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La L-asparaginasa en forma de un preparado 
de enzimas más o menos en bruto es conocida. Se ha 
extraído, según métodos usuales en la química de las 
enzimas a partir de materiales animales o vegetales 

55 y se ha enriquecido. La enzima disocia el enlace ami-
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da en la L-asparagina con lo que se forma ácido L-aspár 
tico y amoniaco. El amoniaco se puede determinar colcri- 
métricamente con el reactivo de Nessler y de ésta manera 
se dispone de un método de medición para la L-asparagi- 
nasa (Cáncer Research 26, 2213-17 (1966) ).

Como la unidad de L-asparaginasa no ha sido 
definida adn en forma totalmente concordante se fija 
aquí como sigue:

Una unidad (unidad de 30 minutos) de L-aspara- 
ginasa es aquella cantidad que, a 37 2̂ y a un pH de 7,2, 
en un período de 30 minutos, disociaujyu mol de amonia­
co de la L-asparagina. Por lo que se aprecia de la lite­
ratura hasta ahora solo se han descrito preparados de 
L-asparaginasa que contienen como máximo unas 1000 U/mg 
(Biochemistry 6, 721 (1967) ).

La preparación se efectuó, entre otros, a par­
tir de células de E. coli de las cuales se liberó la en­
zima mediante tratamiento con ultrasonido y las solucio­
nes en bruto se saturaron parcialmente con sulfato amó­
nico. La enzima se precipita entonces en forma de sal y 
se puede seguir enriqueciendo entonces mediante la cro­
matografía de columna usual en la química de las enzimas. 
La L-asparaginasa tiene, después de la inyección, un 
efecto nocivo para aquellos tumores que necesitan para 
su desarrollo L-asparagina. Se viene, pues, empleando 
clínicamente cada vez en mayor escala sin que hasta aho­
ra hubiese sido posible disponer de las cantidades nece­
sarias (Proc. N.A.S. 56, 1516-19 (1966) ). Ha adquirido 
una gran importancia en la medicina para combatir el cre­
cimiento maligno.
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Se ha descubierto ahora que se puede enrique­
cer la L-asparaginasa o bien obtener L-asparaginasa 
cristalizada sí, según la presenta invención, preferen­
temente después de separar los pirógenos, las solucio­
nes acuosas en bruto de L-asparaginasa, en caso dado 
después de adicionar urea u otras amidas que rompan los 
puentes de hidrógeno, se mezclan con polialquilenglicol 
y los precipitados así obtenidos, que contienen L-aspa- 
raginasa, se aíslan y en caso dado se siguen purifican­
do.

Siempre que solamente en las soluciones acuo­
sas en bruto de L-asparaginasa se produzcan precipita­
dos con polialquilenglicol y éstos se descompongan se­
gún métodos en sí conocidos se proceda según el proce­
dimiento de la presente invención mezclando las solucio­
nes de enzima en bruto, que contienen 1 - 30, preferen­
temente 1 - 10% de L-asparaginasa, con soluciones acuo­
sas de polialquilenglicol, preferentemente de polietilen- 
glicol. Aquí se encuentra la concentración óptima de la 
solución para el precipitado en un 40 hasta 60% de eti- 
lenglicol; sin embargo, también se pueden emplear solu­
ciones de concentración considerablemente inferior. El 
peso molecular óptimo del poliatilenglicol empleado se 
encuentra entre 1000 y 5000.

Los pasos moleculares inferiores y superiores 
no son tan adecuados. Las soluciones acuosas de polie- 
tilenglicol mencionadas se agregan hasta una concentra­
ción final del 15-40% preferentemente ¿el 18-30%. El se- 
dimiento que se forma se centrifuga, a la solución cla­
ra, cua sobrenada, se le agrega más solución de polieti- 
lenglicol, se vuelve a centrifugar y éste proceso se
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repite tantas veces como se quiera. Algunos de los pre­
cipitados que se obtienen en esta fraccionación coatia- 
nen priacipalmenta material biológicamente activo, ade­
más de reducidas cantidades de proteínas inertes. La 
purificación de los precipitados- del polietilanglicol 
adherido se puede realizar disolviéndolos en agua, li­
berando la solución de los componentes insolubles y pre­
cipitando con un exceso de acetona. La L-asparaginasa 
se precipita en forma de copos mientras que al polie­
tilenglicol se mantiene en solución. También es posible 
precipitar con otros disolventes, tales como, por ejem­
plo, con alcoholes inferiores. Por otra parta se puede 
extraer el polietilenglicol de la solución del precipi­
tado, además, con aquellos disolventes que no degraden 
.la enzima y que no sean hidromiscibles, por ejemplo, 
con diisopropiléter. Del precipitado disuelto as posi­
ble extraer el polietilenglicol, cuyo peso molecular no 
debe sobrepasar la cifra de 10.000, mediante diálisis 
y obtener la enzima mediante liofilización de las partes 
no dializables. Pero también as posible secar el preci­
pitado y extraer entonces con acetona u otros disolven­
tes.

Convenientemente se realizan estas operaciones 
a una. temperatura que puede encontrarse entre O y 440^0. 
El precipitado de la enzima es independiante del pH de 
las soluciones acuosas. Se trabaja convenientemente en 
zonas pE comprendidas entre 4 y 10.

Para la realización del procedimiento son tam­
bién adecuados otros poliglicoles, por ejemplo, el poli- 
propilenglicol.
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Por ún equipo de investigación americano, se 
describió en el aSo 1967 un procedimiento para el frac­
cionamiento parcial de suero, o bien de plasma, con po- 
lietilenglicol (Fed. Proc. 1967 pág. 3218).

El precipitado selectivo de una enzima deter­
minada, tal como por ejemplo de la L-asparaginasa, con 
soluciones de polietilenglicol, no tiene hasta ahora 
analogía en la química de las enzimas.

La ventaja del nuevo procedimiento, en compa­
ración con los métodos hasta ahora conocidos, por ejem­
plo, el conocido precipitado con sulfato amónico para el 
enriquecimiento de la L-asparaginasa consiste en los si­
guientes puntos:

1. Prácticamente se pueden emplear cantidades 
arbitrarias da asparaginasa en bruto sin disminuir, por 
ello, los rendimientos.

2. Se trabaja en soluciones acuosas muy concen­
tradas. De esta manera se puede obtener la enzima en for­
ma enriquecida fácilmente por precipitación con disolven­
tes o por liofilización.

