puede usarse dirsctamente en el an:ilisia guimico de
venicilina o pusde deshidratarss mientras est en estado
congeledo pare dar un producto 1icfilo seco pars hazcer so-
lucionsg & usar pare sse fiﬁ. |

Bl procaedimisnto antsricr pueie megiftcarse
gl se dssea, en los perticulares sigulsntes: la clarifioce-
cién inlcisl del osldo pueds efectuarse usando una solu-
cion de sulfato amdnico en concentraciones dentro de la
gama de 107 & 40% en peso de la sal en 1a solucidn; la pre~
cipitacion del material mctivo por adicion de anlfato amdni-
0o &l cglde clarificado puede #factuarse afindiends sulfato
amonico en cantidades menores ds las gque se requerirfen
para saturar plenamente la solucion, siendo como 807 de
saturacion el 1imite 4inferior pare una operacicn eficaz;
7 el enzima precipitado puede disolverse en una solucidn
de sulfato amenico con una concentrscion dentro de la gama
de 17 & 10% de sulfeto amonico referida &l peso, Los tanines
derivados de nnez de agsllas o de pelo de mora, sungue
preferideos, pueden sustituirse, si se desea, por taninos

rrocedentes de abeto, mincea, mirabolem y hemetina, y el

 volumen 3e la solucidn de tenino eficdida para determinar

la formaoclen y precipitacion del complejo de penicilinase-
teninc puede eatar dentro de la game de 5% & 50% del volumen
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de la sclucion de penicilinasa, Bl complejo precipitado
puede disclverse en soluciones acuosas & pH por encima de
PH 6 pero la game preferide es aprox, pH 7 a pH 8.
BIBMPLO 11

Bl caldo gue contiene penicilinasa se recoge,
clarifioa, preoipita fracclonadamsnte ocon sulfaté aménico,
se dieliza, se enfria y su pH se ajusta & aprox, pH 4,5
como se ha descrito en el Bjemplo I. Rsta solucidn enfriadas
ge mezcla ocon sprox, 1/6 de su volumen de un extracte acuo-
so enfriado de ligninm &loalina a le soéa, preperada & un |
pH de 6 aprex., ¥ la concentracidn de hidrogeniones de la
mezcla ee ajuala a aprox. pH 4,6, Ia mezcla de soclucionses

se enfria en un bafio de hielo durente sprox, media & una

'hora, 8urente cnyo tiempe un ocomplejo de pentcilinsss-lignina

se forme y se separa de la solucidn como precipitads y se
separa por filtracidn, BMute residuo se disuelve sn solucidn
81lufda de hidrdxido eddico, como se desoribid en el ejemplo
I, luego, después de ajustar la concentracion de hidrogenio-
nee de le solucion a aprex, pH 7,5, la solucidn se dialize
durante unas 36 & 48 horas contra agna del grife fluyente
enfrisda, Ls soluocién dializada se diluye luege a la poten~-

~cla deseada por adicidn de una solucidn acuosa de amon{acs,

dando un producto gue tiene la misma utilidad gue el obtenids
como ge describic en el ejemyplo I..

El prooedimiento descrito en este sjemplo,
puede spmeterse tamblén a mocdificaciones en la misma Porma

gue el procedimiento descrito em &l Bjemplo I,

- 1l3 -
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Bste solicitud, que corresponde & la pre— |
sentada en los Bstados Unides de 4América, el 9 de Ensro
de 1951, baejo el nimerc 205.439, se acoge & los benefi-
ciog del artfeule 51 del vigents Bstztuto sobre Propie-
dad Industrigl.

-0~ NOTA =0~

Los puntos de invencidn propie y nneva que
¢e presentan pers que sean objeto de esta Patente de In-
vencidén en Bapafia, por VEINTE afios, son los siguientes:

12, -~ Un procedimiento para le fabrica~
oion de suatencias gue tienen la actividad del enzims
bacterianc penicilinssa, gue comprende &justar 1= ocon-
centracidn en hidregenionss de une sclucidn acuosa con~
centrads de penicilinasa, esencislmente libre de sueten-
cles tempdn, & un pH dentro de la game de eproximsismente
PH 3 e eproximedemente pE 5 y, mientres se mantiens el
PHE de le solncidn sustencielmente dentro de este gens,
sfadir e la misma ane solucién acnoss d8 une sustancie
del grupo consistente en taninos y ligninss, con 1o cusl
se forme un complejo insoluble de penicilinegse y dicha

sustancia y se geparas de lae soluciones mezdladag, y re-
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cuperar dicha sustancia compleja de las soluciones mezdda-

- das,

22, - El procedimiento segin se reivindice
en el punto 1, en el cual ls concentrmoidn en hldiogenio-
nes de las soluciones se mantiens & sproximsdemente pE 4,5
durente la formaoiénvy separacidn de la suetancia compleje,

39, - Bl procedimiento segun se reivindiocs
en el punto 1, oéréaterlzado ademds porgue la mustanciea
que forﬁa el complejo es un tanino derivedc de un prodmo-
to vegetal del grupe consistente en nuez de agalles, pelo
mora, corteza de roble, corteze de sbeto, corteza de mi~
mosa, corteze de mirabolan, corteza de hematina, y corte-:
zs 4o zumagne.