3. El polietilenglicol en exceso se puede eli­
minar fácilmente con disolventes.

4. El procedimiento representa un paso esencial 
en el canino hacia la obtención da la asparaginasa cris­
talizada.

. El método descrito conduce en dos etapas de 
precipitación desde la asparaginasa en bruto con aproxi­
madamente 3 hasta 4 U/mg de sustancia a productos con un 
grado d9 pureza de 70 hasta 80 U/mg de sustancia.

Para la aplicación clínica de la L-asparaginasa 
es necesario, sin embargo, elevar el grado de pureza

30



prácticamente alcanzadle hasta el valor máximo posible. 
Además, el procedimiento para lograr esta meta deberá 
poder realizarse a escala técnica.

Se ha descubierto ahora igualmente, que se 
puede mejorar considerablemente la selectividad del pre­
cipitado con polietilenglicol si a la solución de L-as- 
paraginasa se le agrega, antes del precipitado, úrea 
u otras amidas destructoras de enlaces de puente de hi­
drógeno.

De esta solución se precipita la L-asparagi- 
nasa solamente bajo concentraciones relativamente altas 
de unos 150 hasta 200 g de polietilenglicol/litro de so­
lución, mientras que las proteínas inertes y las demás 
impurezas se precipitan a concentraciones mucho más ba­
jas, y esto a concentraciones idénticas que en la. preci­
pitación de solución libre de úrea.

Convenientemente se realiza esta operación a 
una temperatura que puede encontrarse entre -4 y 4-40°C. 
El precipitado de la enzima de la solución acuosa es, 
en el margen pH de ó hasta 10, independientemente del 
valor del pH.

La úrea que queda en el sedimento del preci­
pitado de polietilenglicol se puede eliminar, por ejem­
plo, mediante recogida del sedimento y nueva precipita­
ción ulterior con polietilenglicol.

En lugar de úrea se pueden emplear también 
otras amidas que destruyan enlaces de puente de hidró­
geno, por ejemplo, guanidina, formamida, acetamida y 
otras amidas hidrosolubles. Sobre al efecto degradador 
de la úrea y de otras amidas sobre las proteínas se
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informa en varios lugares (por ejemplo, J. Biol. Chem. 
123 (1938) pág. 543).

La ventaja de la mencionada etapa adicional 
del procedimiento consiste en lo siguiente:

.1. Con dos etapas de precipitación se logra 
un grado de pureza de la L—asparaginasa como hasta aho­
ra no fue posible en escala técnica.

2. Debido a la propiedad facilitadora de la 
solución de, por ejemplo, úrea, se puede trabajar en 
soluciones acuosas más concentradas de L-asparaginasa, 
con lo que el procedimiento técnico gana considerable­
mente en sencillez.

3. Los resultados de un precipitado con polie- 
tilenglicol se puede reproducir mejor en presencia de, 
por ejemplo, urea, a pesar de la constitución variable 
de las asparaginasa en bruto.

4. El procedimiento representa un avance aán 
mayor en el camino hacia la obtención de la asparagina— * 
sa cristalizada. Con los métodos de la química de las 
proteínas usuales para ello, por ejemplo mediante pre­
cipitación con Mg SO^, (NH^)gSO^, acetona, etc. se lo­
gra hacer cristalizar la enzima.

Se ha descubierto ahora igualmente que se puede 
mejorar más aun el grado de pureza de la n—asparaginasa 
si la enzima, una vez purificada mediante precipitación 
con polietilenglicol, con una actividad de 100 hasta 150 

U/mg de proteina, se somate a precipitación en el punto 
isoeléctrico de la enzima.

En su punto isoeléctrico, cuyo pH es aproxima­
damente de 4,9? la enzima tiene una solubilidad inferior



que todas las restantes proteínas aún existentes en la 
solución. Esto conduce a una precipitación en forma 
de copos de la L-asparaginasa que se puede apoyar me­
diante adición de cantidades pequeñas de polietilengli, 
col o de disolventes orgánicos miscibles con agua. Con 
venientemente se efectúa esta operación ajustando el 
valor del pH entre 4,9 y 5,5 aproximadamente y reali—  
zando la precipitación a temperaturas bajas.

Las ventajas del procedimiento según la pre­
sente invención, en comparación con el método del po- 
lietilenglicol solo o modificado como antes se ha men­
cionado, consisten en lo siguiente:

1) No se necesitan, ó sólamente se necesitan 
pequeñas cantidades de agente de precipitación.

2) Se llega, partiendo de una actividad espe 
cífica de la L-asparaginasa entre 100 y 150 U/mg de - 
proteina, a una actividad especifica de hasta 190 U/mg 
de proteina.

3) El método suministra el producto de partí. - 
da para la cristalización de la L-asparaginasa.

En la obtención de preparados de L-asparagina 
sa, por ejemplo, de E. coli según métodos cue han sido 
descritos por Campbell et al/**Biochemistry 6 (1967) Pág. 
721 hasta 730, allí ulterior literatura/ se arrastran 
pirógenos de las células del coli al producto final.

Asimismo es posible que durante la elaboración 
cue en su mayor parte se ha de realizar en agente acuo-. 
so, lleguen impurezas a los preparados de L-asparagina­
sa que actúan pirógenamente. A pesar de muchos esfuerzos 
hasta ahora no se ha logrado obtener la L-asparaginasa
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libra de pirógenos. Tampoco los métodos usuales para la 
eliminación de los pirógenos, talas como la filtración 
a través de capas clarificadoras, métodos de absorción 
con hidrcxilapatita, hidróxido de aluminio, silicatos, 
además con resinas sintéticas, condujeron a éxito algu­
no. Tampoco la cromatografía en geles de dextrano sin 
radicales ionizantes o en dietilaminoetilcelulosa segdn 
Campbell tuvo éxito.

Se ha descubierto ahora que los pirógenos de 
los preparados de L-asparaginasa en bruto se pueden eli­
minar con ayuda de geles dietilaminoetildextrano (DEAE- 
dextrangel) disolviendo la enzima en soluciones tamoones 
de electrolitos débiles, la solución así obtenida se 
agrega, o bién segdn el método cromatográfico a una co­
lumna del dextrangel esponjado y equilibrado con el mis­
mo tapón y la L-asparaginasa se fracciona mediante con­
centración creciente de sal y se eluye, o se mezcla sa- 
gdn el método de Batch con el dextrangel, la suspensión 
se filtra, o se centrifuga, y la enzima ligada al gel se 
eluye con tampones adecuados de concentración más ele­
vada de sal.

En el procedimiento cromatográfico se disuel­
ve el preparado enzimático en bruto en soluciones tam- 
pón de concentración 0,02 K aproximadamente, preferente­
mente disoluciones tampón de acetato amónico o formiato 
en la zona neutra o débilmente alcalina, aproximadamente 
a un pH de 7 a 8,5, no debiendo estar demasiado concen­
trada la solución que se forma. Preferentemente se em­
plean soluciones al 1 hasta 2% de la enzima.

El dextrangel se esponja primeramente en el
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mismo tampón y se equilibra cambiando varias veces el 
"hampón. Se llena después en columnas da cromatografía 
ascendiendo la relación entra diámetro y altura del le­
cho de 1: 3 a 1: 30. La solución enzimática se vierte 
sobre la columna elevándose la velocidad de paso de 2 

a 4 cc/hora y por cm^ de sección da la columna. La elu­
ción se efectúa con un contenido creciente de sal en la 
disolución tampón, preferentemente con un aumento lineal; 
sin embargo, también es posible aumentar escalonadamente 
la concentración del agente de elución. La enzima se elu- 
ya por los iones acetato o concentraciones de 0,08 H y 
más.

La purificación se puede efectuar también se­
gún al procedimiento de Batch vertiendo la solución anzi- 
mática al dextragel DEAE esponjado y ajustado el pH a 
7,5. La enzima se absorbe por el gel y después de lavar 
a fondo el gel sobre un filtro a vacio, o con ayuda de 
una centrífuga, se puede eluir con soluciones de sal de . 
concentración adecuada. La ventaja de este procedimiento, 
en comparación con el procedimiento de la columna, os que 
se puede trabajar en forma sencilla con grandes cantida- * 
des. El inconveniente consiste en que la separación de 
las sustancias contaminantes es menos rigurosa y en que. 
se necesita una cantidad mayor de líquido para la elución.

El aislamiento de la L-asparaginasa de la solu­
ción en forma sólida se puede realizar segdn métodos co­
nocidos, por ejemplo, la liofilizaoión, en caso dado des­
pués diálisis o mediante precipitación con polietilengli- 
col o acetona.

Según el procedimiento de la presente invención
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se obtienen, partiendo de preparados con aproximadamen­
te 20 hasta 100 U/cig, preparados paros con 180 hasta 
220 U/mg de proteína que están libres da productos piró­
genos contaminantes. Estos preparados son adecuados pa­
ra su aplicación en la quimicoterápia.

Otro método para separar eficazmente la L-aspa- 
raginasa de los pirógenos consiste en calentar-la solu­
ción enzimática, preferentemente en una concentración 
de 0,5 - 15%, en presencia de un aminoácido, con un pH 
entre 7,0 y 9,2, preferentemente entre 8 y 9, a 40 has­
ta 61°C, liberar la solución de los productos acompañan 
tes precipitados y a continuación efectuar un precipita­
do con un pH 4,5 hasta 5,5 con solución de polietilen- 
glicol.

Para la realización del procedimiento segán - 
la presente invención se le agregan a las soluciones 
al 0,5 hasta 15% de L-asparaginasa con aminoácido, pre­
ferentemente glicerina, en cantidades de 1 hasta 1C%, 
a temperaturas de -10 hasta 465°C. El pH de ésta solu­
ción se ajusta entre 8 y 9. Convenientemente se mantie-

o
ne la solución entonces a 450 C durante 1 hasta 5 días. 
La solución sobrenadante se ajusta a un pE de 5,2 y se 
precipita con polietilenglicol. El material así obteni­
do se compone de L-asparaginasa enriquecida, libra do 
pirógeno o bien pobre de pirógeno.

Este procedimiento ofrece las siguientes venta­
jas:

1 . Los pirógenos se pueden separar con más 
seguridad que por los métodos hasta ahora conocidos,

2. Simultáneamente con la eliminación de los



pirógenos se aumenta considerablemente la actividad es­
pecífica de la enzima L-asparaginasa.

Tambiám otro procedimiento par-a la obtención 
de L-asparaginasa libre de pirógeno aprovecha el efec­
to estabilizador da la. glicina debido a que en esto pro­
cedimiento la enzima se calienta en presencia de un ami­
noácido, especialmente de glicina, y de un alcohol ali- 
fático inferior, preferentemente metanol, con un pH en­
tre 7,0 y 9,2 a 40 hasta 61°C, la solución se libera de 
las sustancias acompañantes precipitadas y a continua­
ción se efectúa un precipitado a un pH de 4,5 hasta 5,5 
con solución de polietilenglicol. Una adición de un 4 
hasta 40%, preferentemente 10%, de un alcohol alifático 
inferior, preferentemente metanol, conduce a una amplia 
desnaturalización de las proteínas extrañas.

Este procedimiento ofrece la posibilidad de 
eliminar las proteínas acompañantas inertes de la L-as­
paraginasa, de difícil eliminación, a las que se las 
adscribe un elevado afecto antígeno. Para la realización 
de este procedimiento según la presenta invención se di­
suelven las L-asparaginasas, preferentemente aquellas 
que con polietilenglicol se han purificado hasta un gra­
do de unas 160 hasta 220 U/mg, en una solución acuosa 
al 0,5 hasta 15%. Se agregan, por ejemplo, 10% en volu­
men de metanol y unos 3% en peso de glicina. El pH se 
ajusta a 8 hasta 9* Convenientemente se mantiene enton­
ces la solución durante 1 hasta 5 días a 4-50°C. La solu­
ción sobrenadante se ajusta a un pH 5,2 y se precipita 
con polietilenglicol. El material así obtenido se compo­
ne de L-asparaginasa enriquecida, libra de pirógenos o
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pobre en pirógenos.
La L-asparaginasa en bruto empleada como pro­

ducto de partida se obtiene como sigue:
Solución acuosa al 10% de linchamiento de maíz, 

(referido a la sustancia en seco) se ajusta con potasa 
cáustica 2-N a un pH de 7,0, se calienta durante 20 mi­
nutos a 120°C y después de enfriar se clarifica, en la 
centrifugadora de rebose. 30 litros de esta solución 
acuosa de espongamianto de maíz, clara so diluye con 
170 litros da agua de la red. Después da agregar y disol­
ver 1,20 kg de lactato sódico y 400 g da sulfato amóni­
co se esteriliza el caldo de cultivo obtenido, en un 
fermentador, durante 40 minutos a i10°C, a continuación 
se enfría y después se inyecta con 500 cc de un cultivo 
de agitación, desarrollado en un caldo de cultivo duran­
te 1 8 horas a 30°C, da Escherichia coli ATCC 9637. El 
preparado de fermentación se airea a 3C°C con 80 litros 
da aire/minuto a 150 revoluciones del mecanismo agiata- 
dor por minuto. Después de un tiempo de desarrollo da 
17 horas, se separan las bacterias, que contienen la 
L-asparaginasa, en una centrifugadora de rebose y se vuel 
ven a suspender en 20 litros de agua destilada. En esta 
suspensión se vierten, agitando, 80 litros de acetona, 
las bacterias precipitadas en forma de copos se separan 
en la centrifugadora de rebose y la masa celulosa 30 