4e, - El procedimiento segtn se reivindica

en el punte I, cerscterizado sdemss porque la sustancia

formadora del complejo es una lignina del tipo designade
ocomo lignina alocalins & la sossa,

62, - Dn procedimiento para la fabricacidn
de sustancies que tiensn la actividad de la penicilinzsa
enzimstica bacterians, gue comprende sjustar la concen-
tracidén en hidrogeniones de une solucidn acuosa concentra-—
da de psuicllinass, esencizsimente exents de sustancics
tampbn, & un pH dentro de la gemsa de aproximadsmente pE 3
& aproximadaménte PH 6, ¥, mientres se mentiense el pH de
1a solucidn sustanclslmente dsntro de esta game, aiizdly &

le miama una solucifn souosa de ume sustancia del grupo .

otnsistsnte sn teninos y ligninas, con 1o cusl un comple-

- 15 -



. 10

15

20

198990

jo insoluble de penicilinssa y dicha sustancia se forma

y se separa ds las solucliones mezcladas, recupsrar dicha
sustancie compleja de las soluciones mezcladas, suspender
le sustencia recuperzda en un medlo acuosc, ajustar la
concentraocidn de hidrogeniones de dicho medlo & sproxima=-
danente pH 7,6 con lo oual el muterial suspendido se di-
suelve para formar upa verdadera solucidn, e introducir
une gome hidrdfila en dicha solucidn,

‘ 62, - Bl procedimiento segun @me reivindi-
ca en el punto £, en &l oual le concentrecién de hldroge-
niones de las soluciones se mantlene & cproximmdamente
pH 4,5 durante la formmoién y assparaocién de. la sustancia
compleje,

7¢, - Bl procedimiento segdn se reivinilca
en el puntp £, caracterizade pedemds porcue la sustznels
formedora del complejo es un tenino dsrivedo de un pro-
ducto vegetal 49l grupo consistente en mmez de agsellas,
pelo mora, certeza de roble, corteza ds asbete, cort;za de
mimosa, corteza de mirabélén,_corteza de hematina, ¥y cor=-
teza de zumsegue,

82, - Bl procedimliento segun se reivindica
en el punto 5, caracterizade ademés porque la sustancig
formzdora del comple)o e@s una lignina a§1 tipo denominp-
do lignipa sloalina & la aosa,.

9¢. - Un procedimisntc para fabriocar suge
tanciasrqua'tianén la actividad de la peniocilinasa, gue

incluye las operaciones de formar una golucidn acuosa gpe
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contiens penicilincse, afiadir e ests solvrcidn, misntras
este enfrisde y misntras se nuntiense la concentracicn de
hidrogeniones de 1o mezcla POr dsbaje de pH 6, uwue solu-
cion scuosa snfrisda dé una sustancie selegids dsl grupe
conslsignis #: taninos y lignins con lo cuwl dlcha sustun-
cla rorme un profucto oomplsjo escesamsnts solubls con lu
pealcllinase, qus ss ssparé de las soluciviss mezcladss
oome precipltado, rsouperar sl praclpitedo asl l{guide
que sobrsnede y disolverlc an un medlo acuesc & pH ds
guroxinadznente 7,8,

102, - Un procsdimisnts de¢ febricsr sus-

tenclas qus tisnpen lo aoctividsd ds Iz penicllinesa, ¢us

¥

¢

incluyy las cysracienss de former vne solucifn ecucce qus
centizns renicilinamse, afisdir = ssta golucidn, misniras
ssid snfrimde y misntrac se& mentisns lu concinirecicn de
hidregsnienss &# 12 mszela por dsbejo d@ rH 6, uns solu-
cicn zcucsa enfrisds ds une snstoneis elzglds dsl grupe
consistsnte en teninos ¥y lignines, coxn 1o cnsl diche suse
tancis forme un predneic com:lejo smcasam nis seiubls con
lz penicilinasa, ous s8 sgpara de les soluclonss mixtas
oome grecivitade, rsouperar 8l preciritade dsl 1fquide
gqus sodrenada, dlsolverlc en w: m-dic scuvsv @& un pH as
arroximacansnts 7,6 y giadir & niany wos solucicn scucss
ds urs geme hidrofile,

1i8, - Un yreoesdimisnto pera prsperar un
proosdimisnto snzimotios bactarianc, |

Pel y como 83 he Qsserito s la enoria



ey

que entgosde, 7 con los Linss que sg hen ssrecilicado.
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Hate Memoria concte &g dlscisizts hojas
le presents, ssorites & mdquins por ume sole ocera,
¥ ' N -

e 4o

Alberto de Elzabury

PorsPoder.
(17,
2

£

oGf . - I8 o



	Bibliographic data
	Description
	Claims