vuelve a suspender en 20 litros de agua destilada. Pa­
ra extraer la L-asparaginasa de las células de baterías, 
se agita la suspensión durante 4,5 horas a 30°C. Duran­
te asta tiempo sa"mantiene el pH entra 7,5 y 7,8 median­
te adiciones de sosa cáustica 1 N. Mediante separación
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an la centrífuga de rebosa de las cálalas de bacterias 
extraídas se obtienen aproximadamente 17 litros de una 
solución clara, de la que, además de otros productos 
contenidos en la cálula, se precipita la L-asparaginasa 
mediante adición de 68 litros de acetona. El precipita­
do formado se aísla, se lava ulteriormente con acetona 
y se seca en vacio a 25 hasta 30°C. La L-asparaginasa 
en bruto, asi obtenida, tiene una actividad encimática 
de aproximadamente 100 unidades (unidades de 30 minutos) 
por tng. ' .

El producto de partida asi obtenido se pu6de, 
en caso dado, purificar previamente como sigue:

50 g de asparaginasa en bruto con una activi­
dad de 100 unidades/mg se disuelven an 100 cc' un tritam- 
pón m/15 con un pH de 8,5, bajo agitación, a temperatura 
ambiente. La solución se calienta, en porciones de 100 
cc cada una, en el baño María durante 15 minutos a 59,5°C 
con lo que se presenta.una fuerte formación de copos de 
proteínas inactivas, mientras que la enzima se mantiene 
invariable en solución. Los preparados de degradación, 
reunidos, se enfrian y se centrifugan a 6000 rpm hasta 
estar claros. La solución posee una actividad especifica 
de 200 - 300 U/mg de proteína. Esta se denomina aquí co­
mo solución A. La solución A se puede fraccionar, segdn 
el fraccionamiento conocido de las enzimas diluyentes 
(Biochem. J. 48,42-48 (1951) ), con acetona, con lo que 
la L-asparaginasa queda en el precipitado que se obtiene 
al ajustar la solución de un 30 a un 5C^ de acetona. Be 
esta manera se obtienen preparados con aproximadamente 
500 U/mg.
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En el procedimiento según la presante inven­
ción se pueda partir, o bien de una asparaginasa en bru 
to con aproximadamente 100 U/mg. o de un preparado enri­
quecido. Especialmente conveniente, como producto ¿e 

5t partida para el fraccionamiento con polietilenglicol, ña
demostrado ser la solución A o la L-asparaginasa que se 
obtiene de ella por fraccionamiento con acetona.

Los limites de fraccionamiento no son constan­
tes ya que dependen de la clase da las impurezas. Sin 

10. embargó, mediante un simple ensayo previo es posible
determinar estos limites.
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Ejemplos: Precipitación con polialquilen-
glicol:
EJEMPLO 1

1000 cc de solución A (obtenida de 50 g 
.de L-asparaginasa en bruto con una actividad de 112 
U/mg) se enfrian a 3-C y se mezcla con 500 cc de solu 
ción al 50 % de polietilenglicol. El sedimento se re­
cogió por centrifugación. La L-asparaginasa obtenida 
recibe la denominación "fracción 1". De la solución 
sobrenadante de la fracción 1 ( 1468 cc) se precipitó 
con 100 cc de solución ai 50 % de polietilenglicol, 
más material que se elaboró. Precipitado:, fracción 2. 
La solución sobrenadante de la fracción 2 (1550 cc) se 
mezcló nuevamente con 100 cc de solución de polietilen 
glicol y se elaboró. Precipitado = fracción 3. En for 
ma análoga se obtuvo la fracción 4. Los grados de pu­
reza y rendimientos logrados con óste fraccionamiento 
se desprenden de la tabla siguiente

20. Fracción Rendimiento U/mg 
N3 en gr.

% de unidades referido 
a la asparaginasa en 
bruto empleada.

1 1,46 230 6

2 2,43 1050 43
3 1,40 1240 29
4 0,64 310 4

EJEMPLO 2
100 g de asparaginasa en bruto con 103 

U/mg se disolvieron en 2 litros de agua y se clarificó 
por centrifugación. La solución $e ajustó con solución

30
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1H de KOH a un pH de 8,5 y se fraccionó con solución 
de polietilenglicol en forma análoga a la del ejemplo 
1. Las fracciones 2 y 3 asi obtenidas se reunieron. 
.Rendimiento 12,0 g

Unidades /mg 765
Rendimiento referi­
do a las unidades
empleadas 88 % de la teoría

EJEMPLO 5
Los sedimentos reunidos de las fracciones 

2 y 3 obtenidas en el ejemplo 2 se disolvieron en 400 
cc de agua y nuevamente se sometió a un fraccionamiento 
con solución de polietilenglicol. Los sedimentos asi 
obtenidos de la fracción 2 y 3 se dispersaron dos ve­
ces en acetona seca, intensamente enfriada, se centri 
fugaron, se lavaron en agua, se filtraron sobre una 
capa de K3 de Seitz y se liofilizó.

Rendimiento 4,40 g
Unidades/mg 1730
Rendimiento re­
ferido a. 100 g 
de asparaginasa 
en bruto 74 %

EJEMPLO 4
5,0 g de L-asparaginasa previamente puri­

ficada de la solución A mediante fraccionamiento con 
acetona, con 576 U/mg se disolvieron en ICO cc de agua 
y se fraccionó con solución de polietilenglicol como 
se ha descrito en el ejemplo 1. Los grados de pureza 
logrados con óste fraccionamiento y lós rendimientos30
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se desprenden de la tabla siguiente.:

Fracción Rendimiento U/mg % de unidades refe-
rido a la asparagi-

N- SR BP* nasa en bruto em­
pleado

1 1,381 790 38
2 0,362 1930 24

3 0,155 640 3
4 1,00 180 6

Adición de úrea u otras amidas:
EJEMPLO 5

5 kg de asparaginasa en bruto (obtenida 
en la forma descrita) se introducen a temperatura am­
biente en 40 litros de agua destilada. El valor del pE 
de la solución que se forma lentamente, se ajusta con 
unos 1,5 litros de NaOH 1-N entre 8,5 y 8,9. Despuós 
se agrega la úrea hasta una concentración de aproxima 
damente 3 mol/litrc. La temperatura de la solución des 
ciende entonces unos 109C. Se agita aún durante 1 hora 
y la solución que se forma se deja reposar entre 16 y 
24 horas a 4SC. Despuós de óste tiempo se precipita la 
fracción I mediante adición de 25 a 30 litros de una 
solución al 50 % de polietilenglicol. La fracción I se 
tira. La fracción II se precipita mediante adición de 
otros 15 litros de solución al 50 % de polietilengAi- 
col. La fracción II tiene la actividad principal. Me­
diante la adición de otros 15 litros de solución de 
polietilenglicol al residuo de la fracción II se ob­
tienen la fracción III que contiene aproximadamente 
de un 20 hasta un 25 % de la actividad de asparaginasa 
preparada.



La fracción II se recoge en unos 2,5 li­
tros de agua destilada . Mediante adición de 25C ce 
de una solución al 50 % de polietilenglicol se pre­
cipítala fracción la; mediante ulterior adición de 2$0 

.cc de solución de polietilenglicol la fracción 11a. En 
igual forma se obtienen las fracciones Illa y IVa. Los 
grades de pureza y rendimientos logrados con éste frac 
cionamiento se desprenden de la tabla siguiente:

Fracción Rendimiento U/mg (unida % de la actividad
enzimática, refe-

N3 en gr. des de 1 mi rido a la aspara-
ñuto. ginasa en bruto

empleada

1 a 1,6 19,4 0,3
11 a 8,1 100,0 8,0

111 a 23,0 144,0 31,2
IV a 16,2 74,0 11,5
V a 18,9 25,0 4,6

55,6

EJEMPLO 6

Se procede como en el ejemplo 5 pero la 
concentración án úrea se aumenta a aproximadamente 
6 mol/litro. El tiempo de reposo de la solución a con 
tinuación asciende aquí sdb a 2 horas. Los rendimientos 
concuerdan ampliamente con los del ejemplo 5*
EJEMPLO 7

Se procede como en el ejemplo 5 pero, en 
lugar de úrea, se agrega hidrocloruro de guanidmna hasta
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una ccicentración de 2 moles/litro aproximadamente. El 
tiempo de residencia de la solución asciende a 2 horas. 
Los rendimientos corresponden a los del ejemplo 5* *

Precipitación en el punto isoeléctrico:
.EJEMPLO 8

100 g de L-asparaginasa con una actividad 
especifica de aproximadamente 100 U/mg de proteina se

* disuelven en 1000 cc de agua destilada a temperatura 
ambiente. Durante el proceso de solución se ajusta el 
valor deí.pH con NaOE 1-N entre 8,5 y 8,9. La parte 
insoluble, que queda entonces, se separa por centrifu­
gación durante 10 minutos a 6000 rpm. El valor del pE 
de la parte sobrenadante clara se ajusta en el baño 
de hielo lentamente a un pH entre 7 y 6,8. El sedimento 
oleaginoso, que se precipita entonces, se separa por cen 
trifugación durante 25 minutos a 6000 rpm. El sobrena­
dante claro de esta centrifugación se ajusta con HC1 

1-N a un pE de 5*3. Después se agregan, en porciones 
de 25 cc cada una una solución al 50 % de polietilen- 
glicol y se separan cada vez durante 10 minutos por cen 
trifugación a 6000 rpm. Se obtienen de ésta manera 
entre 5 y 6 fracciones, encontrándose la actividad prin 
cipal con la máxima actividad especifica entre las frac 
ciones 3 a 5*

Rendimiento: 60 hasta 70 %.
EJEMPLO 9

Se procede como en el ejemplo 8 pero en lu 
gar de polietilenglicol se agrega acetona fría en 4 eta 
pas hasta un 20 % del volumen de la solución. Los rendí 
mientos son similares a los del ejemplo 8.
EJEMPLO 10
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Se procede como en el ejemplo 8 pero en 
lugar de polietilenglicol se emplea alcohol etílico en 
5 etapas hasta un 20 % del volumen de la solución. Los 
rendimientos son similares a los del ejemplo 8.
EJEMPLO 11

100 g de L-asparaginasa con una actividad 
especifica de 140 U/mg de proteínas se disuelven en 
500 cc de agua. El pH de la solución se ajusta con 
NaOH 1-N a 8,5. La sustancia que se mantiene insolu­
ble se separa por centrifugación durante 15 minutos a 
-6000 rpm. El pH de la solución ciara se ajusta, a 4SC 
y con HC1 1-N, a un valor de 6,8 y el precipitado que 
formado se separa por centrifugación. El sobrenadante 
claro se ajusta después de la centrifugación con HC1 
1-N lentamente a un pH de 5,0 a 5,1 y se deja durante 
varias horas a 4SC. El precipitado que se presenta en­
tonces se separa por centrifugación, Este contiene la 
L-asparaginasa con un rendimiento del 60 hasta el 80 % 
de la actividad empleada y con una actividad especí­
fica máxima de hasta 190 U/mg de proteínas. ^

Obtención de L-asparaginasa cristalizada:
EJEMPLO 12

200 g de asparaginasa en bruto con una ac­
tividad de 97 U/mg se disuelven en 4000 cc de solución 
tampón de glicocol, pH 8,5 "Biochemisches Taschenbuch" 
Manual bioquímico pág. 91, 1964) y, en porciones, se 
calienta durante 30 minutos a 6C3C. Se precipita asi 
en forma de copos ls^proteína inactiva mientras que en 
la enzima se mantiene inalterada en solución, El pre­
parado se centrifuga a 6000 rpm hasta estar claro y se 
fracciona con acetona. La parte que se recipita al agre
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gar de un 40 hasta un 45 % de acetona asciende a 16,4 
g. Esta contiene 863 U/mg. 9,3 6 de ésta asparaginasa 
enriquecida se disuelven en 190 ce de solución 3"*K°ia? 
de úrea, se ajusta con sosa cáustica a un pH de 8,5 y 
se fracciona con polietilenglicol (solución acuosa al 
50 %). La fracción que se obtiene después de agregar 
de 22 a 30 cc se elabora de modo usual. Rendimiento 
2,1 g; U/mg: 3130.

Una solución de 4,0 g de ésta muestra en 
40 cc de agua bidestilada se ajusta con ácido clor - 
hidrico 1-N a un pH de 5^2 y se fracciona con solución 
de polietilenglicol.

La parte que se obtiene después de agregar 
de 12,5 a 15 cc, se centrifuga después de reposar du­
rante 20 minutos a temperatura ambiente y después de 
reposar durante 2 horas bajo acetona se lava con más 
acetona.

Rendimiento: 1,2 g; U/mg; 6110.
Prismas planos, Teñidos de marrón a 225SC, 

sinterización a partir de 260SC, espumado a partir de 
2708C y descomposición total a partir de 274SC.

Los cristales así obtenidos se recristali­
zan en soluciones acuosas mediante adición de disol­
ventes orgánicos, tales como acetona o alcohol, o me­
diante adición de polietilenglicol.

Los exíjales muestran los siguientes re­
sultados de análisis:
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Contenido en agua: 12,5 %

(La determinación del conte­
nido del agua se fectuó hir­
viendo durante 6 horas en al 
to vacio a 110s en una pis­
tola de secado especial se­
gún J. Unterzaucher ¿"Mikro 
chem ¡Uí, 315 (1935)_7. La cons 
tancia de peso se determinó 
mediante un secado continua­
do).

Residuo de recocido:. 0,11 %
(La determinación del conte­
nido de cenizas de proteínas 
se efectúa según F. Pregl y 
H. Roth (Microan&lisis orgá 
nico cuantitativo, pá.g. 174, 
Springer, Wien (1949) ).

Contenido de Proteínas:88,0 %
(La determinación de las pro­
teínas' se fectuó después de 
la precipitación con ácido 
tricloroacótico según el mé­
todo BIUKET (T.E.Weiselbaum, 
Am. J. Clin, Path. (Techn. 
Sec.) 10, 40 (1946) ).
Volumen total: 4 cc (de ellos 
2 cc reactivo de BIUHET):

3,1 cm
$46 m u  . 12,3 = mg proteí-

nas/cc de solución de ensayo.
La constante de sedimentación mostró un

valor de S*^
20a = 4,33.
La figura 1 muestra el espectro infrarrojo

30.
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de la L-asparaginasa cristalizada,
técnica KBr.

En la figura 2 se muestra el espectro ul­
travioleta del preparado.

Aparato de medición: Zeiss Spectralfotómetro 
PMQ II (amplificación 1/1/1 ).

Grosor de capa: 1 cm
Concentración: cada vez 1 mg HgO y prepa­

rado libre de sal por cc.
Como disolvente sirvió una solución tam- 

pón de fosfato con un pE 7 (Merck Titrisol) Nr. 938?.
La figura 3 es una reproducción de las foto 

grafías de los cristales de la L-asparaginasa.
Separación de los pirógenos:

EJEMPLO 13
30 g dé DEAE-dextragel (gel de dietilami-

pnoetildextrano = DEAE Sephadex A 50 , producto comer
cial de la Aktielbolaget Pharmacia, Uppsala, Suecia) 
se trata previamente en la forma usual, se equilibran 
con 0,02 moles glicina, 0,02 moles de disolución tam- 
pón de formiato amónico de pH 7)3 y se introduce en 
una columna de 3)2cm de diámetro. Altura del lecho:
90 cm. 500 mg de L-asparaginasa en bruto con 100 U/mg 
se disuelven en 50 cc del tampón de arriba y se aplica 
sobre la columna. A continuación se eluye la enzima 
con un gradiente lineal de 2 litros de la disolución, 
tampón anterior a 2 litros de 0,02 moles de glicina,
1 mol de formiato amoniaco, pH 7)5. Las fracciones que 
contienen la asparaginasa se reúnen y se liofilizan. 
Rendimiento: 1,03 g con 27.800 U = 83 % de la acti-30
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vidad insertada. La actividad específica, referida a 
la proteína, asciende a 210 U/mg.

Ensayo pirógeno en conejos: A 5 conejos se 
les dosificaron 200 U/lg. El valor medio del aumento 
de la temperatura ascendió, a 0,482c.

La sustancia de partida mostró bajo las - 
mismas condiciones un aumento de temperatura en l,6sc. 
EJEMPLO 14

30 g de DEAE-dextragel se tratan previamen 
te en la forma usual y se eouLibra con 0,05 moles de 
acetato amónico pH 7,5 y se introduce en una columna coi 
3,2 cm de diámetro. Altura del lecho: 95 cm. 500 mg 
de L-asparaginasa en bruto con 39,7 U/mg se disuelven 
en 50 cc de 0,05 moles de acetato amónico pH 7,5 y se 
aplica sobre la columna. La elución se efectúa con un 
gradiente lineal de 2 litros de 0,05 moles de acetato 
amónico pH 7,5 a 2 litros de 1 mol de acetato amónico 
pH 7,5. Las fracciones que contiene la asparaginasa se 
reúnen. Rendimiento: 18.600 U = 94 % de la actividad 
insertada. Actividad especifica: 200 U/ag de proteica.

Ensayo de pirógenos en los conejos: Con*'"
300 U/kg por animal ascendió el valor medio del aumen 
to de la temperatura a 0,4^0.

La sustancia de partida mostró a 200 U/kg 
de animal un aumento de temperatura en 1,62c.

Como comparación sea mencionado mi ensayo 
de purificación con dietilaminoetilcelulosa:

30 g de DEAE-celulosa se equilibran con 
0,05 moles de acetato amónico pE 7,5 y se introducen 
en una columna. 500 mg de L-asparaginasa en bruto30
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(34 U/mg) se disuelven en 50 ce de la disolución tam- 
pón anterior, se aplica sobre la columna y se eluye 
con un gradiente lineal 1 litro de 0,05 acetato amóni 
co pH 7)5 a 1 litro 0,5 moles de acetato amónico pH
7)5.

Rendimiento: 14.000 U = 82 % de la activi­
dad con 89 U/mg de proteina.

Ensayo de pirógenos en los conejos: A 200 
U/kg animal ascendió el valor medio del aumento de 
la temperatura a l,0ac.

La sustancia de partida mostró, bajo las 
mismas condiciones, un aumento de la temperatura en 
1,880.

Tampoco otras condiciones de ensayo dieron 
una eliminación más amplia de los pirógenos, de lo cual 
se desprende claramente la superioridad del procedimien 
to según la presente invención.
EJEMPLO 15

490 g de DEAE-dextragel se tratan previa­
mente con la forma usual y se equilibran con 0,05 mo­
les de acetato amónico pH 7 )5) al que se le agregó 
mertiolato en una concentración de 20 mg/litro. La sus 
pensión se introdujo en una columna enfriada a 48C con 
un diámetro de 20 cm.

Altura del lecho: 65 cm. 9)8 g de una as- 
paraginasa en bruto con 46 U/mg se disolvieron en 880 
cc de 0,02 moles de acetato amónico pH 7,5 y se agregó 
a la columna. La elución con el gradiente lineal de 10 
litros de 0,05 moles de acetato amónico pE 7)5 a 10 

litros de 0,5 moles de acetato amónico pH 7,5. Las frac



5.

10.

15.

20.

ciones que contienen la asparaginasá se^ reunieron.
Rendimiento: 365.000 U = 31 % de la can­

tidad insertada.
Ensayo de pirígenos específicos en el co- 

,nejo: Con 200 U/kg animal ascendió el valor promedio 
del aumento de la temperatura a 0,33ac.

Las sustancias de partida mostró bajo las 
mismas condiciones un aumento de la temperatura en 
1,80SC.
EJEHPLO 16

A 10 gpEAE-dextragel, equilibrada con 0,05 
moles de solución de acetato amónico pE 7,5 se agrega 
una solución de 100 mg de L-asparaginasa con 39,7 U/mg 
en 100 cc de solución 0,05 moles, acetato amónico pH 
7 ,5* El preparado se agita durante 15 minutos y des­
pués se aspira. El residuo se eluye consecutivamente 
con disoluciones tampón de electrolitos de diferente 
fuerza (véase tabla). Las partes de L-asparaginasa 
eluidas ya bajo electrolitos débiles contienen piró­
genos mientras que las partes eluidas con disoluciones 
tampón más fuertes están libres de pirógeno. Los ren­
dimientos se aprecian en la tabla.

9̂68

Tampón Actividad Rendimiento Pirogenidad
U % - T/animal

"* (SC)

Acetato amónico 0,05 M pH 7,5 5010 24 1 ,1

Acetato amónico 0,10 M pE 7,5 3820 18 1,2

Acetato amónico 0,20 M pH 7,5 7850 37 o,9
Acetato amónico 0,40 H pH 7,5 4060 19 o,3
Acetato amónico 0,80 M pH 7,5 520 2 o,3
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EJEMPLO 17
100 g de asparaginasa con una actividad es. 

pecifica de 100 U/mg se disuelven en 1 litro de agua. 
Se agregan aproximadamente 40 g de glicina y la so­
lución se ajusta a un pH d e '8,9*.La solución se man­
tiene 90 horas a +50SC y la proteína que entonces se 
precipita se centrifuga durante 20 minutos a 6000 rpm. 
El centrifugado claro se ajusta con HC1 2-N a un pH 
de 5,2 y se precipita fraccionadamente con solución 
al 50 % de polietilenglicol. La parte que se preci­
pita despuós de agregar unos 200 cc de polietilen­
glicol se separa por centrifugación, se lava con ace­
tona' y se seca.

Rendimiento: unos 35 g con 200 hasta 220 
U/mg de sustancia.

De la figura 4 adjunta se desprende el con­
tenido minimo.de pirógenos del producto.
EJEMPLO 18

Se procede como en el ejemplo 1? pero la 
solución de la L-asparaginasa se calienta durante 24 
horas a 60se.
EJEMPLO 19

Se procede como en el ejemplo 17, el pE 
de la solución se ajusta sin embargo a 8,2.
EJEMPLO 20

Se procede como en el ejemplo 18 pero sola 
mente se agregan 20 g de glicina a la solución de la 
L-asparaginasa.
EJEMPLO 21

30. 100 m de L-asparaginasa con una actividad
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específica de 100 U/mg se disuelven en 1 litro de agua. 
Se agregan 100 cc de metanol y 40 g de glicina y la so 
lución se ajusta a un pH de 8,9. La solución se man­
tiene 90 añoras a +50SC y la proteina que entonces se 
precipita se centrifuga durante 20 minutos a 6000 rpm. 
El centrifugado claro se ajusta con HC1 2-N a un pH 
de 5,2 y se precipita fraccionadamente con solución 
al 50 % de polietilenglicol. La parte que se precipita 
despuós de agregar unos 200 cc de polietilenglicol se 
separa por centrifugación, se lava con acetona y se 
seca.

Rendimiento: unos 33 6 con 200 hasta 235 
U/mg de sustancia.
EJEMPLO 22

Se procede como en el ejemplo 21 pero se 
agregan 200 cc de metanol.
EJEMPLO 23

Se procede como en el ejemplo 21 pero a la 
solución se le agregan 100 cc de etanol.
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Descita suficientemente la naturaleza áel invento, 
así como la manera 3e realizarlo en la práctica, debe hacerse 
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus­
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren 
su principio fundamental. También se hace constar que el invento 
corresponde a solicitudes de Patente, presentadas en Alemania, 
con námeros y fechas siguientes: P 16 42 615.6 de 27 de diciembre 
de 1.967, P 17 67 157.8 de 6 de abril de 1.968, P 17 67 158.8 
de 6 de abril de 1.968, P 17 67 389.1 de 6 de mayo de 1.968,
P 17 92 043.3 de 16 de julio de 1.968, y P 18 08 042.7 de 9 de 
noviembre de 1.968, siendo lo que constituye la esencia del re­
ferido invento, y por lo que se solicita una Patente de Invención 
por 20 años,'en España, sobre:"PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION 
DE L-ASPARAGINASA ENRIQUECIDA CRISTALIZADA"; caracterizándose 
por lo siguiente:

18.- Procedimiento para la obtención de L-asparaginasa 
enriquecida cristalizada, caracterizado porque, preferentemente 
después de separar los pirógenos las soluciones acuosas en bruto 
de L-asparaginasa, en caso dado después de adicionar áreas u 
otras amidas rompedoras de los enlaces por puente dé hidrógeno, 
se mezclan con polialquilenglicol y los precipitados así obte­
nidos, que contienen la L-asparaginasa, se aíslan y, en caso 
dado, se siguen purificando.

2§.- Procedimiento segán la reivindicación 1&, carac­
terizado porque las soluciones acuosas en bruto de L-asparagi- 
nasa se mezclan con polialquilenglicol y los precipitados que 
contienen L-asparaginasa, así obtenidos, se aíslan y en caso 
dado se siguen limpiando.

38.- Procedimiento según la reivindicación is ó 28, 
caracterizado porque se emplea polietilenglicol ó polipropilen- 
glicol, preferentemente con un peso molecular hasta un máximo
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entre-1000 y 5000.
43.- Procedimiento según una de las reivin­

dicaciones 1 hasta 3) caracterizado porque la concen­
tración en polialquilenglicol en la solución de preci 
'pitación se encuentra entre 40 y 60 en peso.

53.- Procedimiento según uíia de las reivin­
dicaciones 1 hasta 4, caracterizado porque la precipi 
tación se efectúa a un pH entre 4 y 100.

6s^- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 1 hasta 5, caracterizado porque los preci­
pitados que contienen L-asparaginasa, obtenidos por - 
precipitación con polialquilengliccl, se disuelven en 
agua, se separan los componentes insoluoles y con ace 
tona o alcoholes inferiores se efectúa de nuevo la - 
precipitación de L-a3paraginasa.

73.- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 1 hasta 5, caracterizado porque los preci­
pitados que contienen L-asparaginasa, obtenidos por - 
precipitación con polialcuilenglicol, se disuelven en 
agua, se separan los componentes insolubles, el poli- 
alquilenglicol contenido en la solución se extrae con 
aquellos disolventes que no desnaturalicen la enzima 
y oue no sean miscibles con agua, o bien por diálisis, 
y la L-asparaginasa se obtiene per liofilización de - 
la solución acuosa.

8s.- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 1 hasta 5, caracterizado porque los preci­
pitados que contienen L-asparaginasa, obtenidos por - 
precipitación con polialcuilenglicol, se secan y se - 
extraen con acetona u otros disolventes.
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93.- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 1 hasta 8, caracterizado porque a las solu 
ciones acuosas en bruto ¿efL-asparaginasa se le agre­
gan úrea u otras amidas rompedoras de enlaces por 
puente de hidrógeno y después se precipita con polie- 
tilenglicol.

103.- Procedimiento según la reivindicación 
98, caracterizado porque como otras amidas que rompen 
los enlaces por puente de hidrógeno se emplea hidro—  

cloruro de guanidina, formamida o acetamida.
118.- Procedimiento según una de las reivin­

dicaciones 1 hasta 5, 9 <3 10, caracterizado porque la 
enzima previamente purificada mediante precipitación 
con polietilenglicol a una actividad de 100 hasta 150 
U/ng se somete a una precipitación en el punto iso—  
eléctrico de la enzima, especialmente a un pH de 4,9- 
-5,5.

128.- Procedimiento según la reivindicación 
118, caracterizado porque la precipitación se apoya - 
con reducidas cantidades de polietilenglicol.

13§.- Procedimiento según la reivindicación 
118, caracterizado porque la precipitación se apoya - 
con disolventes orgánicos miscibles en agua.

148.- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 11 a 13, caracterizado porque las solucio­
nes de elevado porcentaje de una L-asparaginasa pre—  

viamente purificada se somete a una precipitación en 
el punto isoeléctrico de la enzima.

158.- Procedimiento según-una de las reivin­
dicaciones 1 hasta 14, caracterizado porque la separa 
ción de los pirógenos lá enzima se disuelve en solu—



5.

10.

15.

20.

dones tampón de electrolitos débiles, la solución - 
asi obtenida, se agrega, a una columna de gel de dieti- 
laminoetildextrano esponjado y equilibrado con la mis­
ma solución tampón, la enzima se fracciona mediante - 
concentración creciente de sal y se eluye.

168.- Procedimiento según 1a reivindicación 
15-} caracterizado porque la solución obtenida se mez 
cía con gel de dietilaminoetildextrano, la suspensión 
se filtra o se centrifuga y'la enzima ligada al gel - 
se eluye con soluciones tampón de concentración más - 
-elevada de sal.

179.- Procedimiento según la reivindicación 
158, caracterizado porque para el procedimiento croma 
tográfico el preparado enzimático en bruto se disuel­
ve en soluciones tampón de concentración 0,02 M apro­
ximadamente, preferentemente disoluciones tampón de - 
acetato amónico o formiato en la zona neutra o débil­
mente alcalina, aproximadamente a un pH de 7 a 8,5, - 
en concentraciones de preferentemente 1 - 2 %.

18^- Procedimiento según.la reivindicación^- 
'158, 168 <5 17S, caracterizado porque en las colunñás 
de cromatografía la proporción entre diámetro y altu­
ra de lecho asciende a 1 : 3 hasta 1 : 30 y la veloci

p
dad de paso asciende a 2 hasta 4 cc/hora.y por cm" de 
sección de la columna.

198.- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 15& hasta l8s, caracterizado porque se elu 
ye con iones de acetato de la concentración mínima de 
0,08 M.

30 208.- Procedimiento según la reivindicación



153, caracterizado porque la suspensión de gel ¿e die 
tilaminoetildextrano se ajusta en la solución de L-as 
paraginasa a un pH de 7,5.

213.- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 1 hasta 14, caracterizado porque para la - 
separación de los pirógenos la solución de enzimas, - 
preferentemente en una concentración de 0,5 - 15 %, 
se calienta, en presencia de un aminoácido, preferen­
temente glicina, con un pH entre 7,0 y 9,2, preferen­
temente entre 8 y 9, a 40 hasta 6120, la solución se 
libera de los productos acompañantes precipitados y a 
continuación se efectúa -una precipitación a un pH de- 
4,5 hasta 5,5 con solución de polietilenglicol.

223.- Procedimiento según la reivindicación 
213, caracterizado porque el aminoácido se adiciona - 
en una concentración de 1 hasta 10 %.

233.- Procedimiento según la reivindicación 
213 6 223, caracterizado porque la solución mezclada 
con el aminoácido se mantiene durante 1 hasta 5 dias, 
a una temperatura de 50 hasta 6isc.

243.- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 1 hasta 14, caracterizado porque para la - 
separación de los pirógenos, la enzima se calienta en 
presencia de un aminoácido, especialmente de glicina, 
y de un alcohol alifático inferior, preferentemente - 
metanol, con un pH entre 7,0 y 9,2 a 40 hasta 61 se, - 
la solución se libera de los productos acompañantes - 
nrecipitados y a continuación se efectúa una precipi­
tación con un pH de 4,5 hasta 5,5 con solución de po­
lietilenglicol.



_ 35 - 27 Ote-

253,- Procedimiento según la reivindicación 
243, caracterizado porque los preparados ¿e L-aspara- 
ginasa, que preferentemente se han llevado con polie- 
tilenglicol hasta un grado de pureza de unos 160 has- 

5. ta 220 U/ing se mezcla en solución acuosa al 0,5 hasta
15 % con aproximadamente 3 % en peso ¿e glicina y 4 - 
hasta 40, especialmente 10 % del alcohol inferior.

26§.- Procedimiento según la reivindicación 
243 ó 253, caracterizado porque el pH se ajusta a 8 

10. hasta 9 y la solución se calienta a 4 502C y se man—
tiene durante 1 hasta 5 días a ésta temperatura.

273.- Procedimiento según una de las reivin­
dicaciones 243 hasta 263, caracterizado porque la pre 
cipitación con polietilenglicol se efectúa a un pH de 

15. 5,2.
28s.- Procedimiento para la obtención de Ir- 

asparaginasa enriquecida cristalizada; tal y como que
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